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iii. RESUMEN
Antecedentes: La lepra es una enfermedad infecciosa de importancia en

salud publica causada por Mycobacterium leprae. En Per(, el diagnostico de


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mycobacterium-leprae

viii

laboratorio estandar es la baciloscopia a partir de muestras fijadas en laminas. En los
ultimos afios, en otros paises se viene utilizando la prueba de PCR como alternativa
para el diagndstico debido a alta sensibilidad. Objetivo: Extraer ADN a partir de
muestras fijadas en ldminas para la deteccion molecular de Mycobacterium leprae.
Metodologia: Se incluyeron en el estudio 50 muestras por raspado de incision
cutanea fijadas en ldmina portaobjeto (30 muestras con baciloscopia positiva y 20
muestras con baciloscopia negativa). Se extrajo ADN por columna de silica y se
amplifico la secuencia 16S rRNA mediante PCR en tiempo real. Resultados: La
calidad del ADN extraido fue entre baja y buena calidad, los cuales no afectaron la
amplificacion mediante PCR en tiempo real. Las concentraciones de ADN
presentaron concentraciones desde 0.5 ng/mL hasta 67.2 ng/mL, respectivamente.
Los resultados de la PCR en tiempo real presentaron un 100% de concordancia
categorica para las 30 muestras positivas, 40% de disconcordancia para las 20
muestras negativas. Conclusion: Se obtuvo buenos resultados a partir de la
extraccion de ADN de Mycobacterium leprae a partir de muestras por raspado de

incision cutanea fijadas en laminas.

Palabra clave: Extraccion, M. leprae. gPCR

Iv. ABSTRACT

Background: Leprosy is an infectious disease of Public Health importance


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mycobacterium-leprae

caused by Mycobacterium leprae. In Peru, the standard laboratory diagnosis of
Mycobacterium leprae. leprae is smear microscopy from samples fixed on slides. In
recent years, the PCR test has been used in other countries as an alternative for
diagnosis due to its high diagnostic sensitivity. Objective: The goal was to extract
DNA from samples fixed on slides for the molecular detection of M. leprae.
Methodology. 50 skin scraping samples fixed on a slide with a smear diagnosis
were included (30 positive and 20 negative) DNA was extracted by silica column and
the 16S rRNA sequence was amplified by real-time PCR. Results: The quality of the
extracted DNA was low and good quality, which did not affect the amplification by
real-time PCR. The DNA showed concentrations from 0.5 ng/mL to 67.2 ng/mL,
respectively. The real-time PCR results presented 100% categorical concordance for
the 30 positive samples and 40% discordance for the 20 negative samples.
Conclusion: Good results were obtained from the extraction of M. leprae DNA

from skin incision scraping samples fixed on slides.

Keyword: Extraction, M. leprae. qPCR

V. INTRODUCCION

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, la lepra es un problema continuo



de salud publica (1). La lepra es una enfermedad infecciosa cronica causada
por Mycobacterium leprae. Afecta principalmente al sistema nervioso periférico, la
piel y otros tejidos (2).

Se cree que el modo mas probable de transmision e infeccion se produce a
través de secreciones del tracto respiratorio superior (1). La interaccion frecuente y
prolongada entre individuos infectados y sujetos susceptibles es un factor clave para
la transmision de Mycobacterium leprae (1).

Las dificultades en el diagnostico precoz contribuyen asi a la diseminacion
continua de bacterias de pacientes no diagnosticados. Las estrategias de intervencién
para bloquear la transmision y la atencion adecuada de las personas infectadas
dependen de la deteccion temprana y confiable (3)

La lepra sigue siendo un desafio para la salud en todo el mundo: cada afio se
detectan alrededor de 250 000 nuevos casos. A pesar de la implementacién
generalizada de una terapia eficaz con multiples farmacos, la lepra no ha sido
eliminada (4).

A nivel mundial, alrededor del 80% de los nuevos casos registrados se
encuentran en Brasil, India e Indonesia (5,6). En la region de las américas, 24 paises
notificaron casos de lepra. Per(, ha evidenciado buenos resultados en la lucha contra
esta enfermedad (7); sin embargo, en la actualidad ain reporta alrededor de 30 casos
nuevos cada afio principalmente en zonas endémicas de la Amazonia como San
Martin, Loreto, Ucayali, Amazonas, Huanuco, Jaén.

El diagnéstico de la lepra es esencialmente clinico, basado en sintomas,
examen de piel, nervios periféricos y antecedentes epidemioldgicos. Uno de los
mayores impedimentos para la investigacion de la lepra ha sido la incapacidad del

cultivo in vitro del bacilo Mycobacterium leprae, ademas del extenso tiempo de
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incubacion que comprende entre dos hasta treinta afios (8)

La lepra es una enfermedad silenciosa con un tiempo de incubacion muy
largo. Actualmente, la transmision sélo puede detenerse si los pacientes obtienen un
diagnostico temprano y tratamiento oportuno. Las personas de alto riesgo, que son
contactos estrechos de los pacientes, deben ser localizadas y tratadas siempre gque se
detecte lepra (9)

El presente estudio tiene como objetivo extraer ADN a partir de muestras
fijadas en laminas para la deteccién molecular de Mycobacterium leprae mediante

PCR en tiempo real (QPCR).



I. EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

La lepra, una enfermedad infecciosa causada por Mycobacterium leprae
continua siendo responsable de uno de los més terribles casos de estigmatizacion social
en la historia de la humanidad (10,11). Durante las Gltimas décadas la carga de esta
patologia ha ido disminuyendo de 805000 en 1995 a 753000 a finales de 1999. Debido a
esto, en el afio 2000 la lepra fue considerada como un problema de salud puablica
eliminado (menos de 1 caso por cada 10000 habitantes) (12). A partir de entonces los
esfuerzos por erradicar esta enfermedad disminuyeron notablemente al punto de que en
los Gltimos afios la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha designado a la lepra
como una enfermedad tropical desatendida (13). En el 2019, el nimero de pacientes
nuevos diagnosticados con lepra fue alrededor de 200000 en 100 paises (5). Por esto, la
OMS ha establecido como meta de alcance mundial erradicar la lepra para el afio 2030
(5).

