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RESUMEN

Misiones es una de las provincias con mayor notificacion de casos
nuevos de lepra en el pais. Desde que se instaurd el tratamiento en
los ochenta, que se distribuye gratuitamente, uno de los desafios
para el control de la enfermedad es la deteccién temprana y el
tratamiento lo mas pronto posible para evitar la diseminacion de la
enfermedad y la aparicion de discapacidades. El objetivo de este
estudio fue describir el comportamiento epidemiolégico de la lepra en
pacientes atendidos en el Hospital SAMIC durante cinco afios,
estudiar a sus convivientes, buscar la enfermedad en ellos, y realizar
pruebas diagnoésticas. Se estudiaron a 37 pacientes y a sus familias
(106 convivientes). La tasa de deteccion en el Hospital SAMIC de
Eldorado fue de 4,3 casos nuevos /10° habitantes por afio. El 91,9%
eran mayores de 35 afios y el 76% tenia mas de 45 afos. El 54%
fueron hombres y 91,9% presentaron lepra en su forma lepromatosa
o multibacilar. En el 54,2% (13/24) de los pacientes diagnosticados
con anterioridad al estudio y que recibieron tratamiento, se logro
detectar la presencia del M. leprae por baciloscopia y/o PCR. Se
diagnosticaron 4 casos de lepra en convivientes mayores de 35 afos,
todos provenian de familias con caso primario de lepra lepromatosa.
El estudio de transmision demostré que 67,8% de los pacientes y
14% de convivientes son portadores nasales del bacilo.

En conclusién: en el norte de Misiones la enfermedad, lejos de estar
controlada, se detecta tarde, falla el tratamiento y existe transmision
entre los familiares.



ABSTRACT

Misiones is one of the provinces with more notification of new leprosy
cases in the country. Since the treatment that was instated in the
eighties, which is distributed for free, one of the challenges for the
control of the disease is the early detection and the early treatment,
to avoid the dissemination of the disease and the development of any
disabilities. The objective of this study is to describe the
epidemiological behavior of the leprosy in patients that were attended
in the SAMIC Hospital for the period of five years, study their
cohabitants and searching for the disease in them, and to perform
diagnostic tests. 37 patients and their families (106 cohabitants) were
studied. The rate of detection in the Samic Hospital was of 4,3 new
cases /10° cohabitants per year. The 91,9% were over 35 years old
and the 76% were over 45 years old. The 54% were men and 91,9%
presented leprosy in their lepromatous or multibacillary way. In the
54,2% (13/24) of the patients that had been diagnosed and treated
before the study, the presence of M. Leprae were detected by skin
smear and/or PCR. 4 cases of leprosy were diagnosed in cohabitants
over 35 years old, all of them came from a family with a primary case
of leprosy lepromatous. The study of the transmission proved that
67,8% of the patients and 14% of the cohabitants are nasal bacillus
carriers.

In conclusion: in the north of Misiones the disease, is far of being in
control, the detection is late, the treatment fails and the transmission
between the cohabitants exist.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

|1. ANTECEDENTES Y REVISION DE LA LITERATURA.
[.1.1. LEPRA: GENERALIDADES.

La lepra es una enfermedad infecciosa cronica que afecta al sistema
nervioso periférico, piel y otros 6rganos, cuyo agente causal es denominado
Mycobacterium leprael. Esta fue la primera bacteria patdégena descubierta en

1873 por el noruego Gerhard Armauer Hansen?.

La especie M. leprae pertenece a la clase Schizomycetes, orden
Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae y al género Mycobacterium. Se trata
de un bacilo intracelular obligado, inmovil, no esporulado, con un diametro de
0,3-0,5um y 4-7 um de longitud, gram positivo débil y acido alcohol resistente
(BAAR). Tanto el método clasico de tincion de Ziehl-Neelsen como las técnicas
de fluorocromos se basan en la retencion del colorante después de la exposicion
a acido alcohol (acido clorhidrico méas etanol), propiedad debida a un alto

contenido lipidico en su pared celular® (Figura 1).

El bacilo se divide por fisién binaria cada 12 a 14 dias. Su temperatura
Optima de proliferacion oscila entre los 27 a 30°C, lo que explica la preferencia
del bacilo por las zonas superficiales como la piel y nervios periféricos.*> Hasta
la fecha, no se ha podido reproducir “in vitro” en los medios sintéticos
tradicionales, y su cultivo se encuentra delimitado a animales de
experimentacién: el armadillo de nueve bandas (Dasypus novemcinctus) (Figura

2), siendo este su reservorio natural,® y ratones infectados experimentalmente.’

13



Figura 1. Frotis de linfa del lI6bulo de la oreja tefiido
con la técnica de Ziehl -Neelsen donde se pueden
observar los bacilos acido-alcohol resistentes de M.
leprae tefiidos en rojo a 1.000 aumentos (Autor:
Lucrecia Acosta).

El genoma completo del bacilo fue secuenciado por Cole y colaboradores
en 20018, esta compuesto por 3.268.203 pares de bases (pb), y su contenido en
guanidinay citosina es del 57,8%. Comparado con el genoma de Mycobacterium
tuberculosis que tiene 4.411.529 pb, se evidencia en M. leprae un fenédmeno
masivo de reduccidn génica que ha dado lugar a un genoma con 1.133 genes
inactivos. Como resultado de esto, menos del 50% de su genoma codifica genes
funcionales y esta reduccion ha llevado consigo la eliminacién de varias rutas
metabdlicas, que han dado lugar a un bacilo con unos requerimientos muy
especificos para su desarrollo y crecimiento que revelan porque es un parasito
intracelular obligado.8?
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Figura 2. Armadillo de nueve bandas (Dasypus-novemcinctus).

[.1.2. TRANSMISION.

A pesar de que la lepra es una enfermedad contagiosa, su morbilidad
comparada con otras infecciones es bastante baja, debido a que gran parte de

la poblacién es resistente a la enfermedad de manera natural.1°

Generalmente, los humanos son el principal reservorio del bacilo,
exceptuando en las Américas donde el armadillo también puede jugar un papel
importante.!' De hecho, se estima que dos tercios de los casos que acontecen
en el sur de Estados Unidos comparten cepas de M. leprae que se pueden

relacionar con las encontradas en armadillos de la zona.12

Las vias de transmision de la lepra no son del todo conocidas, pero se
acepta como via fundamental de contagio el contacto estrecho y prolongado con
un paciente mulribacilar (MB) no tratado que al hablar, toser o estornudar, entre
otros, elimina los bacilos contenidos en las secreciones nasales o
aerosoles.’®1415 Recientemente existen evidencias de que la ruta aérea via
nasal es la ruta mas probable de entrada de la bacteria al organismo.*® El riesgo

de contagio aumenta en funcion de la cercania al infectado, siendo mayor cuanto
15



mas estrecho sea el contacto con este, y principalmente depende de la carga
bacteriana, de modo que el riesgo llega a ser dos veces mayor en pacientes MB
que en paucibacilares (PB).}” Por esto, la mucosa nasal es considerada la
principal via de ingreso,®'° aunque no se descarta la transmisién por las ulceras
0 nbédulos abiertos y otras vias como la sangre, la leche materna, picaduras de

insectos o transmision vertical.20:21.22

Se asume que los individuos infectados, incluso aquellos que no llegan a
desarrollar la enfermedad, pueden durante un periodo de tiempo, eliminar al
bacilo por via nasal.® Diversos trabajos en los que se ha estudiado la presencia
del ADN de M. leprae en hisopos o biopsias nasales de individuos sanos que
viven en zonas endémicas, sugieren que también un portador sano puede jugar

un papel importante en la transmisién.?324

1.1.3. INFECCION-ENFERMEDAD.

La via fundamental de contagio es el paciente multibacilar no tratado que
al hablar, toser, estornudar elimina de las mucosas de las vias respiratorias
superiores los bacilos.?>?615 La persona predispuesta puede desarrollar la
enfermedad si mantiene un contacto prolongado con el enfermo y en condiciones
de vida desfavorables. El germen ingresa por las vias respiratorias superiores y
tras un periodo de incubacion de 2 a 5 afios 0 mas, manifestara la enfermedad.?’

Una vez que las bacterias invaden el organismo, van a los ganglios
linfaticos y es aqui donde se va a desencadenar la lucha entre el microorganismo
y el huésped. La mayoria de las veces la respuesta inmune es eficaz y elimina
los bacilos no produciéndose la enfermedad. Si esto no ocurre las bacterias
pasan ala sangre y se diseminan. Tras una fase indeterminada de la enfermedad
el tipo de respuesta inmunitaria del paciente determinara la evolucién hacia el
polo tuberculoide o hacia el polo lepromatoso como puede observarse en la
Figura 3.28
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Figura 3. Periodo de infeccién y evolucién a las diferentes presentaciones que
puede tener la lepra.

1.1.4. INMUNOLOGIA DE LA LEPRA.

En el caso de la LT hay un predominio de la respuesta mediada por las
células auxiliares T CD4+y citoquinas Thl como la interleuquina 2 (IL2) y el
Interferon gama (IFNy), mientras que en la LL la respuesta esta mediada
preferentemente por las células T, CD8+ citoquinas Th2 como la IL4, IL5 y IL10.
Ademas, el bacilo es capaz de producir sustancias como el Glicolipido fendlico 1
(GLP-1) y el lipoarabinomanano (LAM) en el interior de los macrofagos, que dan
lugar a un efecto supresor de la actividad macrocitica, favoreciendo su liberacion

y asi su proliferaciéon por el organismo.?°

Las células de Schwann son un objetivo importante de la infeccién por M.-
leprae, que da lugar a la desmielinizacion y la consiguiente incapacidad del

nervio al que afecten.®® En funcién del grado de respuesta o resistencia
17



Inmunolégica del paciente, las manifestaciones neuroldgicas seran diferentes,

en la LT la exacerbacién de la inmunidad celular dara lugar a lesiones.3!

Por la falta de factores de regulacion mientras que la LL, como el control de
la Infeccién queda limitado a la respuesta humoral, el mecanismo de lesion de

los nervios sera por compresion debido a la acumulacién del bacilo.

[.1.5. FORMAS CLINICAS.
I.1.5.1. Caracteristicas de las formas clinicas.

La apariciébn o no de la enfermedad y el tipo de clinica, depende, de
diferentes factores: geograficos, socio-econdmicos, la edad, el género,
vacunaciones previas, y sobre todo de la predisposicion genética del paciente

que condicionara su respuesta inmunitaria frente a la infeccién?2.

La clasificacion de las formas clinicas de la lepra ha ido variando con el
paso de los afos. Para explicar con mas detalles los diferentes tipos de clinica a
modo de consenso se utiliza la clasificacién de Ridley-Jopling que esta basada
en las lesiones que aparecen en la piel y la carga bacteriana.®® La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) realizo otra clasificacion y agrup6 a los pacientes en
dos grupos con el objetivo de simplificar a nivel operacional el trabajo en terreno

y el tratamiento de los mismos®* (Figura 4).
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CLASIFICACION ESPECTRO DE LA LEPRA
MADRID
TT DD LL
(1953)
RIDLEY JOPLING TT BT BB BL LL
(1962)
OMS (1982) Paucibacilar Multibacilar

Figura 4. Clasificacién de la lepra segun Madrid, la OMS y segun Ridley
y Joplin.TT lepra tuberculoide DD lepra dimorfa LL lepra lepromatosa BT
bordeline tuberculoide BB bordeline bordeline BL bordeline lepromatosa
OMS Org Mundial de la Salud

En los extremos, se encuentran las denominadas lepras polares: la lepra
tuberculoide y lalepralepromatosa, y en medio las lepras bordeline /dimorfas
o inestables que dependiendo de las caracteristicas mas parecidas a una u otra
lepra polar se van a denominar: lepra dimorfa tuberculoide, lepra dimorfadimorfa

y lepra dimorfa lepromatosa.?83’

A continuacion, se describe con mas detalle las diferentes formas clinicas

segun Ridley yJopling.3®

e Lepra indeterminada o inicial (LI): Tiene lugar en el comienzo de la
enfermedad. Las manifestaciones son cutdneas, nunca se presentaran
alteraciones de los troncos nerviosos. Los pacientes sin tratamiento pueden
evolucionar hacia el polo tuberculoide o lepromatoso en funcion del tipo de
respuesta inmunitaria que presente. El resultado de la baciloscopia sera

negativo y la reaccion a la prueba de la lepromina variable. (Figura 5)
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Figura 5. Lepra indeterminada.

Lepratuberculoide (LT): Las principales manifestaciones tienen lugar en la
piel y nervios periféricos. Las lesiones dérmicas aparecen en nimero escaso
con alteracion de la sensibilidad superficial y anhidrosis. Desde el punto de
vista neuroldgico, la afectacion suele ser localizada, intensa y destructiva,
pudiendo provocar importantes alteraciones sensitivas, motoras y tréficas.
Como en el caso anterior, la baciloscopia sera negativa pero la prueba de la

lepromina fuertemente positiva. (Figura 6)

Figura 6. Lepra tuberculoide.
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Lepra lepromatosa (LL): En estos casos, la falta de reaccion inmunolégica
del paciente hacia el bacilo, da lugar a que la enfermedad se disemine por
piel, nervios, nariz, boca, laringe, faringe, ojos y 6rganos internos, dando
lugar a unas caracteristicas clinicas peculiares y a que estos pacientes sean,
desde el punto de vista epidemioldgico, una fuente con alto poder de
contagio. Por esto, la reaccion de la lepromina serd negativa pero la
baciloscopia positiva. Las lesiones en la piel son generalmente numerosas y
su localizacion y/o extension es variable. En el caso de la afectacion
neurologica, sera mayor el numero de nervios comprometidos, pero menor

la posibilidad de paralisis motora. (Figura 7)

Figura 7. Lepra lepromatosa.

Lepra borderline (LB): Aparece en los portadores de LI que presentan una
respuesta inmunoldgica superior a los portadores de LL pero inferior a los
Portadores de la LT. Existen 3 formas distintas:

o Lepra dimorfa tuberculoide (LDT): Aparecen numerosas lesiones

con las caracteristicas de las de la LT con la baciloscopia negativa.

J Lepra dimorfa dimorfa (LDD): Se presenta generalmente con

muchas lesiones que casi siempre forman placas uniformemente
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elevadas que pueden ser anestésicas y anhidroticas. La baciloscopia es
positiva.

o Lepra dimorfa lepromatosa (LDL): Aparecen lesiones cutaneas

innumerables, sin caracteristicas de anhidrosis ni anestesia. En este tipo
clinico, también hay afectacion neurolégica, aunque generalmente es

menos grave y severa que en el caso de la LL. El resultado de la

baciloscopia es positivo. (Figura 8)

Figura 8. Lepra borderline. A) LDT: lepra dimorfa tuberculoide, B) LDD: lepra
dimorfa dimorfa, C) LDL: lepra dimorfa lepromatosa

La OMS aconsejo una clasificacion mas simple mediante la cual los
pacientes se dividen en dos grandes grupos en funcion del nimero de lesiones

en la piel:

e Pacientes paucibacilares (PB): Hasta 5 lesiones cutaneas. No

presentan mas De un tronco nervioso afectado y la baciloscopia es
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negativa. Por lo general, este grupo incluiria a los pacientes con LI, LT y
algunos de LDT.

e Pacientes multibacilares (PM): Presentan mas de 5 lesiones cutaneas,
mas de un tronco nervioso afectado y baciloscopia positiva. Incluiria a las
formas LDD, LDL y LL.

La clasificacion de Ridley-Jopling, al ser mas rigurosa presenta mayor
utilidad en los centros de referencia y estudios de investigacion,® sin embargo,
la clasificacion de la OMS es la utilizada para establecer el tratamiento®’.

[.1.5.2. Leprorreacciones.

Las lepro-reacciones son cuadros agudos causados por cambios en el

equilibrio entre el sistema inmunolégico y los antigenos del bacilo3®.

Dependiendo del tipo de inmunidad, se observan dos reacciones

diferentes:39 40

e Reaccién de Tipo |, Reaccién Dimorfa o Reaccidén Reversa —
De grado: Estan causadas por fenomenos de hipersensibilidad
debidos a modificaciones en la inmunidad celular. Tienen lugar en
las formas dimorfas: LDT y LDD, que evolucionan hacia el polo
tuberculoide por mejoria de la inmuno competencia pero con

empeoramiento de la clinica (Figura 9).
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Figura 9. Leprorreaccionde Tipo I.

e Reaccién de tipo Il, Reaccién Lepromatosa o Eritema Nudoso
Leproso:

Se forman inmunocomplejos con los antigenos liberados en la destruccion
de las micobacterias, que se depositan en los vasos, desencadenan vasculitis
necrotizantes en la piel, nervios, camara anterior del ojo, testiculo, etc. Tiene
lugar principalmente en la LL (Figura 10).

Figura 10. Leprorreaccion de Tipo Il
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[.1.6. DIAGNOSTICO.

El diagnéstico actual de la lepra sigue basidndose todavia en los mismos
principios del siglo pasado. Los criterios empleados son clinicos, histologicos y

bacteriologicos?!.

METODOS CONVENCIONALES

Los métodos convencionales, que siguen representando la base del diagnostico
habitual de una lepra, son el examen microscépico con deteccion de bacilos
acido alcohol resistentes (BAAR) a partir de la lesion u otras muestras y la prueba
inmunodiagnostica de la lepromina, como estudio de la respuesta inmune
celular.

Todas las muestras clinicas remitidas para la determinacion de una posible
infeccion por M. leprae deben examinarse en busca de BAAR. La caracteristica
de acido-resistencia, practicamente exclusiva de las micobacterias, hace que el
examen microscopico tenga una importancia fundamental. Tanto el método
clasico de tincion de Ziehl-Neelsen como las técnicas con fluorocromos, se
basan en la misma propiedad de retencién bacteriana del colorante después de
Su exposicion a un acido-alcohol. El hallazgo de bacilos acido-resistentes en las
muestras solo indicaria la presencia de micobacterias ya que no identifica la
especie. La baciloscopia, tanto de linfa procedente de lesiones activas,
previamente activas o de aquellos puntos mas habituales de albergar bacilos,
como la de raspado nasal, por microscopia directa con objetivo de inmersion,
presenta un limite practico de detecciéon minimo de 10# bacilos BAAR/ml. Por lo
tanto cualquier cantidad de bacilos inferior no serian detectados y como
resultado se produciria un error diagndstico. Es el limite de sensibilidad de la
técnica y por tanto uno de sus inconvenientes*L.

La cantidad de bacilos que se encuentran con estas técnicas varia
considerablemente, de acuerdo con los diferentes tipos de lepra y con la etapa

de desarrollo de la misma. Para intentar estandarizar al maximo el sistema de
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determinar el numero de bacilos en las preparaciones observadas al
microscopio, se utilizan dos indices: el indice bacteriano (IB) y el indice
morfolégico (IM). El IB sigue una escala logaritmica de 0 a +6, que estima la
cantidad de bacilos detectados en 100 campos microscépicos con objetivo de
inmersion y previa tincién de la muestra por método de acido-alcohol resistencia.
Con un tratamiento efectivo el nimero de bacilos desciende, junto con cambios
en su forma. Estos cambios en la forma se miden con el IM que nos da la
proporcion de bacilos tefiidos uniforme e intensamente (enteros)

y considerados viables después de observar con el microscopio 100 bacilos de

la muestra. La viabilidad de estos bacilos enteros se demuestra con su
inoculacion en almohadilla plantar de ratdén, donde originan un crecimiento
limitado que se observa con la inflamacion en el sitio de inoculacion y la
obtencion de bacilos en suspensiones procedentes de estas almohadillas
después de sacrificar el animal a los 6-8 meses de la inoculacion. Sila morfologia
de los bacilos no disminuye con el tratamiento es que el

paciente no toma éste con regularidad o hay bacilos resistentes a la misma. La
prueba de la lepromina fue descrita por Mitsuda y Hayashi, quienes describieron
en 1916 una reaccién en enfermos de lepra por la inyeccién intradérmica de una
emulsion rica en bacilos y que se hizo publico durante el Congreso Internacional
de Lepra de Estrasburgo de 1923. Las reacciones se observaban a los 21-28
dias de la inoculacion y eran positivas en todos los enfermos de Hansen
paucibacilares y sin embargo negativas entre los multibacilares. También, eran
positivas en individuos sanos convivientes y no convivientes de enfermos de
Hansen y se le atribuy6 valor pronéstico y de clasificacion del paciente de lepra
en el espectro inmunoldgico de la enfermedad. Fernandez, en 1940, observd una
reaccion a las 48 horas de la administracion del antigeno, tipo hipersensibilidad
retardada (DTH), que se correlacionaba casi totalmente con la tardia en los
enfermos y algo menos en sanos no convivientes. En 1946, durante la 22

Conferencia Panamericana
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sobre la Lepra, celebrado en Rio de Janeiro (Brasil), se denominé reaccion de
Fernandez a la reaccion de 48 horas y reaccion de Mitsuda o leprominorreaccion
a la lectura tardia a las 3- 4 semanas*'.

Hasta 1960, la lepromina se obtenia de lepromas de pacientes con lepra
lepromatosa. Estos lepromas se autoclavaban y el leproma resultante se
homogenizaba en mortero con un sistema de estandarizacion en base

a su peso. La disponibilidad del material empleado, lepromas humanos, era
escaso, variable e impredecible en su contenido bacilar. Desde 1975 se emplea
lepromina obtenida de bacilos de M. leprae extraidos del higado de armadillos
experimentalmente infectados con un protocolo estandarizado de extraccion y
purificacién, elaborado por la OMS, a una concentracién aproximada de 4 x10’
bacilos/ml. Se inyecta 0,1 ml intradérmicamente en el antebrazo derecho de cada
individuo y a los 21 dias se mide la longitud en milimetros del diametro

del halo de induracion.

Negativa: ausencia de halo o este es inferior a 5 mm

Positivo débil: halo eritematoso, infiltrado de 1 cma 1,5 cm

Positivo: igual halo de reaccion, pero el eritema es de 1,5 a 2cm, llegando

incluso a ulcerarse?!.

METODOS DE DIAGNOSTICO ACTUALES

En el diagndstico de laboratorio, el examen histolégico de las lesiones
cutaneas confirma el cuadro clinico mediante la deteccion de BAAR. Aunque la
histopatologia, junto con la baciloscopia, tanto de lesiones cutaneas como de
I6bulo de oreja y/o codo son adecuadas para el diagnéstico en la mayoria de los
casos de lepra, la utilizacion de estas técnicas convencionales presenta el
problema de falta de sensibilidad y especificidad, sobre todo cuando los sintomas
clinicos son equivocos. Estas técnicas convencionales no permiten diferenciar
las distintas especies de BAAR y ademas su limite inferior de deteccion por

microscopia 6ptica es tan sélo de aproximadamente 10* BAAR/ml. Cuando no
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se confirma la presencia de estos bacilos acido-alcohol resistente en las lesiones

no se puede diagnosticar de manera definitiva lepra*243.

El no disponer de técnicas adecuadas ha dificultado el conocimiento de la

transmision de la enfermedad y de los principales reservorios de la infeccion.

Debido a todos estos inconvenientes, en los ultimos afios se han intentado
desarrollar métodos alternativos, tanto en el campo de la serologia, para detectar
respuestas humorales, al disponer ya de antigenos especificos del bacilo, como
con la aplicacion de técnicas de amplificacion de DNA gendmico para la
deteccidon de fragmentos de DNA de M. leprae en la lesidn, que resulten mas

sensibles y especificas en las diferentes formas de la enfermedad*.

SEROLOGICOS Y MOLECULARES

Con los métodos seroldgicos se trata de detectar la respuesta humoral a los
antigenos del M. leprae. Los estudios inmunoldgicos sobre la lepra indican que
las distintas formas de la enfermedad presentan un espectro distinto. La lepra
lepromatosa se caracteriza por ser muy bacilifera y presentar una respuesta
inmunoldgica mediada por los linfocitos B, que puede ser policlonal y no
especifica, mientras que en la lepra tuberculoide se observan pocos bacilos en
la lesion y la respuesta esta fundamentalmente

mediada por linfocitos T4,

El intento de lograr un método r4pido e incruento que solucione todos los
problemas del diagnéstico de la lepra, algunos ya expuestos anteriormente, es
lo que ha motivado desde principios de siglo la aplicacion de los estudios
serologicos sobre la lepra y otras micobacterias. M. leprae no ha podido ser
cultivado “in vitro” y so6lo desde 1971 ha sido cultivado en modelos
experimentales en animales, lo que ha permitido un mejor reconocimiento
bioquimico e inmunolégico de sus caracteristicas antigénicas*!.

Con los métodos de deteccidn directa solo es posible diagnosticar cuando ya
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aparecen las manifestaciones y sintomas clinicos. La deteccidén de infeccion
subclinica por M. leprae resulta dificil, lo que constituye un problema importante
para el estudio epidemioldgico de la enfermedad. Aunque los tests seroldgicos
utilizados hasta hoy dia para la deteccion de respuestas humorales presentaban
gran cantidad de reacciones cruzadas con otras micobacterias, ya se dispone de
antigenos especificos mediante los cuales se obtienen respuestas especie-
especificas. La mayoria de las pruebas serologicas empleadas en el diagndstico
de micobacterias utilizan una técnica capaz de medir la cantidad de anticuerpo
gue se une a un antigeno previamente seleccionado®!.

Sin embargo, también hay otras en que se han utilizado anticuerpos para tratar
de detectar los antigenos. En todos los casos el resultado va a depender de la
técnica empleada, del antigeno seleccionado y del anticuerpo medido. La
sensibilidad de estas técnicas dependera fundamentalmente de la técnica
empleada, mientras que la especificidad lo hara del antigeno. Los antigenos
utilizados en el estudio seroldgico de la lepra han sido mdultiples a lo largo del
tiempo. De todos ellos el méas especifico es el glicolipido fendlico 1 (GLP-1) de
M. leprae purificado por Brennan y colaboradores?:.

Los tejidos infectados con M. leprae contienen grandes cantidades de GLP-1 que
forman una capsula amorfa alrededor del organismo, demostrandose que en
almohadilla plantar de ratén el nivel de GLP-1 en tejidos corresponde
aproximadamente a la cantidad de BAAR contenido en los mismos. Este
antigeno se obtiene purificado en cantidades de miligramos de tejidos de
armadillos infectados y en cantidades suficientes para su uso en cribajes
serolégicos. La especificidad del antigeno es conferida por la porcién trisacarida
especifica del GLP-1: 3,6 -di -O-metilglucosa, que constituye

el epitope inmunodominante que aporta una especificidad cercana al 100%.
Como el GLP-1 natural no es el mas adecuado para trabajos de rutina por su
estructura hidrofébica, se han sintetizado glicoconjugados con estas estructuras
glucosidicas especificas*!.

Asi se sintetizdé quimicamente un disacarido-BSA (D-BSA), con una excelente
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reproductividad en los resultados con el GLP-1.

Los mejores resultados en la determinacion de anticuerpos séricos en lepra se
han obtenido mediante estudio de la cantidad de anticuerpo de tipo IgM que se
liga al antigeno GLP-1, mediante la técnica ELISA, sobre todo en el grupo de
pacientes de tipo multibacilar, y no es suficientemente sensible y por tanto
adecuada para el diagnéstico y seguimiento de la lepra paucibacilar. Bihrer y
Sékula han desarrollado una metodologia para el andlisis del PGL-1 sérico, con
una sola gota de suero o sangre entera, basado en una inmunocromatografia
(ML Flow Test) en placa. Por su facilidad técnica y presumible bajo costo puede
constituir un gran avance en el campo de la serologia*.

Para incrementar la sensibilidad y la especificidad en la deteccion de M. leprae
muchos autores han desarrollado métodos basados en la técnica de PCR#4:4546,
La aplicacién de las técnicas de biologia molecular va a depender en gran
medida de la cantidad y calidad de los &cidos nucleicos extraidos de las muestras
biol6gica.*”48, La eficiencia en la lisis de las células, la proporcién de ADN/ARN
extraido, y reactivos residuales de la extraccion van a influenciar en este
proceso?9:50.51,

La pared celular de las micobacterias posee una compleja estructura
impermeable que dificulta su lisis (acidos micélicos) y posterior liberacion del
material genético®15253 Resultado de ello, es que con la mayoria de
procedimientos comunmente usados para el aislamiento de acidos nucleicos no
se obtengan buenos resultados®35455, Por ello, para la lisis celular y extraccion
exitosa del ADN de M. leprae, se deben introducir algunos cambios en las
primeras fases de la extraccion, como: congelacién/descongelacion,®
incubaciones mas largas de las convencionales de 16 horas en adelante,®’
agitacion con perlas,®® afadir proteinasa K, Tris-HCL, Tris-EDTA,%° o
detergentes como Tritdn X-100,6%.62 SDS®?

La secuenciacion del genoma completo de M. leprae ha revelado que éste posee
un tamafio de 3,3 Mpb, con 1.605 genes que codifican proteinas y 1.115

pseudogenes. Las mas frecuentemente usadas para diagnostico son:
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Amplificando el gen que codifica una proteina antigénica de 18 kDa,53:64.65.66.67,68
mediante PCR convencional, cuyo limite de sensibilidad son 100 bacilos en
lamuestra® o mediante amplificacién por PCR anidada con amplicones de 136y
110 pb respectivamente en la primera y segunda reaccién de PCR’°. Usando
como diana el gen que codifica una proteina antigénica de 36 kDa conocida
como antigeno rico en prolina (pra)’%°727357 pudiendo llegar a detectar una
bacteria en la muestra’®.

Plikaytis y colaboradores, desarrollaron una PCR anidada que amplifica un
producto de 578 pb en la primera reaccion y un producto de 347 pb en la segunda
reaccion, ambos pertenecientes al gen que codifica una proteina de choque
término de 65 kDa denominada groEL y que puede detectar hasta 3 fg de ADN
de M. leprae (una bacteria) presentes en la muestra’. Sin embargo, Woods y
Cole, basaron su metodologia en la amplificacion de secuencias repetitivas
especificas de M. leprae (RLEP), las cuales se encuentran repetidas 28 veces
por célula, y amplicones resultantes de un tamafo de 372 pb.”™

De todas las regiones usadas como dianas genéticas en el diagnostico de M.
leprae, la regién RLEP, es la que parece ser la diana mas adecuada, por su
sensibilidad en el diagnostico de lepra indeterminada y pacientes

paucibacilares’0.76.78,

TIPOS DE MUESTRAS USADAS EN EL DIAGNOSTICO DE M. Leprae

La deteccion de acidos nucleicos de M. leprae para diagndstico, se puede llevar

a cabo en diferentes muestras bioldgicas como:

FROTIS CUTANEO
La aplicacién de metodologias moleculares como complemento a la visualizacion
mediante microscopia 6ptica de los frotis puede ayudar a incrementar tanto la

sensibilidad (frotis negativos) como especificidad (frotis negativos y positivos) de
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esta técnica’®. Pudiendo ser aplicada en frotis fijados tanto sin tefir como

tefidos?0:81.77,

HISOPO DE MUCOSA NASAL

Aunque la ruta de infeccidbn es desconocida, en el ser humano, las vias
respiratorias altas son consideradas como la principal puerta de entrada y salida
de los bacilos en el organismo?838478,

Siendo en pacientes con infeccion activa (pacientes multibacilares
particularmente) la principal via de infeccion®8, aunque por otro lado, también
se ha demostrado la importancia de reconocer e identificar en el ciclo de
transmision a los portadores sanos y/o con infeccién subclinica mediante hisopos
de mucosa nasal®387.8889.90.82 | 5 extraccion y amplificacion de acidos nucleicos
de M. leprae a partir de las secreciones nasales, pueden ser de gran utilidad
tanto en el prondstico como en el control de la lepra®:°2843, En algunos estudios
han identificado que no existen diferencias entre los portadores nasales,
respecto de ser grupos de contacto con pacientes o no dentro de la misma

comunidad®>83,

SANGRE

La amplificacion de acidos nucleicos de M. leprae en sangre, se ha llevado a
cabo en estudios tanto de contactos®> como en pacientes después de haber
finalizado el tratamiento® y puede persistir la positividad en éstos Ultimos un

periodo de tiempo.”*57

BIOPSIA CUTANEA
Se puede llevar a cabo en tanto en biopsias congeladas,>%60.9457.77 en formalina
(aunque no son el tipo de conservante adecuado para amplificacion),>®

embebidas en parafina biopsias cutaneas,®® en etanol al 70% como
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conservante® o en hisopos tras la biopsia.>’ Especialmente en las biopsias
cutaneas, la PCR se puede inhibir facilmente, aunque se desconocen los
motivos.®® Para evitarlo es recomendable gue se tengan en cuenta algunas
precauciones especiales, como incluir un control interno, realizar diluciones y

analizar las muestras por duplicado.

ORINA

El uso orina como muestra de partida para estudios de amplificacion de acidos
nucleicos en M. leprae y su uso como herramienta diagndstica se esté evaluando
recientemente. Pero la posibilidad de amplificar el ADN de M. leprae en orina®6-°7
tanto de pacientes multibacilares como paucibacilares puede ser de gran ayuda
en el diagnostico de M. leprae ya que la toma de muestra no invasiva contribuye

a la adherencia del paciente.

[.1.7. TRATAMIENTO.

Desde el afio 1981 la OMS recomienda para el tratamiento de la
enfermedad, la multiterapia (MT)%, seguin se muestra en la Tabla 1. La duracién
de la terapia es de 6 meses en pacientes paucibacilares, pudiendo alargarse
hasta un maximo de 9 meses, y 12 meses en multibacilares y hasta un maximo

del8 meses.

Tabla 1. Multiterapia aconsejada por la OMS para el tratamiento de los distintos tipos
de lepra.
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TIPO DE
MEDICAMENTO Y POSOLOGIA

ainica

Fifampicing 600 mg en una unica dosis mensual

ADULTOS :
Capsona 100 mg en una unica dosis mensual
mas 100 mg/24 h

LEPRA NIFIOS Rifampicina 450 mg en una Unica dosis mensual

PAUCIBACILAR (10-14 aios) Capsona 50 mg en una anica dosis mensual mas
50 mg/24 h

MNIFIOS Rifampicina 10 mg/kg/mes

(=10 afios) Capsona 1-2 meg/Kg/mes

Fifampicina 600 mg en una Unica dosis mensual.

Capsona 100 me en una unica dosis mensual
ADULTOS  mads 100 mg/24 h.

dofazimina 300 mg en wna unica dosis mensual
mas 50 mg/24 h,

Fifampicina 450 mg en una Unica dosis mensual.
LEPRA

NIFNOS Dapsona 50 mg en una dnica dosis mensual mds
MULTIBACILAR 50 mef24 h
(10-14 afips)

dofazimina 150mg en wuna dnica dosis mensual
mas 50 mg/48 h

Fifampicina 10 mg/kg/mes
NIFIOS

Capsona 1-2 mg/Kg/24 h
(=10 afios)

Qofazimina 1 mg/Kg/24 h

Pie de tabla. mg: miligramos, Kg: kilogramos, h: horas.