A nivel mundial, alrededor del 80% de los nuevos casos registrados se
encuentran en Brasil, India e Indonesia (5,6). En la region de las américas, 24 paises
notificaron casos de lepra, algunos con mas de 100 casos por afio como Argentina,
Colombia, Cuba, México, Paraguay, Republica Dominicana, Venezuela y Brasil. De
estos, Brasil concentra el 94% de los casos de la region (1), Perd, ha evidenciado buenos
resultados en la lucha contra esta enfermedad (7); sin embargo, en la actualidad aln

reporta alrededor de 30 casos nuevos cada afio principalmente en zonas endémicas de la



Amazonia como San Martin, Loreto, Ucayali, Amazonas, Huanuco. Ademas, en las
ultimas décadas también se han registrado casos nuevos en Madre de Dios, Cajamarca
(Jaén) y Ayacucho (14). Asi mismo, se notifican casos de lepra en zonas no endémicas
como Lima (15). La persistencia de esta enfermedad se debe a la existencia de casos
ocultos de lepra (casos no notificados ni reportados debido a la falta de bdsqueda activa
de contactos cercanos), ademas del desconocimiento del mecanismo de transmision,
tratamiento de la lepra y malos diagndsticos (16). EI Ministerio de Salud (MINSA)
consider6 que algunas zonas del pais podrian estar albergando pacientes aun no
identificados producto del fendmeno migratorio. Por tal razon recomendd que las
regiones endémicas consideren como un problema de salud puablica esta enfermedad,
demandando una coordinacion interinstitucional y multisectorial, a fin de desarrollar

planes de intervencién a nivel local (17).

El diagndstico de la lepra es esencialmente clinico, basado en sintomas, examen
de piel, nervios periféricos y antecedentes epidemiol6gicos. Uno de los mayores
impedimentos para la investigacion de la lepra ha sido la incapacidad del cultivo in vitro
del bacilo Mycobacterium leprae, ademas del extenso tiempo de incubacion de dos
hasta treinta afios (8). El actual diagndstico de laboratorio de la lepra es realizado a nivel
mundial Unicamente a través del uso de la técnica de baciloscopia convencional. Esta
técnica tiene una alta especificidad (hasta 100%) pero una sensibilidad entre 10-50%
para muestras por raspado de incision cutanea (18). Adicionalmente, es realizada a
partir de la mucosa nasal, I6bulo de la oreja y/o lesiones en la piel. A lo largo del

tiempo, pruebas alternativas de diagnéstico han sido desarrolladas; sin embargo,



pruebas como el ensayo de inmunoabsorbancia ligado a enzimas (ELISA),
cromatografia de flujo lateral y western blot, muestran una baja sensibilidad para la

lepra paucibacilar (PB), en comparacion con la lepra multibacilar (MB) (19-21).

La OMS ha recomendado el desarrollo de pruebas moleculares que mejoren el
diagnostico de la lepra permitiendo la deteccion y ruptura de la cadena de transmisién
temprana (13). Actualmente se han desarrollado avances en el uso de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real (QPCR, por sus siglas en ingles) para
deteccion de secuencias de 4&cido desoxirribonucleico (ADN) especificos de
Mycobacterium leprae. Sin embargo, este método aun no presenta una estandarizacién a
nivel mundial. Los resultados previos han demostrado que este método posee una gran
sensibilidad y especificidad tanto para casos de lepra PB asi como MB por lo que se
propone como una buena alternativa diagndéstica (21-23). Ante esto, surge la necesidad
de investigar sobre métodos alternativos de diagndstico de la lepra que permitan
aumentar el limite de deteccion del patégeno con mayor sensibilidad y se consiga la
identificacion adicional de pacientes con formas dificiles de deteccion (formas neurales,
PB y tuberculoide de lesion Gnica) en la que apenas se encuentran pocos bacilos (1).

Actualmente, en el Laboratorio de Referencia Nacional de Micobacterias
(LRNM) del Instituto Nacional de Salud se realiza el diagndstico a través de la
baciloscopia. Las muestras de los pacientes con diagnostico clinico son obtenidas a

través de la Red de Laboratorios del pais y remitidas al LRNM para la confirmacion.



El presente estudio tiene como objetivo extraer ADN de Mycobacterium leprae a
partir de muestras por raspado de incision cutanea fijadas en laminas para su posterior
uso en un método molecular que permita el diagnostico en laboratorio de la lepra con

mayor sensibilidad y adecuada especificidad.

1.2. Formulacion del problema

1.2.1 Problema general

¢Se puede extraer ADN a partir de muestras fijadas en laminas para la

deteccion de Mycobacterium leprae?

1.2.2 Problemas especificos

— ¢Cual es el nivel de calidad de ADN de Mycobacterium leprae extraido a

partir de muestras fijadas en laminas?

— ¢Cudl es la cantidad de ADN de Mycobacterium leprae que se puede

extraer en muestra fijadas en laminas?

— ¢Es posible realizar la deteccion por gPCR de ADN de Mycobacterium

leprae extraido de muestras fijadas en laminas?
1.3. Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

— Extraer ADN a partir de muestras fijadas en laminas para la deteccion de

Mycobacterium leprae



1.3.2 Objetivos especificos

— Determinar el nivel de calidad de ADN extraidas a partir de muestras

fijadas en laminas.

— Medir la cantidad de ADN extraidas a partir de muestras fijadas en

laminas.

— Realizar la deteccion mediante gPCR de ADN de Mycobacterium leprae

extraido de muestras fijadas en lamina.

1.4. Justificacion de la investigacion

1.4.1 Tebrica

El presente trabajo de investigacion evalu6 el método de extraccion de
ADN a partir de muestras fijadas en ld&minas para Mycobacterium leprae, esto
permitird diagnosticar la lepra en etapas tempranas de la enfermedad,
contribuyendo a un diagndstico eficiente que agilice el tratamiento adecuado,
disminuyendo la discapacidad que produce, asi como la estigmatizacion para
quienes lo padecen. Por otro lado, los resultados obtenidos proporcionaran

informacion para mejorar el conocimiento de la lepra en el Perd.

1.4.2 Metodoldgica
De la revision de los antecedentes y del marco tedrico se evidencié que
a pesar de los pocos estudios abarcando este problema, si es posible la

obtencion de ADN bacteriano a partir de muestras por raspado de incision



1.5

cutanea fijadas en ldminas. Para ello, en el presente estudio se describid el
proceso de extraccion de ADN vy se realizd los procesos de acuerdo a las

metodologias previamente descritas.

1.4.3 Practica

Este estudio permitio aportar el diagnostico preciso y con buena
sensibilidad y especificidad en pacientes con formas clinicas de dificil
deteccion ya que mediante la baciloscopia es dificil encontrar bacilos en etapas
tempranas de la enfermedad y en contactos cercanos, generando diagndsticos
de falsos negativos y como consecuencia de ello. Per( continla presentando
casos de lepra a traves de los afios en diversas regiones. En nuestro pais, la
deteccion de casos es un gran desafio para el control y manejo de esta
enfermedad, por lo que la metodologia propuesta constituye una herramienta

que permite mejorar el diagnostico laboratorial.

Limitaciones de la investigacién
— Poca cantidad de muestras para realizar el estudio.

— No se encontré mucha informacion referente a extraccion de ADN a partir

de muestras fijadas en laminas.

— Se trabajo con laminas coloreadas desconociendo si esta caracteristica

podrian interferir en el proceso de extraccion y amplificacion.
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2.1  Antecedentes

Manta FSN y col (2022) describieron la extraccion de ADN y puesta en
ejecucion de una prueba de gPCR para el diagnostico de lepra. Para este ensayo
evaluaron 97 muestras de pacientes con confirmacion clinica e histopatologica de
lepra, mostrando una alta sensibilidad (91%) y especificidad (100%) diagndsticas.
Los resultados demostraron que la gPCR multiplex detecta de manera efectiva y

especifica el ADN de Mycobacterium leprae en muestras de raspado de piel (9).
Mohanty PS 'y col (2020) evaluaron la eficacia de una PCR que avaluo la
region repetitiva de Mycobacterium leprae (RLEP-PCR) donde la mayoria de los
pacientes eran negativos para bacilos alcohol-acido resistentes. Se tomaron 80
muestras de frotis de piel cortada para microscopia y prueba molecular. Se extrajo el
ADN vy se realiz6 RLEP-PCR para todas las muestras. Estas 80 muestras con lepra
comprendieron 38 casos de lepra PB y 42 casos de lepra MB. 18 (22,5%) muestras
dieron positivo para microscopia, mientras que 53 (66,25%) dieron positivo por

RLEP-PCR (24).

Singh V y col. (2020) recolectaron muestras de frotis de piel (9 casos MB,
16 casos PB, 22 contactos domésticos y 38 muestras de suelo ambiental). La cantidad
de Mycobacterium leprae viable fue estimada mediante extraccion de material
genético y Transcripcién inversa - PCR en tiempo real (QRT-PCR) utilizando el gen
16S rRNA. Se observo la presencia de bacilos viables de Mycobacterium leprae en 11
(44%) casos de lepra, 4 (18%) contactos domésticos y en 10 (53%) muestras de suelo

(25).



Gama vy col. (2018) utilizaron la gPCR para detectar el ADN
de Mycobacterium leprae en muestras de frotis cutaneo del I6bulo de la oreja y
muestras de sangre de casos de lepra y contactos familiares asintomaticos. Participaron
164 sujetos 43 casos indice, 113 contactos domiciliarios y 8 individuos que informaron
no tener contacto con pacientes ni antecedentes de lepra en la familia (controles
negativos). De los contactos domiciliarios asintomaticos, el 23,89% mostré ADN
bacilar por gPCR en muestras de frotis cutaneo del Iébulo de la oreja y
sangre. Asimismo, el 48,84% de los pacientes diagnosticados de lepra dieron positivo
a la gqPCR mientras que la carga bacilar fue positiva solo en el 30,23% de los
pacientes, identificaron la infeccion en el 23,89% de los contactos clinicamente
asintomaticos. Estos datos corroboran el alto potencial de esta herramienta para el

diagnostico precoz de la lepra (26).

Siwakoti y col (2016) realizaron comparacion de dos métodos, microscopia
de frotis cutaneo en hendidura (SSS) vy, previa extraccion de ADN, PCR para
amplificar la secuencia de 129pb del elemento repetitivo de Mycobacterium leprae. La
sensibilidad de SSS y PCR fue del 18% y 72%, respectivamente. La mejora del 54%
en la deteccion de casos mediante PCR mostré claramente su ventaja sobre la SSS.
Ademas, la PCR pudo confirmar el diagnéstico de lepra en el 66% de los casos
negativos para Bacilo acido alcohol resistente (BAAR), lo que indica su superioridad
sobre la SSS. Ademas, en los pacientes PB la sensibilidad de la PCR fue del 44%,
mientras que en los pacientes MB fue del 78% (27).

Ruiz y col (2015) realizaron extracciones de ADN de cuatro grupos de laminas


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Siwakoti+S&cauthor_id=28027305

con raspado cutaneos con sospecha de lepra: un grupo con indice bacterioldgico (I1B)
mayor a 4+, un grupo con IB igual a 1+, un grupo con diagnostico negativo (IB = 0), y
un grupo de control negativo (IB = 0). La calidad del ADN se evidencié mediante la
amplificacion de un elemento repetitivo de lepra RLEP mediante una PCR anidada.
Como resultado, detectaron ADN de buena calidad y amplificacion positiva en el
grupo de IB > 4+ con los cuatro métodos, mientras que del grupo con IB=1+ solo los
métodos QIAGEN vy fenol-cloroformo obtuvieron amplificacion de Mycobacterium
leprae. En el grupo de diagnosticados como negativos, solo el método QIAGEN pudo
obtener ADN con calidad suficiente para la amplificacion positiva de la region RLEP.
No se observo amplificacion en el grupo de control negativo mediante ningin método
(28).

Reja y col (2013) evaluaron la capacidad de la tincion de Fite-Faraco (tincion
FF) y la PCR multiplex sobre la tincion con hematoxilina y eosina (H y E) y la tincion
de Ziehl-Neelsen (ZN). Las muestras utilizadas fueron biopsias y se tifieron mediante
tres métodos: tincion H y E para examen histopatolégico, tincion ZN vy tincion FF para
la deteccion de BAAR. Asi mismo, se sometid a extraccion de ADN vy se realizé6 PCR
a partir de la muestra de ADN obtenida. Los resultados diagnosticos de estas técnicas
fueron: sensibilidad del 70,6% para tincién con H y E, sensibilidad del 59,9% para
tincion con ZN, sensibilidad de 74,6% para tincion FF y sensibilidad de 87,8% para
PCR (29).

Fontes y col (2012) analizaron 115 laminas tefiidas con ZN y 51 muestras de
biopsias de piel de pacientes con lepra. Evaluaron dos procedimientos para extraer

ADN de Mycobacterium leprae de laminas tefiidas con ZN: el primero incluye Chelex
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y la otra combina proteinasa y dodecilsulfato de sodio. Analizaron 16 repeticiones
tandem de numero variable (VNTR) y tres polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP). De las 76 muestras procesadas mediante el primer procedimiento, el 30,2%
fueron positivas por genotipificacion VNTR; mientras que de las 39 muestras
procesadas mediante el segundo procedimiento, el 28,2% arrojaron genotipos
definidos por VNTR (30).