1.1.8. EPIDEMIOLOGIA DE LA LEPRA.

I.1. 8.1. Situacién de la lepra en el mundo.
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La OMS recolecta la informacion de los programas nacionales de diferentes
paises del mundo (nimero de pacientes en tratamiento en un momento
determinado generalmente el 31 de diciembre), casos nuevos y casos que
finalizaron el tratamiento. En el afio 2015 solicité ademas se informe sobre leyes
o politicas de no discriminacion a los pacientes afectados y extranjeros

afectados.?®

Actualmente se utilizan varios indicadores para categorizar a los paises:
prevalencia, deteccion de casos nuevos, porcentaje de discapacidad grado 2
(DG2)/millon de habitantes y tasa en nifios. La informacion provista por los
paises ademas incluye proporcién de pacientes multibacilares (MB), casos

femeninos y casos en nifios con DG2.%°

La prevalencia de la enfermedad esta disminuyendo gradualmente en
muchos paises del mundo, sin embargo, las tasas de deteccion de casos nuevos
se mantiene al mismo nivel desde hace varios afos. Los paises mas afectados
son: India, paises vecinos (Brasil) donde estan censados aproximadamente el
75% de los pacientes, y paises africanos como Angola, Mozambique, Tanzania,
Etiopia. (Tabla 2)

Tabla 2. Prevalencia de lepra en diferentes regiones del mundo desde 2006 a 2015%

NUumero de nuevos casos detectados

Regién

9 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
Africa 34480 34468 29814 28935 25345 20213 20599 20911 18597  20.004
Américas 47612 42135 41891 40474 37740 36832 36178 33084 33789 28806
Mgdlterraneo 3261 4091 3938 4029 4080 4 357 4235 1680 2342 2167
oriental
Sudeste

e 174118 171576 167505 166115 156254 160132 166445 155385 154834 156118
Asiatico
Pacifico 6 190 5863 5859 5243 5055 5092 5 400 4596 4 437 3645
Europa 18
Total 265661 258133 249007 244796 228474 226626 232857 215656 213899 210.758
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Desde 2006 se presenta un descenso en el nimero de casos nuevos de
lepra reportados en la Region, pasando de 47.612 en 2006 a 36.494 en 2011
(Brasil reporté el 93,04% de los casos nuevos); asimismo, la prevalencia
notificada bajé de 0,72 por 10.000 habitantes en 2006, a 0,39 en 2011. De
acuerdo con el criterio de los casos nuevos diagnosticados al afio durante 2010

y 2011, se identifican dos grupos de paises:

Paises con baja carga de enfermedad representada por el nulo o bajo
reporte de casos nuevos (menos de 100 por afio): Barbados, Costa Rica, El
Salvador, Guadalupe, Guatemala, Guyana, Guyana Francesa, Haiti, Honduras,
Nicaragua, Panama, Peru, Saint Kitts y Nevis, Santa Lucia, Surinam, Trinidad y
Tobago y Uruguay, y paises con alta carga de casos nuevos representada por
el hecho de que reportan 100 o0 mas casos nuevos por afio (n=10): Argentina,
Bolivia, Brasil, Colombia, Cuba, Ecuador, México, Paraguay, Republica

Dominicana y Venezuela.%

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) actualmente un pais es
considerado endémico cuando presenta uno o mas enfermos por 10.000
habitantes (Figura 11).%°
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Figura 11. Distribucion geografica de los nuevos casos de lepra en el afio 2015 (OMS
2016)%°

De los 24 paises que informaron casos nuevos en 2011, con la excepcion
de Brasil, todos los paises habian alcanzado la meta de eliminacion de la lepra
a nivel nacional y 18 de ellos la habian alcanzado a primer nivel administrativo
sub-nacional. En 18 paises y territorios no se registraron casos de lepra en 2010
y 2011.

En 2015, de los 136 paises que presentaron las estadisticas: 28
pertenecian a la region de Africa, 23 a América, 20 a la Region del Mediterraneo
Oriental; 28 a la Region de Europa; 11 paises de Sur de Asia Sudoriental y 26
de la Region del Pacifico Occidental. No hubo reporte de 92 paises o regiones.*

Los datos también muestran la importancia de las migraciones, 18 paises
reportaron 768 pacientes extranjeros entre 0,4 % en Yemen y 100 % en Siria 'y

Hong Kong.
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De la aplicaciéon de indicadores resultan 22 paises con alta carga de lepra:
Angola, Bangladés, Brasil, Canarias, Costa de Marfil, Republica Democrética del
Congo, Egipto, Etiopia, Estados Federados de Micronesia, India e Indonesia

entre otros.

Se reportaron 18.796 casos nuevos en nifios (8,9% del total) lo que indica
la transmision continua de lepra en la comunidad, 271 de ellos con DG2 que
revela la necesidad de incluir campafias de deteccidn en nifios antes que lleguen
a desarrollar discapacidad.®® Es importante ademas cumplir con la MDT a fin de
evitar las recaidas y la resistencia bacteriana (la tasa mas baja de cura es de
14,9 % para formas paucibacilares (PP) y 6% para las multibacilares (MB) y

muchos paises informan tasas de curacién menores al 85%.

En términos de progreso hacia el logro de los objetivos de la Estrategia
Mundial de la Lepra 2016-2020, 39 paises no registran nifios con DG2 y 50
paises tienen una tasa de DG2 en los casos nuevos de menos de 1 por millon
de habitantes.%

1.1.8.2. Contexto Nacional de los paises fronterizos y de sus localidades

de frontera: Paraguay y Brasil.
1.1.8.2.1. Paraguay.

El Programa de Lepra de Paraguay fue creado el 24 de setiembre de 1969,
iniciando sus actividades primeramente en 6 Regiones Sanitarias: San Pedro,
ltapua, Misiones, Paraguari, Central y Neembucu. Posteriormente se expandié

a todo el Pais.

En el afio 2001, logré reducir la tasa de prevalencia a menos de 1 caso por

10.000 habitantes a nivel Pais. 01

A la fecha persisten aun Regiones Sanitarias y Distritos con tasas de
deteccion y prevalencias altos. Si bien el porcentaje de control de contactos ha

ido mejorando en los ultimos 5 afos, pero aun no se consigue llegar al 85% de
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los contactos.

En el afio 2015 Paraguay registré 423 casos nuevos con un coeficiente de
deteccion de 6,26 por 100.000 habitantes y al 31 de diciembre, 459 casos en
registro activo, con un coeficiente de prevalencia de 0,67 por 10.000 habitantes
a nivel Pais. Fueron diagnosticaron con la afecciéon 14 menores de 15 afos,
(3,3% del total de pacientes). El numero de casos multibacilares fue de 374
(88,4%).

1.1.8.2.2. Brasil.

En 2011, la Secretaria de Vigilancia en Salud (SVS/MS) dio origen a la
Coordinacion General de Lepra y Enfermedades en Eliminaciéon (CGHDE) con el
propésito de fortalecer la respuesta para un grupo especifico de enfermedades
a fin de eliminarlas de la lista de los problemas de salud publica o para que se
redujera drasticamente su carga,’'? retomandose la meta de eliminacion de la
lepra y alcanzar un coeficiente de prevalencia de menos de un caso para cada

grupo de 10 mil habitantes.'%?

En 2014, Brasil registr6 31.064 casos nuevos de lepra y un coeficiente de
prevalencia de 1,27/10 mil habitantes. De estos, 2.341 (7,5%) fueron
diagnosticados en menores de 15 anos, sefialando focos de infeccidn activos y
transmision reciente. Del total de casos nuevos registrados, 8.486 (27,3%),
iniciaron tratamiento con alguna incapacidad fisica. De estos, 2.039 (6,56%)
fueron diagnosticados con DG2. En ese mismo afno, el Sistema de Ingresos
Hospitalarios (SIH) registré por todo el pais, 4.147 casos de ingresos/admisiones
por complicaciones de la enfermedad.%?

En diez afios, aproximadamente 100 mil casos tuvieron alguna incapacidad
fisica y demandaron atencion especifica en el area de rehabilitacién. De acuerdo
con la Direccion de Salud del Trabajador de la Previdencia Social, entre los
beneficiarios contemplados y activos en la Division de Acompafamiento y

Control de Beneficio por Incapacidad, 8.726 personas son afectadas por la lepra,
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(Sistema Unico de Informaciones de Beneficios, 15/09/2015).

I. 1.8.3. Situacion de la Lepra en Argentina y Misiones.

En nuestro pais, esta enfermedad se caracteriza por su moderada
endemicidad y focalizacion en ciertas areas geograficas, como son las provincias
del Noreste, y Noroeste. El programa Nacional de Lepra se inicio en el afio 1976,
como una estructura vertical que demostro baja cobertura hasta que el proceso
de descentralizacion permitio alcanzar a un mayor porcentaje de la poblacion
expuesta. En ese entonces existia un registro nacional de 11.576 casos
(pacientes en tratamiento, vigilancia y altas) que eran tratados con monoterapia
sulfénica, esquema que fue reemplazado por el tratamiento poliquimioterapico
(PQT) en la década del 80."%3 Esta nueva implementacién asociada a una intensa
tarea de depuracion de registros histéricos, posibilité llegar a diciembre de 2011
con un numero de casos de 736 pacientes. Desde junio de este ano (2017) el
programa pasa a depender junto a tuberculosis de la Direccion de ETS y Sida,
a partir del reordenamiento de las direcciones en el Ministerio de Salud de la
Nacion.'% Es una enfermedad sujeta a notificacion obligatoria desde 1960 (Ley
Nacional N°15.465) en nuestro pais.Segun la Clasificacion Internacional de
Enfermedades el codigo CIE A30 ,desde 30 0 al 30 9 corresponde al espectro de
lepra indeterminada, tuberculoide, tuberculoide limitrofe limitrofe, leprosa

limitrofe, lepromatosa, otras formas y lepra sin especificar respectivamente).%®

Se notifica toda persona que cumpla con los criterios de “caso sospechoso”.
Se carga en el SNVS, médulo C2 (Vigilancia clinica) en forma semanal en el
establecimiento donde el paciente fue atendido. Se completan los campos
minimos solicitados: Fecha de inicio de sintomas, de consulta, DNI, Sexo, Edad,

criterio epidemiolégico.

La notificacion a través del médulo de vigilancia de laboratorio Sivila —=SNVS

comprende una ficha individual y la periodicidad de la notificacion es semanal.
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Aunque en los ultimos afios se han recibido notificaciones de casos residentes
en provincias no endémicas (Region de Cuyo y Patagonia), debiéndose esta
circunstancia mas a las muy frecuentes migraciones internas y ocasionalmente
de paises limitrofes (Bolivia y Paraguay) que a un hecho epidemiolégico. Merece
especial mencién el area de ciudad de Buenos Aires y Conurbano Bonaerense,
zona de gran concentracion de casos autoctonos y migrantes internos y

externos.

Para el ano 2013, la tasa de prevalencia nacional fue de 0,18/10000
habitantes y la tasa de deteccion 0,84/100.000 habitantes.'%* Si bien se alcanzé
la meta de eliminacién definida por la OMS, persistian algunas bolsas endémicas
donde la carga de la enfermedad era superior como Formosa, Misiones y

Chaco.104

En el afio 2015, el Programa Nacional de Lepra del Ministerio de Salud de
la Nacién en su reunion anual informé un total de 255 casos nuevos'%¢ y calculd
tasas de prevalencia a nivel pais que variaron entre 1,1 y 0,04 casos/10.000
habitantes, y ubican a nuestra provincia en el extremo superior (0,596/10.000),
solo superada por Formosa, aunque los datos disponibles son incompletos
(Tablas 3 y 4). Misiones se constituyo en una de las provincias con mas casos
nuevos (solo superada por Buenos Aires) y con las tasas de deteccion de casos

mas elevadas (Formosa: 6,09 casos y Misiones: 3,69 casos/100.000).
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Tabla 3. Numero de casos nuevos y acumulados de lepra en Argentina especificados
por provincias en el afio 2015.

CUADRO FINAL ANO 2015

Casos Nuevos Tasa de Total de casos Tasa de
Provincia deteccién prevalencia/10

MB PB Total  100.000 hab. MB PB  Total  45qpap,
Bs. As. 43 3 46 0.29 98 2 100 0.06
C.A.B.A. 11 3 14 0.48 14 3 17 0.05
Chaco 26 3 29 2.59 47 2 49 0.44
Coérdoba 6 4 10 0.28 11 4 15 0.04
Corrientes 19 1 20 1,83 31 1 32 0.29
Formosa 32 3 35 6,04 62 2 64 1.10
Misiones 40 4 44 3.69 62 5 67 0.596
Salta 10 0 10 0.74 19 0 19 0.14
San Luis 0 0 0 0 1 0 1 0,04
Santa Fe 20 3 23 0.70 22 4 26 0.08
Tucuman 19 5 24 1,65 24 4 28 0.19
Total 226 29 255 0.59 391 27 418 0.10

MB: Multibacilares, PB: Paucibacilares, Hab: Habitantes, Bs. As.: Buenos Aires, C.A.B.A.:
Ciudad Autonoma de Buenos Aires.

Tabla 4. Numero de casos nuevos en Argentina especificados por Pacientes
multibacilares, menores de 14 anos, mujeres y discapacidad grado 2 en el afio 2015.

CUADRO FINAL 2015

Provincia MB en CN <14 afos Mujeres en CN DG2.
Bs. As. 26 0 12 11
C.A.B.A. 5 0 3 2
Chaco 26 1 15 9
Cérdoba 6 0 7 1
Corrientes 19 0 8 2
Formosa 33 0 13 2
Misiones 40 s/d s/d s/d
Salta 9 1 1 3
San Luis 0 0 0 0
Santa Fe 20 0 6 s/d
Tucuman 19 10 4
Total 203 2 75 34

Pie de tabla MB: Multibacilar, PB: Paucibacilar, CN: casos nuevos. DG2: Discapacidad
grado 2.
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En la Provincia de Misiones los registros de la Direccion de Epidemiologia
informan 46 casos acumulados en el afio 2011 y 22 casos en el afio 2012,
correspondiendo al Hospital de Eldorado el 30% de los casos notificados4197,
De acuerdo con los datos extraidos del SiViLa (Sistema de Vigilancia
Laboratorial) y del SNVS (Sistema nacional de Vigilancia en Salud, Ministerio de
Salud de la Nacidn), el Servicio de Laboratorio del Hospital SAMIC de Eldorado
entre el 1 de enero del 2011 al 30 de abril de 2014 diagnostic6 41 casos de lepra.

[.1.9. ANTECEDENTES CONTROL.

La deteccién temprana y el tratamiento completo constituyen los principios

fundamentales del control de la enfermedad.®®

Mas de 15 millones de enfermos de lepra han sido tratados y curados
después de la introduccion de la multiterapia (MT) en 1982,% dando lugar a una
reduccion significativa en la prevalencia de la enfermedad, de 5,4 millones de

casos a unos cientos de miles actualmente.

En 1991 la 442 Asamblea Mundial de la Salud aprobd la Resolucion
WHA44.9 en la que se establecié el compromiso de eliminar la lepra como
problema de salud publica para fines del afio 2000. La estrategia principal para
esto era la administracion regular de multiterapia (MT) a todos los casos
detectados, con lo cual se logra la curacion del paciente y se reduce la
transmision (WHO estrategia global).108

La meta de eliminacién de la lepra, definida como una prevalencia menor
de 1 por 10.000 habitantes, efectivamente se alcanzé a nivel mundial en el afio
2000 y el numero de casos nuevos detectados anualmente ha tenido desde
entonces un descenso constante, con una considerable reduccion de la carga de

enfermedad por lepra tanto en el mundo, como en la region de las Américas.
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A estos logros contribuyd también la “Estrategia Global para Reducir aun
mas la Carga de la Lepra y Sostener Acciones de Control (2006-2010)” que fue
revisada por la Organizacion Mundial de la Salud en 2011, dando lugar a la
“Estrategia Global Mejorada para Reducir ain mas la Carga de Enfermedad por
Lepra 2011-2015".

A pesar de ello en el 2015 se registraron 210.758 casos nuevos en 106
paises que notificaron.®® En abril de 2016 se publica el documento: The Global
LeprosyStrategy 2016—-2020: “Accelerating towards a leprosy-free world”, que
asume una estrategia basada en la inclusiébn de los pacientes proponiendo

politicas en contra de la discriminacion.'#

1.2. ALCANCES Y DEFINICION DEL PROBLEMA DE
INVESTIGACION.

La lepra es una enfermedad curable. Si se trata en las primeras fases, se
evita la discapacidad. Si no se trata, puede causar lesiones progresivas y
permanentes en la piel, los nervios, las extremidades y los ojos. El diagndstico
precoz y el tratamiento con multiterapia siguen siendo los elementos
fundamentales para lograr que la enfermedad deje de ser un problema de salud

publica.l®

Dentro de las acciones propuestas para controlar la enfermedad, disminuir
el namero de casos y reducir la transmision de la enfermedad se propone
reforzar y expandir la cobertura de busqueda de contactos de personas que
tienen lepra y asegurar que los casos nuevos detectados reciban MT e
implementar acciones de monitoreo del cumplimiento del tratamiento en las

cohortes de pacientes.

En nuestro pais, la magnitud de la endemia es moderada y la morbilidad
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global por lepra es baja comparada con otras enfermedades transmisibles, su
importancia como problema de salud publica esta dada por las discapacidades
fisicas y sociales, permanentes y progresivas que produce, de no mediar un

diagnostico precoz y un tratamiento oportuno, regular y completo.'%4

Si bien, la meta de eliminacion en Argentina se alcanzd a través del
Programa Nacional de Lepra aunque persisten regiones del norte de Argentina
incluido Misiones donde la prevalencia es superior a lo sefialado por OMS y

resulta necesario aplicar estrategias intensificadas de prevencion y control.04

El elevado niumero de casos detectados en la zona norte de la provincia,
no sorprende considerando su ubicacion geografica limitrofe con dos paises, con

altas tasas de incidencia.

En la estructura sanitaria de la Provincia de Misiones existe un Programa
parcial de control de la Lepra, que responde a los lineamientos generales del
Programa Nacional de Control de esta enfermedad; sin embargo, las acciones
de seguimiento de los pacientes y estudio en los convivientes no se realiza, no
existen acciones coordinadas entre el Hospital que efectua el diagndstico e
instaura el tratamiento, y el primer nivel de atencion (Caps) para el control de los

pacientes y la transmision de la enfermedad entre sus contactos.

La informacién aportada es parcial. Se desconocen las tasas de incidencia,
los indices de casos nuevos detectados las edades de los pacientes, las
presentaciones clinicas de la enfermedad, No se conocen antecedentes de
estudios de diagnéstico en los convivientes de los pacientes ya que no existen
protocolos de trabajo que normalicen los procedimientos una vez detectado el
caso indice, a pesar que es uno de los elementos indispensables para el control

de la enfermedad.

Esta situacion dificulta la aplicacién de acciones destinadas a lograr un
mejor control de los casos una vez que han aparecido y prevenir la aparicion de

nuevos eventos.
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Se plantea asi un conjunto de incognitas sobre este tema fundamentales
para encausar la presente investigacion: ¢ Cual es la dimension de esta patologia
en la region? ¢Qué presentaciones clinicas se observan en los casos
diagnosticados? ¢ Qué edades tienen los pacientes? ¢ Cual es la sensibilidad y
especificidad de técnicas utilizadas para hacer el diagnostico? ¢Qué pasa con
los convivientes de estos casos? ¢ Hay casos de lepra no diagnosticados entre

los mismos? ¢ Hay transmision intrafamiliar?

1.3. OBJETIVOS

[.3.1. OBJETIVO GENERAL.

Describir el comportamiento epidemiol6gico de la lepra, en pacientes
atendidos en el Hospital SAMIC de Eldorado, durante un periodo de cinco

afnos.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1) Describir el estado de los casos diagnosticados en el hospital entre 2011
y 2015.

2) Calcular la concordancia entre las pruebas diagnésticas utilizadas

3) Estudiar a sus convivientes intra-domiciliarios buscando signos vy
sintomas de enfermedad y mediante pruebas diagnosticas.

4) Realizar un estudio de transmision de lepra mediante hisopado nasal a

pacientes y convivientes incluidos en el estudio.
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CAPITULO Il. CUERPO DE DESARROLLO DEL TRABAJO DE
INVESTIGACION

Il. 1. PROPUESTA METODOLOGICA.

[1.1.1 Tipo de estudio y disefio.

Se realizé un estudio descriptivo longitudinal de corte transversal, que
consistid en recoger todos los casos de lepra, de pacientes atendidos por esta
patologia en el Hospital SAMIC de Eldorado entre 1° de enero de 2011 y 31 de
diciembre de 2015, con un acumulado total de 5 afios de vigilancia. Para el
estudio se procedié a la busqueda de los pacientes diagnosticados en los
registros del hospital. Con los datos recolectados y una vez ubicados los
domicilios, se realiz6 una visita. En la misma se explicé detalladamente los

procedimientos y objetivos del proyecto y se le invito a participar.
[1.1.2 Universo y poblacion objetivo.

Fueron susceptibles de participar en el estudio a toda persona residente

en el &rea de accion del Hospital SAMIC de Eldorado.
[1.1.3. Definiciones utilizadas.

Para este estudio se defini6 como:
Caso: a la persona con diagnéstico de enfermedad,

Sospechoso: A la persona que concurrid solicitando atencion a la consulta

dermatolégica del hospital durante el transcurso del presente estudio.

Conviviente: Aquella persona que cohabité en el mismo domicilio que el paciente

caso durante 5 afilos o mas previos a la realizacién del estudio.
[1.1.4. Criterios de inclusion.

Fueron incluidos en el estudio pacientes diagnosticados desde el afio 2011
y los pacientes que concurrieron por primera vez a la consulta hospitalaria

(sospechosos) y se les hizo el diagnostico.
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Pacientes, sospechosos y convivientes que aceptaron participar del estudio
y firmaron el consentimiento informado en nombre propio o como

padre/madre/tutor.
I1.1.5. Criterios de exclusion.

Toda persona que no haya consultado al hospital de Eldorado y se atienda
en el sector privado de salud. Paciente, sospechoso o conviviente que no

acepto participar en el estudio y/o no firmé el consentimiento informado.
II. 1.6. Aspectos éticos.

Se trabajo con la autorizacion del comité de Etica del Hospital Plblico
Provincial de Pediatria de la Provincia de Misiones, y el comité de Docencia e
Investigacion del Hospital SAMIC de Eldorado, preservandose la identidad de los

pacientes.

Todos los individuos que participaron del presente estudio recibieron
informacion oral y escrita sobre los objetivos del trabajo, los exdmenes clinicos
y las pruebas de laboratorio (Anexo 1) que se les realizarian, antes de solicitarle

la firma de aval al consentimiento informado para participar del mismo (Anexoll).

Il. 2. MATERIALES Y METODOS

Il. 2.1. Area de estudio.

La provincia de Misiones se encuentra ubicada en el extremo Noreste de
la Republica Argentina, casi la totalidad de sus limites son rios y posee 1.267
km de frontera internacional que representan mas del 80% de sus limites: al
Norte y Este limita con Brasil, al Oeste con Paraguay al Sur con la provincia
de Corrientes y parte de la republica del Brasil. La superficie de la provincia
es de 29.801 Km2 con una densidad poblacional estimada para 2014 de 39.09
habitantes por km2.(ASIS)1%9
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El clima es de tipo subtropical sin estacion seca, las precipitaciones son
abundantes lo que trae como consecuencia alta humedad. La temperatura

anual media es entre 20 y 21 grados.
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Figura 12. Ubicacion
Geografica de Misiones.
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En la organizacion territorial, la provincia se encuentra dividida en 75
municipios agrupados en 17 departamentos. La poblacion total es de 1.165.049
habitantes segun la Proyeccion del afio 2014 en base al Censo Nacional del afio
2010, de los cuales 50.31% son mujeres y el 49.68% son hombres. Con un indice
de masculinidad de 1,01 para el afio 2014. La esperanza de vida para el

quinquenio 2010 a 2015 es: en varones 72,45 afios y en mujeres de 79,95 .110

HABITANTES POR KM

W 100 - 700
W 30-100
B 10-30

B 5-10

Figura 13. Mapa de Misiones mostrando la
densidad poblacional por Km2.

El total de la poblacion de la zona Norte Parand y la Zona Noreste es de
339.043 habitantes a fecha de 2010, que representa el 30,78% de la Provincia.'©

I1.2.1. 1. Dimension Socio-Econdmica.

El indice de desarrollo potencial (IDP) de la provincia es de 63,45% por lo
gue se puede decir entonces que cada 100 personas que potencialmente son
activas hay otras 63 menores de 15 afios y mayores de 65 que no lo son y

dependen economicamente de aquellas. A nivel departamental son cinco los
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departamentos que superan el indice Provincial llegando al 70%; el
departamento con mayor IDP es San Pedro con 77, 3%. En la provincia de
Misiones el 59,01% de la poblacion es econdmicamente activa; siendo el mayor
exponente el grupo de varones con un porcentaje de actividad del 61.09%.
Dentro del grupo de poblacibn no econ6micamente activa las mujeres
representan el mayor nimero en porcentaje con un 68,25% con respecto a
31,75% de los varones.1®

Segun la encuesta permanente de hogares urbanos la Tasa de Empleo en
las zonas urbanas de la provincia es de 37,1% y la de desocupacion de 3,2%.
Misiones segun los datos del Censo del afio 2010, se encuentra entre las

provincias con mayor porcentaje de desocupacién a nivel nacional.1%®

II. 2. 1. 2. Dimensién de la Organizacién y Repuesta Sanitaria.

A patrtir del afio 2008, Misiones cuenta con 6 Zonas de Salud:
- Zona Capital I: Departamento Capital.
- Zona Sur II: Concepcion, Apostoles, San Javier y L.N. Alem.
- Zona Centro Parana lll: Candelaria, San Ignacio y San Matrtin.
- Zona Centro Uruguay IV: Obera, Cainguas y 25 de Mayo.
- Zona Norte Parana V: Montecarlo, Eldorado e Iguazu.
- Zona Noreste VI: Guarani, San Pedro y Belgrano.
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Provincia de Misiones

ZONAS SANITARIAS

e e s & s et MIMIONES

[T

Figura 14. Zonas Sanitarias y Red de Hospitales segun
Niveles Riesgo. (ASIS)

En la provincia de Misiones, la proporcion de la poblacién que no tiene
cobertura de salud o plan privado segun el Censo del afio 2010 es de 44%, por
lo cual su proteccion de salud estd dada exclusivamente por los servicios
publicos. De los datos de la Encuesta Nacional de Factores de Riesgo (ENFR)
se desprende que la cobertura general de salud (seguridad social y privada)
aumento del 51,8% en 2005 al 66,6% en 2009.1%9
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II. 2. 1. 3. El Hospital SAMIC de Eldorado.

El Hospital SAMIC de Eldorado integra, con Nivel lll, la red sanitaria de la
Provincia de Misiones.''! Cuenta con 187 camas y constituye el centro de
referencia de la zona norte de la provincia, Ademas de atender pacientes de
demanda espontanea, que se trasladan por sus propios medios, recibe pacientes
de la Zona Norte Parana y Zona Noreste a través de la Red de traslados de la

Provincia. (Véase la Figura 14).

Fue inagurado el 24 de abril de 1971 luego de varios afios de construccion
en el km 10 de la ciudad de Eldorado. Desde sus inicios se constituyé como
hospital escuela con residencias médicas. Actualmente atiende 15.000 consultas
mensuales, alrededor de 1200 egresos mensuales y casi 800 personas en su

plantel de personal.t'?

Entre los profesionales que componen el plantel médico hay dos
especialistas en dermatologia para un area de influencia de 300,000 habitantes,
los que atienden, ademas, pacientes que provienen de los paises limitrofes de

Paraguay Yy Brasil.
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Figura 15. Hospital SAMIC de Eldorado.

Es el inico nosocomio de esta zona donde se realiza diagndstico de lepra,
a nivel tanto bacteriolégico como anatomo-histoldgico. La actividad principal es
netamente asistencial y los pacientes concurren muchas veces cursando

estadios avanzados de la enfermedad presentando discapacidades-

[1. 3. POBLACION DE ESTUDIO
11.3.1. Poblacion.

En el proyecto se incluyeron todos los pacientes atendidos en el Hospital en
los que se diagnostico lepra, fueron visitados en su domicilio, aceptaron

participar del estudio, y se les efectu6 toma de muestras
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1. 3.2. Examen clinico.

1. 3.2. 1. Examen clinico pacientes

Se realiz6 una revision dermatoldgica en busca de lesiones en la piel y/o
neuroldgicas y se le interrogo acerca de: si procede o no de &area endémica,
antecedentes de contactos con otros enfermos de lepra, el tipo de signo-
sintomatologia (hiperestesia, hipoestesia, hormigueos, disminucion de fuerza,
epistaxis, lesiones cutaneas o mucosas) y tiempo de evolucion. Tratamientos
previamente realizados, como asi también enfermedades previas significativas y
enfermedades intercurrentes (ANEXO lll). Se los clasifico de acuerdo con la
clasificacion de Ridley y Jopling y segun la clasificacion operativa propuesta por
la OMS.

1. 3.2. 2. Examen clinico convivientes

Para los convivientes se realizé el mismo procedimiento que para los

pacientes explicado en el apartado anterior.

En algunos casos se tomaron ademas muestras para biopsias que fueron

conservadas en etanol al 70%.

11.3. 2. 3. Clasificacion de los pacientes

Se utilizé la clasificacion de Ridley y Joplings para categorizar a los
pacientes en |. Lepra indeterminada; TT: Lepra tubercoiloide; BT: Bordelaine
tuberculoide; BB: Bordelaine bordelaine; BL: bordelaine lepromatosay LL: lepra
lepromatosa.®® Y ademas, segun la clasificacion operativa propuesta por la OMS
se los agrupo en MB (multibacilar) que comprende a las formas clinicas BB, Bl y

LL y PB (paucibacilar) que comprende a las formas clinica: TT y BT?’ (Figura 5).

1. 3.3. Toma de muestra.

1. Si el paciente y/o contacto presentaba lesiones activas: se tomé muestra

de linfa del I6bulo de la oreja y de uno o varios bordes de lesiones activas. Si
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en algunos casos se consider6 pertinente, se tomo una biopsia del borde de
una lesion activa.
2. Se tom6 muestra de hisopado nasal a todos los pacientes y/o convivientes
gue aceptaron participar en el estudio.
El algoritmo de trabajo se muestra en la Figura 16 para pacientes y Figura

17 convivientes.

PACIENTE

EXAMEN CLINICO

Presenta lesiones complatibles

Sl NO
TOMA DE MUESTRA
Muestras Muestras
- Lobulo de la oreja - Lobulo de la oreja
- Borde de lesién activa - Linfa de codo o mufieca

- Hisopo nasal - Hisopo nasal

Figura 16. Algoritmo de trabajo para revision de los pacientes.
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CONVIVIENTE

EXAMEN CLINICO

Presenta lesiones complatibles

SI NO
TOMA DE MUESTRA
Muestras Muestra
- Lobulo de la oreja - Hisopo nasal
- Borde de lesion activa
- Hisopo nasal

Figura 17. Algoritmos de trabajo para convivientes.

11.3.3.1. Hisopo del I6bulo de la oreja y/o borde de una lesién activa o

antigua:
Primero se limpi6 la zona con etanol al 96%, a continuacion, se realiz6 un

pliegue en la piel con los dedos pulgar e indice hasta que la piel se torné blanca.
Se realizé un corte poco profundo con un bisturi desechable y se raspé el fondo
y los lados de la incision para tomar una muestra de linfa y material solido sin
sangre. Esta hoja del bisturi se utiliza para la realizaciéon de la baciloscopia, de

modo que se extiende la muestra en un portaobjetos®® (ANEXO IV)

11.3.3.2. Biopsia cutanea:
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Se tomaron con un sacabocados de 3 a 5 mm de diametro. Las muestras

se conservan en etanol al 70% para su posteriorandlisis.

11.3.3.3. Hisopado nasal: Se tomd la muestra con hisopo y se conservo en

heladera a 4° sin el agregado de ningun conservante hasta su traslado al
Sanatorio Fontilles Alicante Espafia donde fueron conservados a -20°C
hasta su procesamiento. Se utilizaron hisopos estériles DRYSWAB mango

de acero flexible sin conservantes.
Il. 3.4. Estudio de las muestras.

Las muestras fueron evaluadas mediante examen directo utilizando la
técnica de coloracion de Ziehl-Neelsen y por técnicas moleculares mediante PCR
anidada (nPCR).

Il. 3. 4. 1. Baciloscopia (Ziehl-Neelsen modificado).

Con las muestras de linfa de oreja, nasal y lesién se procedié segun la
Técnica de Ziehl-Neelsen (ZN).3° Estas muestras se procesaron en el laboratorio
del Hospital de Eldorado y en el Sanatorio Fontilles.

Los bacilos acido—alcohol resistentes (BAAR) aparecen de color rojo
intenso (ANEXO 1V).

Il. 3. 4. 2. Técnicas moleculares.

En las muestras tomadas de hisopos nasal tras hacer el extendido,
extendidos trasZiehl-Neelseny a las muestras de biopsias, se usaron para la
extraccidn de acidos nucleicos y posteriormente se realizé a todas ellas la
amplificacion mediante PCR anidadade una region del genoma de M. lepraede
secuencia repetida denominada RLEP. Esta técnica adaptada y modificada de
Donoghuey col (2001)7° fue realizada en el SanatorioFontilles, Espafia (Véase el
ANEXO V).

11.3.4.3. Andlisis de resistencias a antibidticos.
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Tras la extraccion de acidos nucleicos y comprobar la amplificacion de la
region RLEP las muestras fueron sometidas al test cualitativo GenoType Leprae
DR® (Hain Lifescience) que mide la resistencia a rifampicina, ofloxacino y

dapsona siguiendo las instrucciones del fabricante (ANEXO VI).
II. 3.5. Criterios de positividad.

Se consideraron positivas las muestras en las que se detectdo BAAR en las
baciloscopias observadas al microscopio 6ptico y/o en las que se logré amplificar

el ADN de M. leprae mediante la técnica de PCR.

11.3.6. Recoleccién de la informacion.

De cada paciente que cumplia los requisitos indicados, se procedi6 a llenar
los datos correspondientes en una ficha de encuesta. Se recogio informacion
referente al paciente y su infeccion. Se volcaron en la misma ademas los

resultados obtenidos en el Laboratorio respecto al resultado de los estudios.

A partir de esta informacion, se consolidé una base de datos en Excel para su

ulterior analisis e interpretacion.

11.3.7. Variables.

Las definiciones del estudio que se tuvieron en cuenta para recoleccion y andlisis

de la informacion son las siguientes:

Apellido y nombre se consignaron iniciales de apellido y nombre de acuerdo con

la historia clinica del paciente.
Domicilio: direccion obtenida de historia clinica y/o documento de identidad.
Registros de Aps.

Edad: se tomo a partir de la fecha de nacimiento que constaba en el documento

y si no poseia documento de identidad, de lo expresado por el mismo.
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Geénero: de acuerdo con el documento de identidad.
Historia clinica: nUmero asignado por el hospital.
Fecha de diagndstico: de la historia clinica y de los registros de laboratorio.

Tiempo de evolucién de la enfermedad: de lo expresado por el paciente a partir

de los primeros sintomas y de la historia clinica del hospital.

Resultado de baciloscopia: se determind como positiva la presencia de bacilos
acido-alcohol resistentes en las muestras procesadas en el laboratorio del
hospital Samic y/o en el sanatorio Fontilles. Negativo: ausencia de bacilos acido

alcohol resistente

Resultado de la histologia: de acuerdo con el informe del servicio de Anatomia
Patologica del hospital. Compatible con lepra o Incompatible de acuerdo con a

la presencia 0 ausencia de cambios histologicos que se observaron en la biopsia.

Resultado de técnicas moleculares: del informe del sanatorio Fontilles.Presencia

0 ausencia de genoma bacteriano.