Banerjee y col (2011) evaluaron y compararon la eficacia diagnostica de la
PCR versus SSS. Se extrajo muestra de 164 pacientes, la PCR fue positiva en el
82,3%. La sensibilidad de la PCR fue significativamente mayor que la de SSS (31).

Kamble RR (2010) evaluaron la extraccion de ADN de Mycobacterium
leprae de 46 portaobjetos negativos de frotis de piel tefiidos, se utilizaron cebadores
especificos de Mycobacterium leprae para la amplificacién de ADN basada en PCR
(16S rRNA). Detectaron ADN de Mycobacterium leprae en 15 (32,6%) muestras. El
método demostrd ser util en el diagnostico de casos de lepra con frotis de piel con

resultados negativos (32).

2.2 Bases teoricas

2.2.1 Mycobacterium leprae

A) Biologia de Mycobacterium leprae

La enfermedad de la lepra se conoce desde hace mas de 3000 afios. El
término Lepra es un tributo al médico noruego Gerhard Armauer Hansen, quien

identificd al bacilo Mycobacterium leprae como la causa de la enfermedad en 1873
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(33). Por tal motivo en el afio de 1967 se introdujo el término Hanseniasis para
reducir el estigma asociado con la enfermedad, dicho término fue propuesto por el

profesor Abrado Rotberg (34).

Mycobacterium leprae es un organismo parasito obligado intracelular y
pertenece al género Mycobacterium dentro de la familia Mycobacteriaceae en el
orden Actinomycetales. Es un bacilo de crecimiento lento, resistente al &cido,
grampositivo, con forma de bastén recto o ligeramente curvado, de aproximadamente
1 a 8um de largo y un diametro de 0,3 a 0,6pum con extremos redondeados y de tamafio

paralelo (35).

La micobacteria tiene un tiempo de duplicacion de 12-14 dias en comparacion
con Mycobacterium tuberculosis que es de 18 a 20 horas. El bacilo tiene
predisposicion por sitios frios del cuerpo, como la piel, la mucosa nasal y los nervios
periféricos, principalmente los superficiales, teniendo como preferencia una
temperatura entre 27 y 30°C. La estructura molecular del bacilo, principalmente la
capsula y la pared celular, le confieren ciertas propiedades que explican su efectividad

en un nicho ecoldégico muy limitado (36).

B) Inmunologia

Esta enfermedad granulomatosa presenta predisposicion por la piel y los
nervios periféricos. La presentacion clinica de la enfermedad depende del estado
inmunoldgico del paciente al adquirirla y de la evolucién de la misma (37). La

presentacion clinica e histopatoldgica dependen de la capacidad inmunoldgica del
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paciente en el momento de adquirir la infeccion o durante el desarrollo de la evolucion
natural de la misma. El macrofago es la célula predilecta por el bacilo, en ella se
agrega para formar conjuntos bacilares intracelulares denominados globias. Hasta la
actualidad no se logro cultivar en medios artificiales (38) . El bacilo se replica de
manera natural en armadillos de 9 bandas del sudeste de Estados Unidos, ardillas rojas
(Sciurus vulgaris) en las Islas Britanicas y primates no humanos, incluidos los

chimpancés (Pan troglodytes) en Africa y Asia (38).

La capsula esta formada por una gran cantidad de lipidos, siendo los dos méas
importantes el dimicocerosato de tiocerol y el glucolipido fendlico-1, este ultimo
blanco de una intensa respuesta humoral mediada por IgM. Otro componente
importante de la pared celular es el lipoarabinomanano, que es el antigeno para el
macrofago (39). Gran parte de los genes funcionales encontrados en otras
micobacterias han sido inactivados o convertidos en pseudogenes, inhabilitando
funciones como la reproduccion extracelular. De esta manera diversas funciones
metabolicas y de reproduccion hacen que sea una bacteria intracelular obligada con un

tiempo de replicacién prolongado (39).

En la actualidad se habla de susceptibilidad genética asociada al cromosoma
10p13 localizado cerca del gen que codifica los receptores de manosa tipo 1, que

funcionan como receptores fagociticos de los macréfagos (40).

C) Contagio
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La transmision no es conocida, pero se sabe que Mycobacterium leprae es una
micobacteria con un poder de contagio muy pobre. Entre los principales factores de
riesgo estan el hacinamiento y el contacto prolongado con la persona enferma sin
tratamiento (41). Se ha estudiado la posibilidad de la via respiratoria como canal
importante de transmision. Los pacientes con Lepra Lepromatosa (LL) son quienes
presentan una gran carga bacteriana en los tejidos, describiéndose hasta 7000 millones
de bacilos por gramo de tejido. Se sabe que los casos no lepromatosos tienen una carga
bacteriana mucho mas pequefia, del orden de un millén de organismos en total. El
bacilo se ha encontrado en gran numero en la mucosa nasal (100 millones de
microorganismos viables por dia) (42). Si bien se creia que la piel podria ser una
superficie de transmision, esto nunca se ha podido comprobar. Se ha descrito una
viabilidad del bacilo que oscila entre 36 horas hasta 9 dias fuera del cuerpo humano,

siendo asi posible la transmision por fémites (43).

D) Clasificacién

La clasificacion clinica méas utilizada es la de Ridley-Jopling, se basa en el
estado clinico e inmunoldgico del paciente. La enfermedad se divide en 2 polos (LL y
Lepra tuberculoide [LT]) y un estadio intermedio (lepra dimorfa [borderline]). Los
casos dimorfos se clasifican a su vez segun se acerquen al polo Lepramatoso o
Tuberculoide antecedidos por la palabra bordeline: Borderline lepromatoso (BL),
Borderline tuberculoide (BT) y Borderline borderline (BB). Estos casos se encuentran
en un estadio inestable que evoluciona eventualmente a una polaridad y puede ser

interrumpido con tratamiento farmacologico. En este estadio, a pesar de la dificultad
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del diagnostico clinico, es donde la lepra puede ser curada facilmente (44).

E) Aspectos clinicos

= Lepra tuberculoide
El espectro tuberculoide (LT y BT) se presenta como escasas maculas
hipopigmentadas, hipoestésicas, bien delimitadas con bordes eritematosos elevados y
zonas centrales atrdficas. En el rostro es dificil encontrar disminucion de la
sensibilidad debido a una abundante inervacion sensitiva. Generalmente se asocia
con anhidrosis y pérdida de anejos. Debido a que la LT representa un estado
inmunolégico competente, no es tipico observar lesiones grandes o en gran nimero
(44).
» Lepralepromatosa
El espectro categdrico lepromatoso (LL y BL) se caracteriza por papulas y
nodulos que confluyen, pudiendo originar una marcada infiltracion difusa de la
piel que da lugar a la denominada facies leonina y a la madarosis. Las lesiones
suelen ser simétricas y bilaterales, en esta polaridad suele haber mas afectacion

nerviosa e incapacidad que en la tuberculoide (44).