Tipo de lepra: de la evaluacion del equipo de salud y de la historia clinica del

hospital. Se utilizé la clasificacion de Ridley —Joplings

Tratamiento: se utilizaron los medicamentos distribuidos por el programa

Nacional de Lepra MB (multibacilar) o PB (paucibacilar)

Estado del paciente al momento del estudio: enfermo o curado. Evaluado por el
equipo de salud.

Indicadores que se utilizaron: deteccion anual de casos nuevos y tasa de

deteccién de casos nuevos (por 100.000 habitantes)

Prevalencia o tasa de prevalencia: por 10.000 habitantes.
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II. 3.8. Procesamiento de los datos y analisis de resultados.

Con los datos obtenidos del paciente, convivientes y resultados de técnicas
de laboratorio, se construyo una base de datos utilizando el programa Excel 2013
(©Microsoft), para el almacenamiento y analisis univariado y bivariado de datos,
asi como la construccion de los gréaficos. Para calcular el indice Kappa o Kappa
de Cohen se usé el programa se analizaron los resultados empleando tablas de
contingencia de 2x2 para evaluar la concordancia entre métodos, tomando un
nivel de significacion de 0,05. Para realizar este calculo fue necesario emplear el
programa Epidat© 4.1.

Los valores del indice de Kappa fueron interpretados como: < 0,00 no
concuerdan; 0,00-0,20, leve concordancia; 0,21-0,40, concordancia pasable;
0,41-0,60, concordancia moderada; 0,61-0,80, concordancia considerable;

0,81-1,00, concordancia casi perfecta.'3

1. 3.9. Notificaciones al sistema sanitario.

Todos los pacientes diagnosticados fueron notificados al SiViLa (Sistema
de vigilancia de laboratorios) del SNVS (Sistema nacional de vigilancia en Salud),
Ministerio de Salud de la Nacién, informacién a la que tiene acceso también el
Ministerio de Salud de la Provincia de Misiones.
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lll. RESULTADOS

l1l.1 Estudio de pacientes.

Se estudiaron 37 pacientes (casos) que concurrieron por demanda
espontanea al hospital o fueron derivados de los centros de salud y a los que se
diagnostico la enfermedad y recibieron o se encontraban en tratamiento. Trece
fueron detectados en el Ultimo afio y 24 pertenecian al grupo de 41 casos
diagnosticados entre 2011 y 2014 a los que se logro visitar en sus domicilios.

La tasa de deteccion de casos nuevos en el Hospital SAMIC de Eldorado
fue de 4,3 casos/100.000 habitantes por afio. La tasa de prevalencia mas
elevada se obtuvo en el departamento de Montecarlo y la mas baja en el de
General Belgrano, variando entre 2,17/10* y 0,7/10% habitantes respectivamente
(Figura 18).

Doce de los pacientes provenian de Eldorado, cinco de Puerto Esperanza,
cuatro de Puerto lguazu, cuatro de Montecarlo y cuatro de Puerto Piray. Los
demas estaban radicados en distintas localidades del norte de la provincia.
(Figura 18)

62



Numero de

pacientes
@roca ' B &
'@ \Vibororé . v Uno
Andresitto @ Dos
Iguazu :
@ Tes

@® Wanda

Tasa: 1,33/10*
) .Pto Espere..__ i . Cuatro

Gener&
Colonia Delicia®@ " X ) Tasa: 0,7/10° . ’ Cinco
Eldorado
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Tasa: 1,53/10* . $ Pozo Azul :
\ pr—— — San Pedro
s . Montecarlo

: . Pto Piray

Tasa: 2,17/10*

Tasa: 0,96/10*

Figura 18. Mapa de distribucion de casos por localidades y Tasas de lepra por
departamento expresadas por 10.000 habitantes. Poblacion por Departamento: Iguazu:
82.227, Gral Belgrano: 42.902, Eldorado: 78.211, Montecarlo: 36.745, San Pedro:

31.051. Inst Nac de Censo 2010

Los pacientes tenian entre 12 y 74 afios, con una media de 44,7 afos. El
91,9% (34/37) de ellos eran mayores de 35 afios y solo 1 era menor de 15 afos.
Veinte (54%) eran hombres y 17 mujeres (46%) en una proporcion M:F de 1,17:1

(Figura 19).
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Numero de casos
N w

[EnN

.ll.l.llll

Menores 15a24 25a34 35a44 45a54 55a64 65ymas
de 15 afos afos afos anos anos anos

o

Grupo etario

B Masculino B Femenino

Figura 19. Distribucién de casos conforme a género y grupos etarios.

Al momento de la deteccion del caso, observamos que el 32,5% de ellos
residian en el Departamento Eldorado, donde el 76% tenia mas de 45 afios como

puede apreciarse en la Tabla 5.

Tabla 5. Distribucion de casos por género y edad segun los departamentos de residencia

Menores15 15-24 25-34 35-44 45-54 55-64 +65 Total
Departamento F/M F/M FM FM FM  FM  FM Pac(ier)“es
%
P. Iguazu - 0/1 0/1 0/1 2/3 0/2 0/1 11 (29,7)
Gral Belgrano - - - - 1/0 1/0 1/0 3(8,1)
Eldorado 1/0 - - 2/1 2/0 1/2 1/2 12 (32,5)
San Pedro - - - - 0/1 - 1/1 3(8,1)
Montecarlo - - - 1/1 1/2 1/0 1/1 8 (21,6)
Total 1/0 0/1 0/1 3/3 6/6 3/4 4/5 37 (100)

Pie de tabla. P Iguazu: Puerto Iguaza, Gral Belgrano: General Belgrano, F: Femenino, M: Masculino.

El 91,9% (34) de los pacientes presentaron lepra en su forma lepromatosa
o multibacilar (2 casos BL; 32 casos LL), 2 (5,4%) en la forma tuberculoide o
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paucibacilar (1 caso TT; 1 casos BT) y 1 (2,7%) de lepra indeterminada. La

distribucion de estos casos clasificados segun Ridley y Joplings conforme al

departamento de residencia se detalla en tabla 6.

Tabla 6. Distribucion de pacientes con lepra segun el departamento de residencia y el

tipo de lepra.
Departamento LL BL BT TT LI N° d((? (yg)asos
P. Iguazu 10 - - - 1 11 (29,7)
Gral Belgrano 1 - - - 3(8,1)
Eldorado 10 1 1 - 12 (32,5)
San Pedro - - - = 3(8,1)
Montecarlo 1 - - - 8 (21,6)
Total 32(86,5) 2(54) 1(,7) 127 127  37(100)

Pie de tabla. LL: Lepra lepromatosa, BL: Borderlaine lepromatosa, BT: Borderline
tuberculoide, TT: Tuberculoide, LI: Lepra Indeterminada, P: Puerto, Gral: General.

La edad y género de los pacientes implicados en los casos de lepra segun

la clasificacion operacional de la OMS se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7. Distribucion de casos de lepra segun la clasificacion de la OMS y la edad de los

pacientes n (%).

Edad Multibacilar Paucibacilar LI Total
anos F M F M F M

<15 - - 1 - - - 127
15-24 - 1 - - - - 12,7
25-34 - 1 - - - - 1(@27)
35-44 3 2 1 - - - 6(16,2
45-54 6 5 - - 1 - 12 (32,5)
55-64 3 4 - - - - 7189
+65 4 5 - - - - 9(24,3)
Total (%) 16 (43,2) 18 (48,6) 2(554) O 1(2,797 0 37(100)

Pie de tabla. LI: lepra indeterminada, F; femenino, M: masculino.
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El 52,8% (19/36) de las muestras procesadas por la técnica de baciloscopia
resultaron positivas (Tabla 8), y en el 36% (9/25) de los frotis se logro detectar la
presencia de ADN de M. leprae por PCR. (Tabla 9). La presencia del bacilo M.
leprae se pudo detectar en 26 de 36 (72,2%) pacientes (Tabla 10).

Tabla 8. Resultados de la técnica de baciloscopia segun el lugar de toma de muestra.

Tipo de BAAR Oreja BAAR Codo BAAR Lesién OTSO/:gt'aI
lepra pos/total (%)  pos/total (%)  pos/total (%) P (%)

I 0/1 (0) 0/1 (0) - 0/1 (0)
TT 0/1 (0) 0/1 (0) 0/1 (0) 0/1 (0)
BT 0/1 (0) 0/1 (0) - 0/1 (0)
BB - - - -

BL 2/2(100) 2/2 (100) - 2/2 (100)
LL 17/31 (54,8)  14/27 (51,8) 0/4 (0) 17/31 (54,8)
Total 19/36 (50) 16/32 (50) 0/5 (0) 19/36 (52,8)

Pie de tabla. BAAR: bacilos &cido-alcohol resistentes, Pos: Positivo, LI: Lepra
indeterminada, TT: Lepra tuberculoide, BT: Bordeline tuberculoide, BIl: Bordeline
lepromatosa, BB Bordeline bordeline, LL: Lepra lepromatosa. Uno de los pacientes no
estaba en el domicilio en el momento del estudio, no se tomd muestras.

Tabla 9: Resultados de la técnica de PCR segun lugar de la toma de muestra.

Tipo de lepra PCR Oreja PCR Codo PCR Lesidn Total
pos/total (%)  pos/total (%)  pos/total (%) po?ol/tstal

| _ ] ] ]

TT _ _ ] ]

BT 0/1 (0) 0/1 (0) - 0/1 (0)

BB _ _ ] ]

BL _ ] ] ]

LL 7/23 (30,4)) 2/9 (22,2) 2/13 (15,4)  9/24 (37,5)

Total 7124 (29,1) 2/10 (20) 2/13 (15,4) 9/25 (36)

Pie de tabla. Pos: Positivo, LI: Lepra indeterminada, TT: Lepra tuberculoide, BT:
Bordeline tuberculoide, Bl: Bordeline lepromatosa, BB Bordeline bordeline, LL: Lepra
lepromatosa. Uno de los pacientes no estaba en el domicilio en el momento del estudio,
no se tomaron muestras.
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Tabla 10. Resultados de las técnicas de laboratorio en las muestras tomadas a los
pacientes clasificados segun Ridley y Joplings.

T(;'ZO Baciloscopia Psozligt’;'ls HISTO PCRBiopsia PACIENTES
lepra pos/total (%) (%) pos/total (%) pos/total (%)
I 0/1 (0) - 1/1 (100) - 1/1 (100)
TT 0/1 (0) - 1/1 (100) 1/1 (100)
BT 0/1 (0) 0/1 (0) - 0/1 (0)
BB - - - -

BL 2/2 (10) - 1/1 (100) - 2/2 (100)
LL 17/31 (54,8)  9/24 (37,5) 2/2 (100)  22/31(74,2)

Total 19/36 (52,8)  9/25(36)  2/2 (100)  3/3(100)  26/36 (72,2)

Pie de tabla. Pos: positivo, HISTO: Histopatologia, LI: Lepra indeterminada, TT: Lepra
tuberculoide, BT: Bordeline tuberculoide, Bl: Bordeline lepromatosa, BB Bordeline
bordeline, LL: Lepra lepromatosa. Uno de los pacientes (LL) no estaba en el domicilio
en el momento del estudio, no se tomaron muestras.

En el paciente con Lepra Indeterminada, segun histopatologia, la PCR
realizada a partir del hisopado nasal resulté positiva a pesar de no observarse

los bacilos en el frotis.

De los 24 pacientes antiguos, 13 fueron considerados positivos mediante
baciloscopia y/o PCR. Nueve continuaban positivos por baciloscopia. En cuatro
se logré detectar ADN de M. leprae en las muestras (PCR del frotis). Un paciente

fue positivo por PCR en biopsia, baciloscopia y PCR del frotis simultaneamente.

De los 13 sospechosos que acudieron a consulta por primera vez durante
el transcurso del estudio, en 10 se observaron BAAR en la baciloscopia, en 3 se

logroé detectar ADN por PCR en el frotis, en 2 se detecto ADN en el material
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extraido por biopsia (aunque las otras técnicas dieron negativas, excepto la

histopatologia) y los otros 2 lo fueron por histopatologia.

En 25 casos se analizaron muestras por ambas técnicas (baciloscopia y
PCR), hallandose una concordancia del 12% (indice Kappa del 0,12), con

resultados estadisticamente no significativos (Tabla 11).

Tabla 11. Tabla de doble entrada de los comparados de la
técnica de baciloscopia con la técnica de PCR.

Total
PCR + PCR- " %)
BAAR+ 5 7 12 (48)
BAAR- 4 9 13 (52)
Total 9 (36) 16 (64) 25 (100)
n (%)

Pie de tabla: BAAR: Bacilos acido-alcohol resistentes.

Tabla 12. Resultados de la técnica de PCR comparados con la baciloscopia.

Valor IC 95%
Sensibilidad (%) 55,56 17,54 93,57
Especificidad (%) 56,25 28,82 83,68
indice de validez (%) 56,00 34,54 77,46
Valor predictivo + (%) 41,67 9,61 73,73
Valor predictivo - (%) 69,23 40,30 98,17
Prevalencia (%) 36,00 15,18 56,82
indice Kappa 0,12 -0,29 0,52

Pie de tabla. +: Positivo, -: Negativo, IC 95%: Intervalo de confianza al 95%.
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En tres de cuatro pacientes en los que, por sospecha clinica de resistencia
al tratamiento y/o recidiva de la enfermedad se efectud biopsia de la lesion, se

detecto la presencia del patégeno por PCR (Véase la Tabla 12).

En dos de estos pacientes, se realiz6 el test GenotypelLepraeDR,
amplificandose la diana para el genotipo salvaje, indicando que en estos
pacientes el M. leprae detectado era sensible a rifampicina, dapsona y

ofloxacino.

[11.2 Estudio de convivientes.

Entre las 37 familias se registraron 106 convivientes. Una de las familias
estaba constituida por 12 convivientes y dos pacientes vivian solos, con un

promedio de 3,5 convivientes/ familia (Tabla 13).

Tabla 13. NUumero de convivientes por familia.

N° convivientes N° de familias

s/convivientes 2

1-4 convivientes 24

5-8 convivientes 9

9-12 convivientes 2

Mas de 12 0
Pie de tabla. N°: NUmero, S/convivientes: Sin
convivientes.

Los convivientes tenian entre 2 y 71 afios, con una media de 23 afios. El
61,3% (65) eran mujeres (Figura 20 o Tabla 14)
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Figura 20. Distribucion del nUmero de convivientes por sexo y grupo etario.

Tabla 14. Distribucion por edades y sexo de los convivientes

Edad (afios) Femenino Masculino con\lji(i/?eentes

Menores de 15 19 15 34
15 a 24 afos 15 11 26
25 a 34 anos 8 6 14
35 a 44 afos 9 2 11
45 a 54 afos 3 0 3

55 a 64 afos 1 2 3

65 y mas afios 2 1 3

Sin especificar 8 4 12
Totales 65 41 106

Al llevar a cabo la revision dermatologica de los mismos, se observo clinica
compatible en 17 de ellos. Todos eran convivientes de pacientes con LL. De

estos, 4 fueron positivos por baciloscopia y/o PCR. En 3 (17%) se observaron
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BAAR en la baciloscopia y en 2 se detecté ADN de M. leprae en los frotis. Uno

de los positivos por PCR fue negativo por baciloscopia.

Los convivientes que resultaron diagnosticados fueron: 3 mujeres (33, 39 y
33 afios) y 1 hombre (64 afos). Tres fueron categorizados como LL y uno como

LI, iniciado la multiterapia con la pauta descrita en cada caso.

[11.3 Estudio de transmision.

Para el estudio de transmisién de la lepra se tomaron 131 hiposos nasales
(31 pacientes y/o sospechosos y 100 convivientes). Se detecté ADN de M. leprae
en 26,7% (35/131) de los individuos estudiados. ElI 67,8% (21/31) de los
pacientes y/o sospechosos y el 14% (14/100) de los convivientes estudiados
resultd ser portador nasal de este germen. De las 37 familias estudiadas, en 24

se demostrod la transmision de enfermedad intra-familiar.

De los 22 pacientes estudiados 13 (59%) resultaron positivos. De estos
portadores, 9 resultaron positivos ademas por baciloscopia y/o PCR (extendido
y/o biopsia).

Por otro lado, de los 9 sospechosos, 8 (88,9%) estaban transmitiendo el
bacilo a través de la mucosa nasal y resultaron positivos por alguna de las
pruebas diagndsticas llevadas a cabo (baciloscopia, PCR de extendido o
biopsia), y fueron finalmente diagnosticados de lepra: 5 como LL, 2 como BL y
uno fue clasificado como TT. El caso negativo fue clasificado como una lepra
indeterminada diagnosticada por histopatologia.

De los catorce convivientes portadores del bacilo (PCR de hisopos nasales
positivos), 13 eran convivientes de pacientes LL y uno de un paciente BL (Tabla
15). Todos eran portadores asintomaticos salvo uno gue presento sintomatologia

compatible y el resto de pruebas diagnésticas realizadas positivas.
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Estos catorce convivientes se encontraban en 9 familias diferentes y

principalmente eran familiares de primer grado (9 eran hijos del paciente en siete

de las familias), en 2 de ellas sus coényuges y uno era la actual pareja de un ex

conyuge (sin existencia de consanguinidad).

Tabla 15: Familias en las que la enfermedad se detecta en mas de un integrante.