. Lepra dimorfos
Los casos dimorfos tienen una presentacion clinica aguda o subaguda y
provienen de casos indeterminados, presenta situacion clinica inestable y
transitoria en la cual se le debe iniciar el tratamiento oportuno; casi todos los casos

dimorfos evolucionan hacia LL. Clinicamente se presentan como placas
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eritematoescamosas circulares o anulares con bordes externos difusos e internos
bien delimitados, la evolucion de la lesion deja atrofia y pérdida de los anejos de

la piel. (44).

F) Diagndstico de la lepra

. Diagnostico clinico
El diagndstico actual se basa en 3 signos cardinales sefialados por la OMS
en 1997: i) lesiones en la piel de tipo parches hipopigmentados o eritematosos con
pérdida de sensibilidad, ii) engrosamiento de los nervios periféricos y iii)
presencia de bacilos &cido alcohol resistentes en la baciloscopia o en la biopsia de

piel (Tabla 1) (11).

Tabla 1.

Signos cardinales y clasificacion de lepra

Signos cardinales Clasificacion para tratamiento
— Parches  hipopigmentados 0o - Paucibacilar (1 a5 parches en piel)
levemente  eritematosos con — Multibacilar (6 o méas parches en

perdida definitiva de sensibilidad. piel)
— Nervios periféricos engrosados.
— Bacilo &cido alcohol resistente en

baciloscopia o biopsia de piel

Fuente: Britton et al. (11).
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. Baciloscopia

La baciloscopia tiene una especificidad del 100% y una sensibilidad del
50%. La baciloscopia se obtiene de la mucosa nasal, 16bulo de la oreja y/o
lesiones en piel. Se utiliza la tincion ZN para visualizar la micobacteria y el
resultado se interpreta utilizando la escala logaritmica de Ridley o indice

bacterioldgico (45).

. Biopsia de piel
La biopsia de piel se obtiene de una lesion cutanea y se tifie con la técnica
de Fite-Faraco, en el polo LT no se observan bacilos, pero se buscan granulomas

caracteristicamente con afectacion neural (37).

. Intradermorreaccion con Lepromina
La prueba de la Lepromina proviene de particulas de Mycobacterium
leprae extraido de lepromas. Se efectlia mediante inyeccion intradérmica 0,1ml de
reactivo de Lepromina y se aplica en la superficie flexora del antebrazo, la
respuesta se interpreta de dos maneras: una reaccién temprana llamada reaccién
de Fernandez que se interpreta a las 24 o 48 horas y una reaccion tardia conocida
como reaccion de Mitsuda que se realiza a los 21 dias. Es positiva cuando se

produce un nédulo mayor a 5mm (37).

2.2.2 Acido desoxirribonucleico

A) Estructura molecular del ADN



17

El ADN esta formado por tres moléculas: una pentosa (ribosa o
desoxirribosa), un grupo fosfato y una base nitrogenada. Hay cinco clases de bases
nitrogenadas diferentes: adenina (A), guanina (G), citosina (C), timina (T)/ uracilo
(U), las cuales son ensambladas de una en una por la célula y luego se encajan

juntos en el proceso de la replicacion/transcripcion (46).

El descubrimiento del ADN se debe a Johan Friedrich Miescher quien, en
1869, mientras estudiaba la composicién quimica de los glébulos blancos, observd
que dentro de las células habia una sustancia rica en fosfatos, sin azufre y
resistente a las proteasas, algo que no correspondia a la estructura tipica de los
lipidos o proteinas: por lo tanto, la aislé y la llam¢é “nucleina”, que posteriormente
se cambiaria a “acido nucleico” (46). Existen dos clases de acidos nucleicos: el
acido desoxirribonucleico (ADN), el azucar que contiene es la desoxirribosa, y el
acido ribonucleico (ARN) que contiene ribosa; ambos se encuentran en todas las

células procariotas, eucariotas y virus. (46)

Todos los organismos poseen estas biomoléculas que controlan y dirigen
la sintesis de sus proteinas, proporcionando la informacion que determina su
especificidad y caracteristicas bioldgicas, ya que estas contienen las instrucciones
necesarias para realizar procesos vitales y se responsabilizan de las funciones

béasicas en el organismo (46) (47).

B) Extraccion de ADN
La extraccion de ADN es un método por el cual se obtiene el ADN a partir

de las celulas y puede provenir de un cepillado bucal, vaginal, cervical, de fluidos
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como la saliva, la sangre o casi cualquier parte de un organismo. La extraccion
consiste en separar el ADN de otros componentes celulares (como la membrana o

las proteinas) con el fin de poder estudiarlo o manipularlo (32).

2.2.3 Deteccion molecular

“Deteccion molecular” es un término amplio que incluye técnicas de
biologia molecular en beneficio de la salud humana, detectando y/o cuantificando
secuencias genéticas especificas de acido ADN, ARN o proteinas. Inicialmente, el
concepto de “Biologia Molecular” se aplicé a los trabajos realizados sobre el
ADN (48).

La deteccion especifica de material genético en una muestra biolégica ha
mostrado un significativo impacto en todas las areas de la salud, sobre todo en las
areas de las enfermedades infecciosas y el céancer, el desarrollo de nuevas

tecnologias, mas rapidas y precisas (48).

2.2.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus
siglas en inglés (Polymerase Chain Reaction). Es una técnica de biologia
molecular desarrollada en 1986 por Kary Mullis, cuyo objetivo es obtener un gran
namero de copias de un fragmento de ADN partiendo una Unica copia; con la cual
el Dr. Kary Mullis comparte el premio Nobel de Quimica en 1993 por inventar
esta tecnologia (49). Este método permite multiplicar (amplificar) pequefias

cantidades de ADN en cientos de miles y millones de veces. ElI gramo a
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amplificar puede tener desde cincuenta hasta mas de dos mil nucleotidos de

longitud (50).