CASO INDICE FAMILIAR CONVIVIENTE
Familia Edad del | PRESE Parentesco Edad del
Sexo Tlempq ple paciente NTAC Tratamiento | CON CASO conviviente Prese,nj[auon
evolucion CLINIC " clinica
A INDICE

~ hija 39 LL
1 Fem 29 afios 61 LL abandono hijo 38 L
2 Fem 5 59 LL completo esposo 64 LL
3 Masc 5 55 LL completo esposa 53 LL
4 Masc Desconocido 77 LL completo hija 44 LL
5 Masc 10 40 LL completo hija 12 BL
6 Fem 10 67 LL Sin tto hija 39 LL
7 Fem 10 71 LL Sin tto hija 33 BT

IV. DISCUSION
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La campafia de eliminacion de la lepra patrocinada por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) ha reducido con éxito la tasa de prevalencia de la
enfermedad a menos de un caso por cada 10.000 habitantes en todo el mundo,
pero el nimero de nuevos casos en paises endémicos ha permanecido estable
o aumentado 4. A la luz de este programa, algunos estudios han enfatizado la
necesidad de identificar a los pacientes indices y tratarlos como una prioridad,
especialmente en areas con bajas tasas de incidencial?®. Sin embargo, otros
seflalan la preocupacion de que se pueda interrumpir el seguimiento de

contactos y otras iniciativas, aumentando el nimero de pacientes infecciosos 117,

La tasa de deteccion anual obtenida en este estudio: 4,3/10° habitantes
es superior a la denunciada para Argentina (total pais: 0,84/10° habitantes), la
provincia de Corrientes: 1,83/10° e incluso Misiones: 3,59/100.000 14, Esto nos
permite plantear que el norte de nuestra provincia se constituye en un bolsén
endémico con una carga de la enfermedad mayor que en el resto del pais y la
region %4, a pesar de que la mayoria de los célculos de incidencia y prevalencia
de lepra probablemente son menos precisos que los de otras enfermedades, ya
que los estigmas que se asocian a su diagnéstico y la deteccion de la lepra

asintomatica puede resultar dificilt’.

Esta tasa se ubica entre la denunciada para la regién sur de Brasil, que
limita con nuestra provincia: 3,57/100.000 01192 y |a denunciada por Paraguay,
que estimo para el afio 2015 un coeficiente de deteccién de 6,26 /10° habitantes.

Observamos que los departamentos con mayor prevalencia corresponden
a los que limitan con Paraguay (Figura 18). Esto puede deberse al amplio
intercambio que ocurre entre los dos paises. En ciertas familias algunos de sus
miembros, sobre todo las personas mayores, viven alternativamente en uno u
otro pais y muchos de los pacientes incluidos vivieron parte de su infancia en
Paraguay o el sur de Brasil. Esta hipotesis es respaldada cuando se analizan las
tasas de deteccion de casos nuevos y prevalencia del vecino pais, donde el

departamento Alto Parana, que limita al oeste con nuestra provincia
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(Departamentos de Iguazu, Eldorado y Montecarlo), se constituyo en 2013, en

uno de los departamentos con valores mas elevados 0?

Por otra parte, cuando se compara con el vecino pais de Brasil es el estado
de Parana (que limita con los departamentos de Iguazu y General Belgrano
(Misiones) el que mantiene histéricamente una elevada incidencia de la lepra a

pesar de ser la regién sur la de mas bajas tasas en el pais!*,

La distribucion geografica del lugar actual de domicilio demostré6 mayor
ndamero de casos en las poblaciones con mas habitantes por departamento:
Eldorado y Puerto Iguazu, aunque se desconoce la asignacion por lugar de
nacimiento y donde vivieron la mayor parte de sus vidas. Las ciudades de Puerto
Iguazu y Foz do Iguazu conforman un lugar particular en la regién. El transito de
personas de una ciudad a otra es cotidiano, ya sea por razones familiares,
comerciales y/o laborales, lo que puede explicar las tasas elevadas en ambas

ciudades 118.

Se observa un reparto de casos a lo largo de las principales carreteras que
comunican con el hospital, la ruta nacional 12 y ruta principal N°17 (mas
accesible para la consulta) lo que puede explicarse porque los pacientes
concurren por demanda espontanea o enviados a interconsulta para especialista

en dermatologia.

El género es relevante en los pacientes adultos: a diferencia de lo que sucede
en los nifios, en los que no hay diferencias en la prevalencia entre los dos sexos,
los varones adultos tienen el doble de probabilidad de desarrollar la enfermedad
que las mujeres adultas *°.

La proporcion hombres/mujeres encontrada (1,17/1) en este trabajo es menor al
resto de Latinoamérica, y el mundo donde la lepra afecta en general entre 1,812°
y 2 hombres por cada mujer infectada'?l. Esta menor proporcién de hombres
detectados del esperado podria deberse a concepciones culturales de la region,
donde es en general es la mujer la que se acerca con mayor frecuencia a los

sistemas de salud.
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La probabilidad de desarrollar la enfermedad esta determinada por diversas
variables. La edad es un factor importante, ya que la enfermedad clinica presenta
una distribucion bimodal: los adolescentes entre 10-19 afios son los mas

sensibles, seguidos por un segundo pico de incidencia a la edad de 30 afios 1?2

En nuestra region el 2,7% de los casos eran menores de 15 afios sefialando
focos de infeccién activos y recientes. Este porcentaje es similar al 3,3%
informado en Paraguay (2015), pero menor al 7,5% notificado en Brasil (2014)

para esta época %,

La mayoria de los pacientes estuvo comprendido al igual que lo que se refiere

en Brasil 122y Cuba 20 en el grupo etario de 45 a 54 afios.

La clasificacion de Ridley-Jopling®® incluye un amplio espectro de
respuestas inmunes a M. leprae. Estas respuestas se subdividen en dos
clasificaciones operacionales: pacientes paucibacilares (PB), caracterizados por
una fuerte hipersensibilidad retardada a la prueba de Mitsuda y pacientes
multibacilares (MB), caracterizado por titulos elevados de anticuerpos y grados
decrecientes de respuestas inmunitarias mediadas por células que se aproximan
a la anergia %3 .

El 91,8 % del total de pacientes con lepra en nuestra region presentaron
formas multibacilares y el 86,5% lepra lepromatosa, en concordancia con lo
informado por investigadores brasileros 125 126 127 | os mismos hallaron que las
formas multibacilares variaron entre un 67,2% %26 en Matto Grosso do Sul, 72,9

% 125 en el estado do Maranhao y un 98,8% de los casos!?’en Bello Horizonte.

En los paises desarrollados, a diferencia de lo observado en este estudio,

predominan las formas tuberculoides 128,

Como puede observarse en las tablas 6 y 10 el porcentaje de multibacilares
en pacientes adultos de ambos géneros y de todos los departamentos es muy
alto, seflalando esto un gran desafio para el sistema de salud ya que es sabido

que el riesgo de desarrollar la enfermedad entre los contactos es mayor con
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pacientes multibacilares!?®.Sin embargo, los pocos pacientes con formas

paucibacilares e indeterminadas eran del género femenino.

La baciloscopia de M. leprae es el ensayo de laboratorio de referencia para
determinar la presencia de la enfermedad y su clasificacion operativa para fines

de tratamiento 130,

En nuestro estudio, las muestras para baciloscopia extraidas de oreja y
codo contribuyeron en igual proporcion al diagndstico de las formas
multibacilares (BL y LL), si bien la presencia de los bacilos solo pudo ser
detectada en la mitad de los casos. Deberia recalcarse que aunque M. leprae es
acido-alcohol resistente, es particularmente sensible a la decoloracion por
alcohol, por lo que la tincion de Ziehl-Neelsen puede dar lugar a resultados falsos

negativos!'’.

La baciloscopia demostré ser eficaz tanto para la deteccion de esta
enfermedad como para el seguimiento de antiguos pacientes al igual que lo

demostrado por investigadores de Brasil*?.

Al igual que lo sefialado en la bibliografia 3! la PCR fue mas sensible en

los pacientes multibacilares, que en los pacientes con afectacion paucibacilar

Las técnicas aplicadas a los especimenes extraidos a los pacientes
(baciloscopia y PCR) mostré una leve concordancia entre ambas (Indice Kappa:
12%). Esto podria deberse, entre otras causas, a que el proceso de tincion y
transporte pudo degradar el ADN. A pesar que otros investigadores han
demostrado la ventaja de la PCR en muestras clinicas®13? incluso en frotis
tefidos, en nuestro estudio la baciloscopia presentd mayor sensibilidad para el

seguimiento de los pacientes.

Otra explicacion a la discordancia entre baciloscopia y PCR podria ser la
reciente descripcion de otra especie de micobacteria implicada en enfermos

Micobacteryum lepromatosis 33y su deteccién en America del Sur 134 por lo que
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seria de importancia estudiar a estas muestras en particular investigando esta

nueva especie.

La técnica de PCR aplicada a muestras tomadas por biopsia y /o raspado
de lesiones ha demostrado utilidad para el diagndstico de la enfermedad en los
casos de pacientes con una sola lesiéon al momento de la consulta 13° y podria
ser util, como lo demuestran nuestros resultados, para la confirmacién de nuevos
casos ya que el indice de concordancia en esta situacion fue considerable (72%).
Sobre todo, en los casos en los que la baciloscopia fue negativa y se tomé una
biopsia de la lesién, situacion en la que se detecto la presencia de ADN en el
100% de las muestras.

Méas de la mitad de los pacientes que habian sido diagnosticados
anteriormente (54,2% (13/24)) y recibieron tratamiento, continuaron siendo
positivos por baciloscopia y/o PCR a partir de las muestras de frotis. En 9 de
ellos, se puede constatar la presencia de bacilos en la baciloscopia lo que podria
indicar abandono del tratamiento, tratamiento incompleto o resistencia al mismo
117 Debemos considerar que en algunos casos, en pacientes tratados
previamente, se puede detectar ADN de M. leprae por la técnica de PCR, hasta
8 afios luego de completar la terapia® a pesar que clinica y bacteriolégicamente
estén curados. Por lo que estos pacientes en los que no se observan bacilos
acido-alcohol resistentes en la baciloscopia, deben seguir con las revisiones

rutinarias, sin considerar abandono o resistencia al tratamiento.

Debido a la emergencia en el mundo de resistencia a las drogas utilizadas
en lepra, en dos de los pacientes se sospechd resistencia a la multiterapia 136
Sin embargo, ambos resultaron sensibles a los antibidticos estudiados
(Rifampicina, Dapsona y Ofloxacino), pudiendo observarse en todos ellos el
genotipo salvaje no mutado 126 Esto difiere de lo reportado en San Pablo donde
sobre 40 pacientes con sospecha de recidiva, en 11 se detecté M. leprae
resistente a dapsona y 2 resistente a rifampicina, no denunciandose resistencia

multiple!®’,
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Los contactos domiciliarios comprenden un grupo reconocible de individuos
con alto riesgo de enfermedad, ya que viven cerca de una fuente de infeccién
138_

En las 37 familias estudiadas co-habitaban con pacientes multibacilares
106 individuos. Estas estaban conformadas por un promedio de 3,5 convivientes,
donde el 60% de los mismos eran menores de 24 afios, poblacion que deberia
vigilarse especialmente, considerando que aquellos que entran en contacto con
pacientes multibacilares son los que presentan el riesgo mas alto de desarrollar
la enfermedad '2° Cabe mencionar que no respondieron a la convocatoria desde
el hospital sino que fueron visitados en su domicilio por el equipo de salud, por
lo que un Programa de Control deberia incluir a estos jovenes de manera
particular, ya que la difusion de M. leprae a personas susceptibles en
comunidades endémicas no puede ser descuidada®3.

Al revisar a los convivientes, se encontro clinica compatible en 17 de ellos
y en 4 de estos se confirmé el diagndstico de lepra (23,5%), lo que resalta la

importancia de realizar una bisqueda activa entre convivientes intradomiciliarios
100

El tracto respiratorio superior es considerado el principal portal para la
entrada y salida de M. leprae 132140 y los individuos con enfermedad activa (en

particular los pacientes MB) son las principales fuentes de infeccién 86,

Resultados similares a los encontrados en nuestro estudio, donde el
67,8% de los pacientes, resultaron portadores nasales del germen fueron

presentados por Araujo y colaboradores en pacientes de Brasil (71,7%) 16.

La presencia de ADN de M. leprae en la mucosa nasal de contactos domiciliarios
de pacientes lepromatosos refleja la presencia de bacilos en la nariz. Sin
embargo, esto no determina infeccién, sélo indica transporte®?. Que esto haya
ocurrido en nuestro estudio en el 14% de los convivientes indica la importancia

del seguimiento de los portadores asintomaticos, como estrategia para el control
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de la enfermedad, ya que segun lo sefialan diversos investigadores podrian tener

un papel importante en la diseminacién de la enfermedad 9216,

La presencia de secuencias especificas de DNA en 35 de las 131
muestras estudiadas (26,7%), indica que la transmision continua activa en la
zona norte de la provincia ya que los individuos no enfermos y aun aquellos que

no desarrollaran la enfermedad pueden eliminar bacilos al ambiente 4%,

Nuestros resultados demuestran que en 24 de las 37 familias estudiadas
hubo transmision intrafamiliar reforzando la idea propuesta por otros
investigadores 14292 que indican que un programa exitoso de control de lepra
requiere prevencion, diagnostico precoz, tratamiento e interrupcion de la cadena
de transmision. Esto comprenderia la quimioprofilaxis de los contactos
domiciliarios con infeccién subclinica como una estrategia de prevencion 42y el
tratamiento de portadores sanos y de contacto para lograr la depuracién de los

bacilos e interrumpir la transmisién de la lepra®2.
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V. CONCLUSIONES

De los Pacientes:

Un poco mas de la mitad de los pacientes fueron hombres y mayores de
45 afos o sea pacientes adultos.

La mayoria de los pacientes provienen del departamento de Montecarlo
la tasa de deteccion anual resulto elevada :4,3 casos nuevos por 100.000
habitantes.

La forma clinica predominante fue la lepromatosa y en mas de la mitad
de ellos la baciloscopia resulto positiva, mientras que en 36% de los frotis
se logré detectar la presencia de M. leprae por PCR.

Los sospechosos que acudieron a consulta por primera vez durante el
transcurso del estudio y fueron confirmados como pacientes en 9 se
observaron BAAR en la baciloscopia, dos resultaron positivos por PCR en
la biopsia y los otros 2 lo fueron por histopatologia.

La concordancia entre baciloscopia y PCR result6 leve (12%).

De los convivientes:

En las familias estudiadas, se registraron 106 convivientes con un
promedio de 3,5 convivientes por familia, la mayoria muy jovenes, la
media de edad en este grupo resulto de 23 afios.

Se observaron sintomas compatibles de la enfermedad por lo que se les
tomo muestras como sospechosos y a 4 de ellos se le diagnostico la
enfermedad ya sea por baciloscopia o PCR, mas mujeres que hombres
3:1.

Estudio de transmision:

Se detecto ADN de M. leprae en el 26,7% (35/131) de los individuos
estudiados.
Un porcentaje alto de pacientes y/o sospechosos (67,8) y 14% de

convivientes resultaron portadores nasales del germen.

80



- De las 37 familias estudiadas, en 24 (64,8%) de ellas se demostro la

transmision de enfermedad intra-domiciliar.

Conclusiones finales:

De los 143 individuos estudiados (pacientes y convivientes) 47
individuos (30 enfermos y 17 portadores asintomaticos) distribuidos
en 32 familias diferentes, fueron positivos mediante pruebas
diagnosticas y/o hisopados nasales para M. leprae.

En 7 de las familias la enfermedad fue diagnosticada en mas de un
integrante, el 75 % parientes de primer grado (hijos).

La concordancia entre la técnica de PCR y la baciloscopia en los
casos nuevos fue considerable (72%).

La baciloscopia fue la técnica mas sensible para la revision de los
pacientes y la PCR en biopsias para el diagnostico de pacientes
paucibacilares.

De las 37 familias estudiadas, en 26 de ellas habia al menos un
integrante con la enfermedad confirmada sin curar y en 24 de ellas al
menos un portador nasal (paciente o conviviente).

En dos de las familias hubo portadores nasales asintoméaticos y tanto
el caso indice como el resto de convivientes fueron negativos por

todas las pruebas realizadas.
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VI. PROPUESTAS DE TRABAJOS FUTUROSY/O
RECOMENDACIONES

Los resultados y conclusiones del estudio indican la necesidad de reformular
el actual modelo de vigilancia de la lepra en la zona Norte de la provincia de
Misiones, se sugiere formular un modelo de vigilancia activa basado en
sintomas dermatoldgicos tempranos, lo que incluye otras enfermedades de

la piel prevalentes en la regién.

Para captar pacientes en fases tempranas de la enfermedad se recomienda
brindar asistencia médica en Centros de Atencion Primaria facilitando la
extension y capacidad diagndstica en la Provincia de Misiones, de este modo
se contribuya a asegurar el tratamiento completo y cortar la cadena de

transmision.

La implementacién de un nuevo protocolo exige capacitar a los médicos de
atencion primaria para reducir las complicaciones frecuentes que afectan a
pacientes durante el tratamiento (leproreacciones) y que resultan causa

significativa de abandono.

La captacion temprana de casos tempranos genera un mayor numero de
pacientes con lepra indeterminada que significa un desafio diagndstico. Es
importante disponer de nuevas técnicas moleculares para optimizar la

capacidad diagnéstica.
El modelo de trabajo implementado en este trabajo, con las adecuaciones a

contextos locales puede replicarse en regiones de la Provincia de Misiones

donde la informacion sobre lepra es deficiente.
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Los resultados de este estudio generan nuevas hipotesis de investigacion
que podrian ser abordadas por profesionales e instituciones de modo
integrado para contribuir a la eliminacion de esta patologia como problema

de salud publica en nuestra provincia.
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ANEXOS.

ANEXO I. Modelo de consentimiento informado.

Documento de Consentimiento Informado para participantes en
estudio y diagnoéstico de Lepra

Nombre del Investigador Principal: Sandra Roginski

Nombre de la Organizacién: Universidad Nacional de Misiones.

Nombre del Patrocinador: Universidad “Miguel Hernandez” de Elche, Universidad
Nacional de Misiones.

Nombre de la Propuesta: “SEGUIMIENTO DE PACIENTES CON LEPRA
DIAGNOSTICADOS EN EL HOSPITAL SAMIC DE ELDORADO, BUSQUEDA ACTIVA
DE NUEVOS CASOS ENTRE CONVIVIENTES Y ESTUDIO DE CONTACTOS
SOCIALES”

Sujetos de 18 0 mas afos: Obtener consentimiento informado del individuo.

Sujetos de menos de 18 afios: Obtener consentimiento informado del padre o tutor y
cuando correspondiera en menores de 11 a 17 afos el asentimiento del individuo
participante.

El presente documento de Consentimiento Informado tiene dos componentes:

 Parte 1: Hoja de Informacion para el sujeto participante de 18 afios o mas y para el
padre o tutor de menores de 18 afios (proporciona informacion sobre el estudio)

* Parte 2: Formulario de Consentimiento (para firmar si esta de acuerdo en participar)

Los responsables del proyecto entregan una copia del documento completo de
Consentimiento Informado al sujeto participante o al padre o tutor del menor de 18 afios.

Parte 1: Hoja de informacion

Somos un equipo de investigadores de: Hospital SAMIC Eldorado, la Universidad
Nacional de Misiones y de la Universidad Miguel Hernandez de Elche (Espafia) que se
propone estudiar a partir de esta visita domiciliaria el estado de salud actual de los
pacientes que disponen un diagndstico confirmado de Lepra en el Hospital SAMIC de
Eldorado (Misiones) y también de aquellos convivientes de los pacientes, en los que
luego de una entrevista profesional, resulten con sospecha de la enfermedad.

Estamos promoviendo, ademas, mediante charlas informativas sobre la enfermedad, el
conocimiento de esta y los beneficios del diagndstico y tratamiento temprano de la
Lepra.

Si hay palabras que no se entienden o si Ud. necesita hacer preguntas para un mayor
conocimiento, nos tomaremos el tiempo para explicarselo.

Se le ofrece que Ud. como paciente con diagnéstico de Lepra o individuo en el que
nuestros profesionales del equipo de trabajo sospechen de la enfermedad participe en
el proyecto “SEGUIMIENTO DE PACIENTES CON LEPRA DIAGNOSTICADOS EN EL
HOSPITAL SAMIC DE ELDORADO, BUSQUEDA ACTIVA DE NUEVOS CASOS
ENTRE CONVIVIENTES Y ESTUDIO DE CONTACTOS SOCIALES”, que es
patrocinado por los siguientes organismos: Universidad “Miguel Hernandez” de Elche,
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Ministerio de Salud de Misiones (Direccién de Atencion Primaria de la Salud), Hospital
SAMIC de Eldorado y Universidad Nacional de Misiones.

Este estudio requerira realizar las siguientes intervenciones: 1) la evaluacioén clinica del
médico del proyecto para identificar lesiones en la piel caracteristicas de la enfermedad,
2) una muestra de linfa del I6bulo de la oreja y/o del borde de lesiones activas o antiguas
y/o material de tejido (biopsia) y/o moco nasal para estudios de laboratorio a realizarse
en el Hospital SAMIC y/o en la Universidad Nacional de Misiones para estudiar la
presencia del organismo (bacteria) que produce esta enfermedad.

Con posterioridad al estudiar de sus muestras de linfa y/o lesiones activas y/o tejidos
(biopsia) y/o moco nasal, se le entregaran y explicaran los resultados y en caso de
detectarse la infeccion o enfermedad Lepra se procedera a dar cumplimiento a los
tratamientos que correspondan de modo gratuito en los servicios sanitarios del
Ministerio de Salud de Misiones, como establecen los reglamentos del Ministerio de
Salud.

Nos comprometemos a facilitarle el acceso a los servicios del Ministerio de Salud para
los estudios complementarios que fuesen necesarios, el tratamiento y seguimiento de la
evolucion de la enfermedad para su control y/o cura definitiva.

La participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria. Usted puede aceptar
participar o no. Tanto si elige participar como no hacerlo, continuara recibiendo todos
los servicios gratuitos del Ministerio de Salud Publica.

Esta investigacion se desarrollara desde diciembre 2014 por un afio. Las muestras seran
destruidas al finalizar el estudio. Ni las muestras ni los datos derivados de las mismas
seran comercializados.

Como en toda toma de muestra de material bioldgico que exige una puncién o extraccion
de tejido existe un riesgo fisico considerado bajo o muy bajo de molestias menores como
ser: enrojecimiento de la zona o dolor breve y pasajero. Para minimizar ain mas ese
riesgo, un profesional con experiencia supervisara la obtencién de la muestra.

Nos comprometemos a no compartir la identidad de quienes participen en este estudio.
La informacién que recojamos por este proyecto de investigacibn se mantendra
confidencial. Los datos acerca de Ud. que se recogeran durante el desarrollo de las
actividades se guardaran de manera que solo los investigadores puedan verlos.
Cualquier informacion acerca de Ud. se identificara por un namero, no por el nombre.
Sdlo los investigadores sabran cual es su nimero y se mantendra esta informacién en
un lugar bajo llave. No serad compartida ni entregada a nadie, excepto al médico que lo
atiende y en forma codificada a los investigadores de la Universidad Nacional de
Misiones, Universidad “Miguel Hernandez” de Elche, Hospital SAMIC de Eldorado y
Ministerio de Salud Publica de Misiones.

Los resultados de los andlisis se compartiran con Ud. antes de que se hagan disponibles
de otra forma al publico o a la comunidad cientifica. No se compartir4 informacion
confidencial, como su identidad. La informacién que sobre Usted se obtenga como
producto de la participacion de este estudio podra ser empleada en ambitos cientificos
para favorecer el conocimiento de las acciones preventivas sobre Lepra, y mejorar la
capacidad de los servicios asistenciales frente a esta enfermedad, bajo la condicion de
que se preservard el caracter de confidencialidad de su persona y de cualquier dato
vinculante a la identidad de la misma.
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Usted puede retirarse voluntariamente del estudio sin dar razones, sin que esto afecte
la relacion con los investigadores, o los centros de salud y hospitales donde se atiende.
Ademas, podra presentar quejas o preguntas en cualquier momento de la investigacion.
Para evacuar consultas posteriores, el Director del proyecto se domicilia en Avda.
Mariano Moreno 1375, Posadas, teléfono 376 4435118. El estudio fue revisado y
aprobado en sus aspectos éticos por un Comité de Bioética del Hospital Provincial de
Pediatria “Dr. Fernando Barreyro”. Este es un comité que tiene la tarea de asegurarse
que se protege de dafios a los participantes de la investigacion.

Los investigadores de este proyecto estan en un todo de acuerdo y adoptan los
principios éticos, legales y juridicos para las investigaciones médicas en seres humanos
descriptas en las hormas bioéticas nacionales (Disp. ANMAT 1480/11) e internacionales
(Cdédigo de Niuremberg, Declaracion de Helsinski de la Asociacion Médica Mundial y sus
modificaciones, Declaraciéon de los Derechos Humanos de la UNESCO (1997),
Convencion de Ginebra (CIOMS) sobre los derechos del nifio (1982), Ley 26061 de
proteccién integral de los derechos de nifias, nifios y adolescentes (2005), Ley 26529
de derecho del paciente (2009).

Los investigadores del proyecto manifiestan no haber identificado posibles conflictos de
intereses.
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Parte 2: Formulario de consentimiento

Por medio del presente documento y teniendo plena capacidad de mis facultades
mentales, doy mi consentimiento y ofrezco voluntariamente la autorizacién a participar
en el proyecto “SEGUIMIENTO DE PACIENTES CON LEPRA DIAGNOSTICADOS EN
EL HOSPITAL SAMIC DE ELDORADO, BUSQUEDA ACTIVA DE NUEVOS CASOS
ENTRE CONVIVIENTES Y ESTUDIO DE CONTACTOS SOCIALES”, que es
patrocinado por los siguientes organismos: Ministerio de Salud Publica de Misiones,
Universidad “Miguel Hernandez” de Elche y Hospital SAMIC Eldorado Universidad
Nacional de Misiones y que se desarrollard desde Diciembre 2014 por un afio. El estudio
fue revisado y aprobado en sus aspectos éticos por el Comité de Bioética del Hospital
Provincial de Pediatria “Dr. Fernando Barreyro”.

Dejo explicito que se me ha puesto en conocimiento del significado de mi participacion
voluntaria, la duracién y finalidad del estudio, los métodos diagnésticos a ser empleados
y el alcance de los resultados a ser obtenidos. He sido informado que las molestias y
riesgos de perjuicio por la toma de muestra de: linfadel I6bulo de la oreja y/o del borde
de lesiones activas 0 antiguas y/o material de tejido (biopsia) y/o moco nasal para
estudios de laboratorio, son minimos. También fui informado de los beneficios para mi
persona, y que no recibiré ningln pago por participar en la investigacion.

Asi mismo he tenido la oportunidad de realizar preguntas referidas a este estudio y las
respuestas recibidas han sido todas satisfactorias. Se me ha proporcionado el nombre
de un investigador que puede ser facilmente contactado usando el nombre y la direccion
gue se me ha dado.

Apellidos y nombres del participante

anos:

Firma de consentimiento: ...........cccccccecuviinnnnnns
Huella dactilar (en caso de padres o tutores analfabetos).....................

He sido testigo de la lectura exacta del documento de consentimiento para el potencial
participante y el individuo ha tenido la oportunidad de hacer preguntas. Confirmo que el
individuo ha dado consentimiento libremente.
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Apellidos y nombres del testigo:

Firma: ...

Apellidos y nombres del investigador: ...
Firma: ...

Fecha: ...,

Ha sido proporcionada al participante una copia de este documento de consentimiento
informado.
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ANEXO Il. Ficha del examen clinico.

MINISTERIO DE SALUD Y ACCION SOCIAL
PROGRAMA DE CONTROL DE LEPRA
FICHA DE REGISTRO

Fecha Req: .../.../....
NO REQISIO*. .. et Provingia.......cooviiiii
Fecha Deteccén: ... /.../...

Apellido y
A0 0101 o ] T

[N S0 FoY o U1 4 =T 1 (o TiPO. e,

Lugar de Residencia: Calle ¥ NO. ... .. e
Localidad.......coviiiii Dpto.
ProVINGia. .. ..o Pais....coooiiiii
CodPostal.......ccooviiiiiiii Zona: 1- Urbana 2-Rural 9- S/E

Clasificacion: RidleyyJoplin 1-I 2-TT 3-BT 4-BB 5-BL 6-LL 9-S/E
OMS 1-MB 2-PB

Baciloscopia: Lébulo: 0 1+ 2+ 3+ 4+ 5+ 6+ 9-S/E IM:...coiiiiiiininn...
Lesion:0 1+ 2+ 3+ 4+ 5+ 6+ 9-S/E IM: .o,
Mucus: 0 1+ 2+ 3+ 44+ 5+ 6+ 9-S/E IM:..cooeiiiiiiin.....

Biopsia: Histopatologia: 1-Si  2-No
PCR: 1-Si 2-No

Tratamiento previo: 1-Silugar.........coooiiiiiiiiie 2-No 9-S/E

Fecha de inicio de tratamiento: ..../..../....

Tipo de tratamiento: 1-SR supervisado 2- SRC supervisado

Rl @1 (o F T O VT 1O PRPPPRRR 9-S/E
PQM Monoterapia

Fecha primeros sintomas:..../..../....

Reaccién: 1-Si con Talidomida 2- Si sin talidomida 3-No 9-S/E

Tipo de ingreso al sistema: 0-Nuevo 1-Recidiva PQT 2-Recidiva Mono
3- Reingreso  4-Transferido 9-S/E
Método de deteccién: 1-Notificacion 2-Voluntario 3-Examen de contactos

4- Examen masivo de poblacion  5- Operativos especiales 9-S/E

Contacto de otro caso de lepra:
1-Si  Grado de parentescCo..........cocvviuiiiiiiiiiiiiieeann, Forma clinica............ 2-No 9-S/E




No Contactos:
N° de lesiones: Gnica 2-5 6-15 >15

Registro de discapacidades:

Grado Mano Pie Ojos
IZDA DCHA 1ZDO DCHO IZDO DCHO
0
1
2

Test de sensibilidad: /-siente  X-no siente

Mano:1 2 3 4 Frio-Calor/Tactil/ Puncibn Pie: 1 2 3 4 Frio-Calor/Téactil/Puncién

Alopecia/anhidrosis

Otras: Laringeas: 1-Si2-No  Aplastamiento de nariz: 1-Si 2-No

Pardlisis facial 1-Si 2-No Alopecia cejas 1-Si 2 No
Otras observaciones:
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ANEXO lll. Baciloscopia (Ziehld-Neelsen modificado).

Para la tincion, observacién mediante microscopia éptica e interpretacion

de resultados, se siguieron las recomendaciones de la ILEP 2003.
A.Tincion:

Coloracion: Una vez depositada la muestra, se fija con calor al portaobjetos.
Antes de teiiir, hay que filtrar con papel de filtro la solucion de carbolfucsina al
1% (1). Y se cubre el portaobjetos con esta solucion. Se calienta el portaobjetos
suavemente con un mechero hasta la emision de vapores (2) y se repite el
proceso tres veces cada 5 min. La carbolfucsina no debe hervir. Si se seca la
muestra hay que afiadir mas solucion y calentar de nuevo.

Seguidamente, se lava la muestra con agua corriente hasta que la muestra

guede incolora (3). La baciloscopia permanece rojo oscuro.

\{\ R NS 53
N Yoy
TN
Q

o

Figura 21. Procedimiento de coloracion.

Decoloracion: Cubrir con &cido-alcohol al 1% durante 10 segundos (4) y lavar

suavemente con agua (5).
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Figura 22. Procedimiento de decoloracion.

o !

Contraste: Se cubre la muestra con azul de metileno 0.2% durante 1 a 3 min (6)
y se lava con agua corriente (7). Se deja secar y la muestra esta lista para el

examen microscoépico (8).

,—

Figura 23. Tincién de contraste.

B. Observacion:

La muestra se observa en un microscopio Optico con aceite de inmersion
(100x). Hay que detectar los bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR), que
tendran forma de baston rojo sobre un fondo de color azul, que pueden ser rectos
o de forma curvada y estar uniformemente tefiidos en el caso de estar enteros,
o estar desigualmente tefiidos si estan fragmentados (Véase la Figura 24). Hay

gue examinar aproximadamente 100 campos.
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Enteros

Globis

Globis

Fragmentados

Granulosos

Figura 24. Imagenes de baciloscopias donde se pueden observar BAAR
enteros y agrupaciones en globis (arriba), fragmentados, granulosos y
globis (abajo. ILEP, 2003).

C. Interpretacion:
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Los BAAR que se detecten deben de ser cuantificados siguiendo la escala
del indice Bacteriolégico (IB), que se calcula, como indica la Tabla I1l.1 en
funcion del numero de BAAR que se encuentran en los 100 campos.

Tabla 16. indice bacteriolégico (IB) segun la ILEP. En la
izquierda aparece la escala del indice que se asigna en

funcién del nimero de bacilos que se encuentren tal y
como se indica en la parte derecha.

Escala Numero de bacilos
0 0 en 100 campos
1+ 1-10 en 100 campos
2+ Promedio de 1-10 en 10

campos

3+ Promedio de 1-10 por campo
4+ Promedio de 10-100 por campo
5+ Promedio de 100 por campo
6+ Promedio > 1000 por campo
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ANEXO IV. Métodos moleculares: Extraccion de los
acidos nucleicos.

A. Pre-lisis de las muestras

El protocolo utilizado varia en funciéon del tipo de muestra (Acosta, 2014):

- Hisopos: se utiliza el protocolo adaptado por la OMS. A cada hisopo se le
corta la varilla y se introduce en un tubo de 1,5 ml. A continuacién se le afiaden
500 pl de PBS 1X (120 mMNacCl; 2,0 mMKCI; 100 mM Naz HPO4; 6mM KH2 PO4,
pH 7,3), y se deja en agitacion a temperatura ambiente durante 30 min.
Transcurrido el tiempo se centrifuga durante 15 min a 14.000 rpm. El
sobrenadante es eliminado y el sedimento resuspendido en 180 ul del tampon
buffer de lisis proporcionado por el kit de extraccion de &acidos nucleicos
RealPure Spin Kit (Ref: RMEGSO01; Durviz s.l., Valencia, Espafa).

- Frotis tefiidos (Extensiones): Se siguieron las recomendaciones de Al-

Jawabreh y col., (2006), asi como modificaciones aportadas por nuestro
laboratorio. Para eliminar las trazas de aceite de inmersion, las extensiones
fueron sumergidas en xylol durante 15 min. Tras el lavado se dejaron secar al
aire hasta que se hubo eliminado cualquier traza de xylol. Se afiadi6 sobre el
portaobjetos 50 pl de NET10 pH 8,0 (10 mMNaCl, 10 mM EDTA, 10 mM Tris-
HCI) y con la ayuda de la punta de una pipeta se rascoé la superficie de la muestra
para despegarla del cristal. Con una micropipeta se recogi6 el liquido con la
muestra y fue transferido a un tubo de 1,5 ml. Este procedimiento se repitid otras
3 veces, de manera que se realizaron cuatro lavados y se obtuvo un volumen
final de NET 10 mas la muestra problema de unos 200 pl.

- Biopsias en etanol al 70%: con un bisturi desechable se cortan las

muestras en una placa Petri hasta conseguir pequefios trozos. La muestra se

pasa a un tubo de 1,5 ml con 500 ul de PBS al 1X anterior. Tras un pulso en el

agitador, se deja en agitacién a temperatura ambiente 30 min. Posteriormente se

centrifuga a 14.000 rpm durante 15 min. Se elimina el sobrenadante y se afiaden

180 pl del tampon buffer de lisis proporcionado por el kit de extraccion de acidos

nucleicos RealPure Spin Kit (Ref: RMEGSO01,; Durviz s.l., Valencia, Espafia).
108



B. Lisis de las muestras y extraccion de los acidos nucleicos: a las todas

las muestras anteriores se les afladen 40 ul de SDS (duodecil sulfato sodico) al
10%, 20 ul de proteinasa K (30mg/ul) y 6 bolas de cristal de 3 mm de diametro.
Tras una breve agitacion en el vortex, se incuban las muestras overnight (>18
horas) a 60°C y en agitacién continua. Pasado este tiempo, las muestras son

congeladas a -80°C durante 15 min y calentadas a 95°C durante 10 min.