A. PCR cuantitativa en tiempo real

La PCR en tiempo real (QPCR) es una variante de la PCR convencional
(PCR de punto final) utilizada para amplificar y simultaneamente cuantificar de
forma absoluta el producto de la amplificaciéon de ADN molde, al menos un par
de cebadores especificos, desoxirribonucle6tidos trifosfatos (ANTPs), un tampén
de reaccion adecuado y una ADN polimerasa termoestable; a dicha mezcla se le
adiciona una sustancia marcada con un fluoréforo que permita medir la tasa de
generacion de uno o mas productos especificos en un termociclador provisto de
sensores de fluorescencia, tras excitar el fluoréforo a la longitud de onda
apropiada, dicha medicidn se realiza tras cada ciclo de amplificacion (51).

La ventaja de la gPCR proporciona una deteccion y cuantificacion en
menos tiempo, rapida y de alto rendimiento de las secuencias de ADN diana (7-8
Log10) y la multiplexacion de amplificacién de varios genes en una sola reaccion,
la gPCR es mas segura que permite evitar contaminaciones cruzadas, ya que no
requiere ninguna manipulacién adicional con las muestras después de la

amplificacion (52).

Pasos de la gPCR
a) Desnaturalizacion

La primera reaccion consiste en la desnaturalizaciéon del ADN,
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separandose las dos cadenas por ruptura de los enlaces de hidrégeno, las
condiciones tipicas de desnaturalizacion son 95°C por 30 segundos, o0 97°C por 15
segundos; sin embargo, temperaturas mas altas pueden ser apropiadas

especialmente para la hebra molde de ADN ricaen G + C (52).

b) Hibridacion
Segunda reaccion que consiste en hibridacion de los primers, para ello
se baja la temperatura y las condiciones facilitara la union de los primers a las
cadenas de ADN, la temperatura y el tiempo requerido para la hibridacion de
los primers depende de la composicién, tamafio y concentracion de los
primers amplificadores, el rango de actividad de las enzimas varia en dos
ordenes de magnitud entre 20 y 85°C; las temperaturas de hibridacion en el

rango de 55 a 72°C generan resultados adecuados (49).

c) Extension

La tercera reaccion se realiza a 72° C, temperatura a la cual, la
polimerasa lleva a cabo su accion, insertando los diferentes nucledtidos
complementarios en el orden que le va indicando la cadena que actia como
molde, el tiempo de extension depende de la longitud y concentracién de la
secuencia blanco y de la temperatura. La extension del primer se realiza
tradicionalmente a 72°C las estimaciones para la tasa de incorporacion de
nucleotidos a 2°C varia de 35 a 100 nucleétidos por segundo dependiendo del

buffer, pH, concentracion de sales y la naturaleza de la hebra molde de ADN
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(49).

B. Ciclo umbral (Ct)

El umbral (Threshold) es el valor calculado durante la fase exponencial
de la PCR en tiempo real, el cual se refiere al nivel de deteccion donde la
reaccion alcanza una intensidad de fluorescencia por encima de la linea base
(“baseline”) pero lo suficientemente bajo como para estar dentro de la region
de crecimiento exponencial de una curva de amplificacion. Se utiliza para la
determinacion del nimero del ciclo de la PCR o valor Ct en ensayos en tiempo

real (53).

— Valor Ct: es el niumero de ciclo de la PCR en el cual la sefal
fluorescente de la secuencia blanco cruza el umbral. Este valor se
utiliza en la cuantificacion absoluta o relativa de la expresion del gen

(53).

C. Muestra fijada
Son preparaciones fijas con muestras preparadas ya listas, este tipo de
preparacion permite observar a los microorganismos y resulta muy util cuando
se quiere almacenar por varios afios, ademas, estas preparaciones son muy

faciles de realizar, pues s6lo se coloca sobre la ldmina portaobjeto.

2.3 Formulacion de hipotesis

Hipotesis general
Es posible la extraccion de ADN de Mycobacterium leprae a partir de

muestras por raspado de incisién cutanea fijadas en laminas.
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I1l. METODOLOGIA

3.1 Método de la investigacion

El método de investigacion es hipotético — deductivo. Segun
Rodriguez et al. (2017) dicho método se basa en presuncién o hipdtesis
derivadas de leyes o datos empiricos que, si son consistentes con la realidad,
se comprueba la veracidad. Este método es de uso muy comun en medicina,

donde se identifica como diagndstico clinico (54).

3.1.1 Extraccion de ADN micobacteriano

Se realizd la extraccion de ADN a partir de muestras por raspados de
incision cutanea fijadas en laminas conteniendo bacilos de Mycobacterium
leprae. La extraccion de ADN se realiz6 en dos pasos: a) extraccion de ADN

propiamente dicha y b) control de calidad del ADN.

A) Extraccién de ADN a partir de muestras por raspado de
incision cuténea.

Para llevar a cabo la extraccion del material genético contenido en las
muestras por raspado de incisién cutanea (ADN humano y ADN de
Mycobacterium leprae) que se encuentran fijadas en laminas portaobjetos se
utiliz6 el kit comercial E.Z.N. A®, Tissue DNA kit (Omega Bio-tek),
siguiendo el protocolo del kit para extraccion de ADN tisular, con algunas
modificaciones que se evidencia en seccion de resultados.

El kit presentd los siguientes componentes:
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— Minicolumna HiBind® DNA
— Tubos de colecta de 2 mL

— Buffer BL

— Buffer TL

— Buffer HBC

— Buffer de lavado de DNA

— Buffer de elusion

— Solucion de Proteinasa K

El proceso de extraccion se dividid en cuatro etapas: lisis, union a
columna, lavado y elusion.
Lisis
= Todo el material bioldgico impregnado en la lamina (coloreada o sin
colorear) se hidrato utilizando el buffer TL e inmediatamente se traspasé
a tubos de microcentrifuga de 1.5 ml por raspado directo utilizando hojas
de bisturi.
= Se adicion6 180ul de Buffer TL y 25ul de solucién de Proteinasa K. Se
agitod en vortex para mezclar bien. Se incubo a 55°C con agitacién por 1
hora.
= Se agreg6 4 ul de RNasa A (100 mg/ml). Se mezclo por pipeteo y dejo
reposar a temperatura ambiente durante 2 minutos.
= Se centrifugd a 10000 rpm por 5 minutos y luego se transfirié el
sobrenadante a un tubo de microcentrifuga estéril de 1.5ml.
=  Se afiadio 200ul de Buffer BL y agito en vértex para mezclar bien. Se

incubo a 70°C durante 10 minutos.

Unidén a columna
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Se insertd una Mini columna HiBind DNA en un tubo de colecta de 2ml.
Se transfirié toda la muestra procesada al interior de la mini columna
HiBind DNA, incluidos los precipitados que se hayan podido formar, y se
centrifug6 a 12000 rpm por 1 minuto. Se desechd el filtrado y reutilizo el
tubo de colecta.

Se afiadio 500l de Buffer HBC (diluido con Isopropanol-100%) a la mini
columna, y centrifugo a 12000 rpm por 30 segundos. Se desecho el

filtrado y el tubo de colecta.

Lavado

Se introdujo la mini columna HiBind DNA en un nuevo tubo de colecta de
2ml y afiadié 700ul de Buffer de lavado de ADN (diluido con Etanol-
100%). Se centrifugd a 12000 rpm por 30 segundos. Se desechd el filtrado
y reutilizo el tubo de colecta.

Se repiti6 el paso de lavado con el Buffer de lavado de ADN.

Se centrifugo la mini columna HiBind DNA vacia a 14000 rpm durante 2

minutos para secar la columna.

Elusion de ADN

Se transfirio la mini columna HiBind DNA a un tubo de microcentrifuga
de 1.5mL libre de nucleasas.

Se afiadio 30 de Buffer de elucion calentado a 70°C e incubo la columna
completa a 70°C por 1 minuto. Luego, Centrifugo a 14 000 rpm por 1

minuto.
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= Se repitio el paso de elucion usando el volumen previo.

= Se almaceno el ADN eluido a -20°C.

B) Control de calidad del ADN
La calidad del ADN obtenido se evaluo a través de la cantidad y la pureza del
material genético. La cantidad de ADN se evalu6 mediante cuantificacion
fluorométrica de ADN de doble cadena usando el kit “Qubit High Sensitivity”
(Thermo Fisher Scientific), y la calidad del ADN se determin6d mediante relacion de
absorbancia 260/280nm.
Las muestras de ADN se almacenaron a -20°C para posteriormente realizar la

confirmacion de la extraccion mediante gPCR.

3.1.2 Confirmacion molecular de obtencion de ADN de Mycobacterium
leprae
La confirmacion de obtencion de ADN conteniendo material genético de
Mycobacterium leprae fue realizado mediante gPCR para lao cual se describe el

proceso realizado:

A) Seleccion de primers y sonda de ADN

Se utilizaron primers y una sonda que tienen como blanco el gen 16S rRNA
previamente reportados por Martinez y col. (55). Las secuencias nucleotidicas de los
primers y sondas seleccionadas fueron derivados a casas comerciales para su
respectiva sintesis. La sonda fue disefiada con la metodologia TagMan usando el

fluor6foro FAM como molécula reportera (Tabla 2.).



26

Tabla 2.

Secuencia de cebadores y sonda para ensayo de PCR en tiempo real

Tipo Nombre Secuencia

Primer forward ML16S_ARNrTag-F  5’-GCATGTCTTGTGGTGGAAAGC-3’
Primer reverse  ML16S_ARNrTag-R 5’-CACCCCACCAACAAGCTGAT-3’
Sonda ML16S_ARNIrTaq 5’-CATCCTGCACCGCA-3’

B) Protocolo de gPCR
La gPCR se realizd utilizando el sistema de amplificacion TagMan. La
mezcla maestra y las condiciones de ciclaje se realizaron segun lo establecido por
Martinez y col. (55) con ligeras modificaciones. Se afiadio 5 pl de muestra de
ADN a un volumen de Mezcla maestra de 20 pl conteniendo TagMan 2x (incluye
la Polimerasa), 500 nM de cada primer y 100 nM de la sonda 16S rRNA.

La mezcla de reaccidn se sometid a las siguientes condiciones de ciclaje:
un ciclo de 95 °C durante 3 minutos y 45 ciclos de 95 °C durante 15 segundos,
luego 56°C durante 1 minuto (55)

Las corridas de gPCR fueron realizadas utilizando el equipo Rotor-Gene-
Q disponible en las instalaciones de Biomedicina del Instituto Nacional de

Salud.

3.2 Enfoque de la investigacion
El enfoque de investigacion es Cuantitativo, segun Hernandez et al.

(2018) ; este tipo de enfoque describe de manera secuencial para
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comprobar ciertas suposiciones, se basa en la medicion y analisis
utilizando métodos estadisticos (56).
3.3 Tipo de investigacion

El tipo de investigacion es de tipo Basica, como lo describe Arias et
al. en este tipo de investigacion no se resuelve ningin problema
inmediato, mas bien, sirven de base tedrica para otros tipos de

investigacion (57).

3.4 Disefio de la investigacion
El estudio presenta un alcance descriptivo y de corte transversal.
El nivel descriptivo, segiin Hernandez-Sampieri et al. Tiene como funcion
especificar las propiedades, caracteristicas, perfiles, ademas describe y
fundamentan varios aspectos del fenémeno. (56). El corte transversal,
segun Monterola et al. recoge los datos en un solo momento y solo una

vez. (58).

3.5 Poblacién, muestra'y muestreo

3.5.1 Poblacién

Se utilizaron todas las muestras (50 muestras) con baciloscopias positivas y
negativas a Mycobacterium leprae provenientes por raspado de incision cutanea
fijadas en laminas que fueron diagnosticados por baciloscopia en el Laboratorio de
Referencia Nacional de Micobacterias (LRNM) del Instituto Nacional de Salud

(INS). EIl periodo comprendio los afios 2019 — 2023, y se encontraban almacenadas
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en la coleccion de muestras del LRNM.

35.2  Muestra

Se utiliz6 un total de 50 muestras por raspado de incision cutanea fijadas en
laminas con diagnoésticos de baciloscopia positiva (30) y negativas (20) para
Mycobacterium leprae, que se almacenadas en la coleccion de muestras del LRNM
del INS. Se incluy6 1 muestra de Staphylococcus sp. fijada en lamina como control
negativo, 1 ldmina con baciloscopia positiva con IB 6+ y con diagnostico clinico de
tipo lepra lepromatosa como control positivo, 1 control de extraccion (agua) y 1
control de sistema (en etapa de preparacion de mezcla maestra).

Todos los procesos de extraccion de ADN se llevaron a cabo en

instalaciones con niveles de Bioseguridad 2 y 3 del LRNM del INS.

3.5.3 Muestreo

Las muestras por raspado de incisién cutanea fijadas en laminas se
seleccionaron realizando un muestreo censal que cumpliesen los criterios de

inclusion.

Criterios de inclusién

. Muestras por raspado de incision cutanea fijadas en laminas
almacenadas en la coleccion del LRNM del INS (periodo 2019 al

2023).

. Muestras por raspado de incision cutanea fijadas en laminas con
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baciloscopia positiva y/o negativa para Mycobacterium leprae.