C. Purificacion vy precipitacion de los &cidos nucleicos: la purificacion y

precipitacion de los &cidos nucleicos de las muestras anteriores se realiza
siguiendo las instrucciones del kit de extraccion de acidos nucleicos Real Spin
kit (Ref: RMEGSO01; Durviz s.l., Valencia, Espafia).

Se afiaden 200 pl del tampdn de lisis/union y tras un pulso en agitador se
incuban los tubos a 70°C durante 10 min. A continuacién se afiaden 100 pul de
isopropanol, se mezcla bien en el vortex y el lisado se traspasa al reservorio de
la columna “MicroSpin” con un tubo de recogida. Se centrifugan los tubos a 8.000
rpm durante 1 min y se elimina el filtrado. Se afiaden 500 pul de tampdn de
desinhibicion y tras centrifugar a 11.000 rpm durante 1 min se vuelve a eliminar
el filtrado. Se adicionan 500 pl de tampon de lavado, se centrifugan los tubos a
12.000 rpm durante 1 min y tras eliminar el filtrado se repite el Ultimo proceso a
14.000 rpm. Una vez desechado el filtrado, se centrifuga a 14.000 rpm durante
2 min para eliminar el etanol residual y la columna “MicroSpin” se cambia a un
nuevo tubo de recogida. Finalmente, la elucién de los acidos nucleicos se realiza
afadiendo 100 pl de tampodn de elucion precalentado a 70°C y dejando las
columnas en agitacion durante 5 min. Tras un centrifugado a 14.000 rpm durante

2 min, se filtra el ADN y se traspasa a un tubo de 1,5 mL.
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ANEXO V. Amplificacion de acidos nucleicos de
Mycobacteriumlepraemediante la reaccion en cadena
por la polimerasa (PCR).

La amplificacion se llevo a cabo mediante una PCR anidada (nPCR) que
amplifica un fragmento multicopia (RLEP) del ADN genomico de M. leprae,
descrito por primera vez por Yoon y colaboradores (Yoon y col., 1993) y

adaptado y modificado por Donoghue y colaboradores (Donoghue y col., 2001).

La primera reaccion se lleva a cabo con los cebadores LP1 (avance) y LP2
(regresién) y se amplifica una region de 129 pb (pares de bases), en la segunda
reaccion se observa un producto de 99 pb y se utilizan los cebadores LP3 LP3
(avance) y LP4 (regresion) (Véase la Tabla 17).

Tabla 17. Cebadores usados para la amplificacién de laregion RLEP.

LP1  TGCATG TCATGG CCT TGA GG 69,6
129 64
LP2 CAC CGATAC CAG CGG CAG AA 70,5
RLEP
LP3  TGA GGT GTC GGC GTG GTC 69
99 57
LP4  CAG AAATGG TGC AAG GGA 62,4

Pie de tabla: *Pb: Pares de bases. Tf: Temperatura de fusion. Ta: temperatura de
anidacion.

Los componentes de la reaccion de amplificacion son: Tag&Go 1X (Ref:
EPTAG100, MP Biomedicals LLC, California, USA) que contiene el tampon de
reaccion, los deoxinucledsidostrifosfato (ANTP) y la enzima polimerasa, y 0,3 uM
de cada par de iniciadores (LP1y LP2 para la primera reaccién; LP3 y LP4 para

la segunda reaccion). En la primera reaccion se afadieron 5 uL del ADN
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problemay en la segunda 2 pl del producto de la primera PCR y agua bidestilada
estéril (H20bd) hasta un volumen final de 25 puL.

En ambos casos, en la primera muestra y en la penultima muestra el ADN
problema fue sustituido por H2Obd estéril como control negativo de reactivos y
manipulacion respectivamente. La Ultima muestra fue siempre una dilucion del
ADN gendmico purificado de M. leprae obtenido a partir de un indculo en
armadillo en H20bd a una concentracion final de 4 pg/pL como control positivo
(Aislado: NHDP-63).

En ambas reacciones las temperaturas de amplificaciéon fueron las mismas:
las muestras fueron sometidas a una temperatura de desnaturalizacion inicial de
94°C durante 1 min, posteriormente a 30 ciclos de amplificacibn con una
temperatura de desnaturalizacién de 94°C durante 30 seg, anidamiento a 58°C
durante 30 seg y extension a 72°C durante 30 seg, finalmente 5 min a 72°C. El
termociclador utilizado fue el modelo FTC3/02 TC-3000 ThermalCyclerRange
(Techne, BibbyScientific Ltd., Staffordshire, UK).

La visualizacion de los productos de PCR se llevé a cabo en un gel de
agarosa al 2 % (AGAROSA LM SIERVE, Conda, Pronadisa, Madrid, Espafia) en
TBE 1X (Ref: RBMT02, REAL, Durviz, s.| Valencia, Espafa) con 0,942 pg/ml de
Real Safe Nucleotid Acid Staining Solution (Ref: RBMSAFE. REAL, Durviz, s.l
Valencia, Espafia). La electroforesis se llevo a cabo en el PowerStation 300
(Labnet International Inc., Edison, USA) durante 45 min a 150 vodltios y 400

amperios.
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ANEXO V. Andlisis de resistencia a antibioticos.
GenoType LepraeDR. Test de genética molecular parala
identificacion de resistencia a Rifampicina, Ofloxacino y
Dapsona.

El ensayo Genotype LepraeDR es un test cualitativo para la identificacién
de Mycobacterium leprae y su resistencia a rifampicina y/o ofloxacino y/o
dapsona a partir de biopsias de piel con baciloscopia positiva. La identificacion
de la resistencia a la rifampicina es posible mediante la deteccién de las
mutaciones mas relevantes en el gen rpoB (que codifica la subunidad 3 de la
RNA polimerasa). Para la deteccion de la resistencia al ofloxacino u otras
fluoroquinolonas, se examinan las mutaciones mas significativas del gen gyrA
(que codifica la subunidad A de la DNA girasa). Para la resistencia a la dapsona,
se examina la region pertinente del gen folP1 (que codifica para la

dihidropteroato sintetasa).
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Figura 25. Posibles resultados tras el andlisis de hibridacién.
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Amplificacion
Prepare la mezcla de amplificacion (45 pll en una habitacion libre de DNA contaminante. La muestra debe afadirse en un area separada. Es crucial el
emplec de una polimerasa hot start.

Prepare para cada muestra:

— 35 pl de PNM - suministrado

- 5l 10x de tampén para incubacion de polimerasa — no suministrado.

- x pl de solucion MgCl," - no suministrado

- 1-2 unidades de OMA polimerasa termoestable [consulte el manual] — no suministrado

- yplde agua para obtener un volumen de 45 pl [sin considerar el volumen de enzima) - no suministrado.

- Anada 5 pl de solucion de DMNA para obtener un volumen final de 50 pl [sin considerar el volumen de enzima).

Dependiendo del sistema enzima/tampon usado, la concentracion éptima de MgCl: puede variar entre 1,5 y 25 mM. Tenga en cuenta que algunos
tampones para incubacion ya contienen MgCl..

La evaluacion del rendimiento del ensayo GenoType LepraeDR fue realizada utilizando la Polimerasa HotStarTag DMA de Qiagen. Las cantidades
necesarias por muestra cuando utilice esta enzima son las siguientes:

— 35 plde PNM - suministrado

- 5pl10x PCR Buffer de la HotStarTaq (contiene 15 mM de MgCl,) - no suministrado
- 2 pl 25 mM de solucion MgCl: - no suministrade

- 0,2 pl[1 U] de HotStarTag - no suministrado

- 3 plde agua [para uso en biologia molecular] — no suministrado

- 5 plde solucion de DNA [anada el DNA en una zona distinta)

La concentracion final de MgCl; en la mezcla de amplificacion sera de 2,5 mM.
Determine el nimero de muestras a amplificar [nimero de muestras a analizar mas las muestras de control). Por ejemplo, un control de contaminacion

contiene 5 pl de agua en lugar de solucion de DNA. Prepare una mezcla que contenga todos los reactivos excepto la solucion de DNA y mezcle con cuidado
pero con fuerza. Mo utilice vortex. Alicuote la mezcla madre en volumenes de 45 pl en tubos preparados de PCR.

Perfil de amplificacién®:
Cuando utilice un termociclador de Hain Lifescience previamente instalade, seleccione el protocelo "HOT4A0".

15 min $3°C 1 ciclo
30 seg #5°C

2 min 58°C 10 ciclos
25 seq 95°C

40 seg 53°C 30 cicles
40 seg TO°C

8 min 70°C 1 ciclo

“ Aplicable a la taq polimerasa utilizada para la validacion. Cuando se utilicen otras DNA polimerasas hot start, el intervalo de tiempo del primer paso

puede ser reducido [consulte el manual de la enzima).

Los productos de amplificacion pueden almacenarse entre +8 y -20°C.
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Hibridacion

C

uande utilice un aparate de hibridacién de Hain Lifescience, por favor, consulte el documento “Overview equipment programs” disponible en

www_hain-lifescience.com para localizar el protocole de hibridacién preinstalado a usar.
El siguiente protocelo describe la hibridacién manual utilizandoe un bafo de agua o un TwinCubator.

Preparacidn

Precaliente en bafio de agua con agitacién a 45°C [la méxima desviacién tolerada en la temperatura idénea es de +/-1°C] o poner en marcha el
TwinCubator. Precaliente las soluciones HYB y STR a 37-45°C antes de usar. Los reactives han de estar libres de precipitado [tenga en cuenta, no obstante
que la solucién CON-D es opacal. Mezcle si fuera necesario. Caliente a temperatura ambiente los restantes reactivos, con la excepcién del CON-C y el
SUB-C. Usando un tubo adecuado, diluya el Conjugado Concentrado [CON-C, naranjal y el Sustrato Concentrado [SUB-C, amarillo] 1:100 con sus tampones
respectivos [CON-C con CON-D, SUB-C con SUB-D) en las cantidades necesarias. Mezcle bien y equilibre a temperatura ambiente. Para cada tira afiada
10 pl de concentrade a 1 ml de los respectivos tampones. Diluya el CON-C antes de cada uso. El SUB-C diluido es estable durante £ semanas si se
almacena a temperatura ambiente y se protege de la luz.

1
2.

Dispense 20 yl de la Solucion de Desnaturalizacién [DEN, azull en una esquina de cada uno de los pocillos usados.

Anada a la selucion 20 pl de muestra amplificada, pipetee arriba y abajo para mezclar bien e incube a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Entre tanto, saque tiras de sus tubos usando pinzas e identifiquelas marcando bajo el marcador coloreado con un lapiz. Lleve siempre guantes cuando
manipule tiras.

. Anada cuidadosamente a cada pocillo 1 ml de Tampén de Hibridacién [HYB, verde) precalentado. Agite suavemente la bandeja hasta que la solucién

tenga un color homogéneo.
Tenga la precaucién de no derramar solucién en los pocillos cercanos.

. Ponga una tira en cada pocillo.

Las tiras tienen que quedar completamente cubiertas por la solucién y el lado con la sonda hacia arriba [identificable por el marcader coloreade
préximo al extremo inferior]. Usando pinzas, de la vuelta a las tiras que pudieran haberse girado durante su inmersién. Limpie cuidadesamente las
pinzas después de cada uso para evitar contaminacién. Ello, es también de aplicacién en los pasos siguientes.

. Ponga la bandeja en el bano de agua con agitacion o en el TwinCubator durante 30 minutos a 45°C.

Ajuste la frecuencia de agitacién del bafio de agua para que realice una mezcla completa y constante de la solucién. Para obtener una adecuada
transferencia de calor, la bandeja debe estar sumergida en el agua, al menos, 1/3 de su altura.

4. Aspire completamente el Tampdn de Hibridacion.
Por ejemplo, use una pipeta Pasteur conectada a una bomba de vacio.

_ Anada 1 ml de Solucién de Lavade Astringente [STR, rojal a cada tira e incube durante 15 minutos a 45°C en un bario con agitacién o TwinCubator.

8. Desde este paso, en adelante, trabaje a temperatura ambiente.
Elimine completamente la Solucién de Lavado Astringente.
Deseche la Solucién de Lavade en un contenedor y elimine todo el liguido restante volcando la bandeja y golpeéndola suavemente sobre un papel
absorbente. Ello es también de aplicacién a todos los demas pasos de lavado.

9. Lave una vez cada tira con 1 ml de Solucién de Aclarado (RIN] sobre la plataforma de agitado del TwinCubator [elimine el RIN después de la
incubacién).

10.Ahada 1 ml de Conjugado diluido [ver mas arribal a cada tira e incube durante 30 minutos sobre la plataforma de agitado del TwinCubator.

11.Elimine la solucién y lave cada tira dos veces durante 1 minuto con 1 ml de Solucién de Aclarado [RIN] y de nuevo durante 1 minuto
aproximadamente con 1 ml de agua destilada (ej.: botella de lavado) sobre la plataforma de agitacién del TwinCubator [deseche la solucién cada vezl.
Asegirese de eliminar cualquier resto de agua después del lavado anterior.

12.Anada 1 ml de sustrato diluide [ver mas arribal a cada tira e incube sin agitacién y protegiéndolas de la luz.
Dependiendo de las condiciones del test [por ej. la temperatura ambiente], el tiempe de incubacién del sustrate, es decir, el tiempo hasta que las
bandas son claramente visibles, puede variar entre 3 y 20 minutos. Tiempos prolengados de incubacidn del sustrato pueden conducir a una tincién
incrementada del fondo y podria dificultar la interpretacion de los resultados.

13.Detenga la reaccion cuando las bandas sean clar te visibles, aclarando brevemente por dos veces con agua destilada.

14.Usando pinzas, saque las tiras de la bandeja y séquelas entre dos capas de papel absorbente.

~a
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Evaluacion e Interpretacion de Resultados

Pegue las tiras y almacénelas protegidas de la luz. Con cada kit se proporciona un formularie de evaluacion. Cuando se utilice este formulario de
evaluacion, pegue las tiras reveladas en los campos marcados, alineando las bandas CC y UC con las respectivas lineas del formulario. Determine el
estado de la resistencia y anote en las respectivas columnas. La plantilla suministrada también sirve como ayuda para evaluacién y ha de ser alineada con
las bandas UC y CC de la tira. No todas las bandas de una tira han de mostrar la misma intensidad. Cada tira tiene un total de 16 zonas de reaccién [ver
esquemal.

Control de Coniugadae [CC)
Control Uni\nersa?[UC'

| ——— Mycobacterium leprae [ML]

rpoB Locus Centrol irpaB)
rpoB sonda wild type 1 [jpoB WT1)
rpoB sonda wild type 2 [rpoB WT2]

rpol sonda wild type 3 |[rpoB WT3
rpoB sonda wild type & rpoB WT4]
rpol sonda de mutacion 1 {rpDB MUT1
rpol sonda de mutacion 2 [rpe8 MUT2|

gy Locus Cantrol fgyrdl
gyrd sonda wild type?;yrA WT)
gyrd sonda de mutacion [gyrd MUT)

folP1 Locus Control {falP1]
folP1 sonda wild type [folPTWT)
folP1 sonda de mutacién [falPT MUT)

pmm ——— marcader coloreado

Nota: La tira no se muestra a tamafio original.

Control de Conjugado [CC)
Debe aparecer una linea en esta zona, documentando la eficacia del conjugado unide y la reaccién del sustrato.

Control Universal [UC)
Esta zona detecta, como es conocide, todas las micobacterias y miembros del grupe de bacterias gram-positivas con alto contenido de G+C.
Solamente han de considerarse aguellas bandas cuyas intensidades sean tan fuertes, o méas fuertes, que la intensidad del Control Universal.

Mycobacterium leprae ML)
Esta zona de reaccién documenta, hasta donde se conoce, la presencia de una cepa de M. leprae. La intensidad de esta banda varia dependiendo de la
concentracion de DNA inicial. Si ésta zona es negativa, la bacteria analizada no es M. leprae y la muestra no puede ser evaluada con este sistema.

Locus Control rpoB, gyrA y folP1)

Las zonas del Locus Control detectan una regién del gen especifica para cada respectivo locus y siempre han de ser positivas, cuando la banda de ML haya
documentado la presencia de M. leprae. 5i no aparecen ni los controles de locus ni las sondas para los wild type ni las sondas para las mutaciones, de uno
de los 3 genes examinados, el ensayo no puede ser evaluado.

Sondas wild type

Las sondas wild type comprenden las dreas de resistencia mas importantes de los genes respectivos [ver figura 1, tabla 1, 2 y 3). Cuando todas las sondas
wild type de un gen son positivas, no se detectan mutaciones en las regiones examinadas. La cepa testada es sensible para el respectivo antibidtico. En
caso de una mutacién, el respectivo amplicén no puede unirse a la correspondiente sonda wild type. La ausencia de sefial en al menos una de las sondas
wild type indica, por tanto, resistencia de la cepa testada al respectivo antibidtico.

Solamente han de considerarse aguellas bandas cuyas intensidades sean tan fuertes, o méas fuertes, que la intensidad del Control Universal.

Cada patrén que se desvie del patrén del wild type indica resistencia de la cepa testada. El patron de bandas obtenide con las sondas rpoB8 permite
establecer una conclusién acerca de la resistencia a rifampicina de la cepa analizada, el patrén de bandas obtenido con las sondas gyrd permite establecer
una conclusidn acerca de la resistencia a ofloxacina u otras fluoroquinolonas, y el patrén de bandas obtenido con las sondas folPT permite establecer una
conclusién acerca de la resistencia a dapsona de la cepa analizada, respectivamente.
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