. Muestras por raspado de incisién cutéanea fijadas en ldminas de

zonas, como lébulo de oreja, codo, rodilla 'y lesion.

. Muestras por raspado de incision cutanea fijada en laminas que se

encuentran en adecuado estado de almacenamiento y bien rotulada.
Criterios de exclusion

. Muestras por raspado de incision cutanea fijadas en laminas con

restos de sangre.

. Muestras que se encuentran fijadas en laminas rotas.



3.6 Variables y operacionalizacion
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_ Definicion Definicion ] ] ) Escala de _
Variable ] Dimensiones Indicador o Escala valorativa
conceptual operacional Medicion
. Cantidad adecuada
. Concentracion en
Cantidad de microgramos/mililitro Nominal (IADN] = Ing/mL.)
Obtencién de ADN (g /m?) Cantidad inadecuada
Técni . M
echica ADN a partir de ([ADN] < 1ng/mL)
., molecular para Baja pureza
Extraccion - muestras por ) dice <1.7
extraccion de raspado de ; | Relacion 260/280 I(;n ice <1.7)
ADN. LR ] urezade | .osoetros (nm . uena pureza
Incision cutanea ADN (nm) Nominal (indice entre 1.7-1.9)
Baja pureza
(indice > 1.9)
ADN de
Mycobacterium
Material Obtencion de e leprae detectado
. . Amplificacion
Deteccion de | genético de ADN de P . . (Ct<40)
: : mediante Valor Ct Ordinal
M leprae Mycobacterium | Mycobacterium GPCR ADN de

leprae.

leprae

Mycobacterium
leprae no detectado
(Ct>40)
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3.7 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1 Técnica

La técnica empleada es el método experimental debido a que se extrajo
ADN a partir de laminas fijadas siguiendo el protocolo previamente descrito.
Se utilizé un registro de recoleccion de datos, que permitié almacenar los
resultados obtenidos de cada uno de los experimentos y en donde se incluyd
cada una de las muestras con las codificaciones utilizadas especificas para el
estudio. Los datos obtenidos primero fueron registrados en “Hojas de trabajo

fisicas” y luego fueron digitalizados.

3.7.2 Descripcion de instrumentos

Se utiliz6 como instrumento la hoja de trabajo para el reporte fisico de

los resultados obtenidos, la cual fue elaborada por la tesista.

3.7.3 Validacion

El instrumento de recoleccién de datos fueron validados a través de

Juicio de expertos (Anexo 3).

3.74 Confiabilidad

Al ser el instrumento hojas de trabajo de recoleccion de datos, de los

procesos de extraccion de ADN no amerita un test de confiabilidad.
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3.8 Plan de procesamiento y analisis de datos

La extraccion de ADN fue evaluada segun parametros de calidad y cantidad
del material genético que se obtuvo a partir de las muestras evaluadas. Para esto, se
analizaron las muestras por raspado de incision cutanea positivas para Mycobacterium
leprae. Las concentraciones de ADN (JADN]) fueron categorizadas en adecuada
([ADN] > 1ng/mL) o inadecuada ([ADN] < 1ng/mL), segln lo obtenido de las lecturas
por fluorescencia, utilizando el equipo fluorémetro Qubit Thermo scientific y se
establecieron las frecuencias relativas para cada categoria. La calidad de ADN fue
determinada por espectrofotometria, usando la relacion de absorbancia a 260nm y 280nm.
Para dicho proceso se utiliz6 un espectrofotometro NanoDrop 8000 de Thermo
scientific que incluye un software que proporciona espectros de absorbancia y
concentraciones. Se categorizo como: ADN de buena calidad entre 1.7 — 1.9

(Relacion 260/280) o de baja calidad < 1.7 0 > 1.9).

3.9 Aspectos éticos

El presente estudio de investigacion se presentd al Comité de ética de la
Universidad Privada Norbert Wiener, luego de su revision y aprobacion, mediante una
constancia de aprobacion fue presentado al Comité Institucional de Etica en
Investigacion del Instituto Nacional de Salud y fue aprobada mediante Resolucion
Directoral.

La investigacion no involucro la participacion de seres humanos. El presente
estudio no recolecté muestras por raspado de incision cutanea de uso exclusivo para la
investigacion, sino que utilizé laminas que ya fueron diagnosticadas por baciloscopia.

En ninguna etapa del estudio se tuvo contacto con algun paciente.
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El resultado oportuno y exacto de diagnostico por raspado de incision cutanea
de los pacientes no fueron perjudicados, debido a que se trabajaron con muestras ya
procesadas en afos anteriores. Las muestras, ademas de contar con una codificacion
propia del laboratorio, recibieron una segunda codificacion especifica para el presente
estudio. No se requirié consentimiento informado.

Los resultados serdn publicados y compartidos en una revista cientifica

indexada.

IV. PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
4.1 Resultados

4.1.1 Andlisis descriptivo de resultados

a) Extraccion de ADN de Mycobacterium leprae
De acuerdo al protocolo de extraccion se realizd previamente la
evaluacion de parametros como: presencia de lisozima y volumen final de
elucién. Para la lisozima se evalu6 la inclusion o no de este componente. Para

el volumen final de elucidn se evalué 60 y 100 uL respectivamente (Tabla 3)

Tabla 3.

Esquema de procesamiento

N° Buffer  Volumen final NuUmero de
prueba Lisozima de elusién laminas
(uL)
1 Si 60 6
2 Si 100 6
3 No 60 6
4 No 100 6

A cada prueba se adiciono 1 control de extraccion (Agua)
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b) Laminas fijadas con indice bacteriologico

Para cada prueba se incluyeron 6 laminas confirmadas por:

o indice baciloscopico (4+) = 2 laminas
o indice baciloscopico (5+) = 2 laminas
e Indice baciloscopico (6+) = 2 laminas.

Durante la evaluacién de extraccién se obtuvo mejores resultados con la
prueba nimero 3 (tabla 4), de forma que se ajust6 los pardmetros para la
extraccion de las muestras: no se utilizd Lisozima y el volumen final de elusion

60uL.

Tabla 4.

Resultados de la prueba 3

Codigo  Codigo bactL??;fggico Qﬁg:‘t"(ng‘;r?]‘i) 260/280  Valor Ct
1 PBA-LEP-1 2t 26.8 1.95 28.64
2 PBA-LEP-2 a+ 81.9 226 28.05
3 PBA-LEP-3 5+ 38.5 1.87 28.91
4 PBA-LEP-4 5+ 231 2,05 25.93
5  PBA-LEP-5 6+ 135 1.74 25.6
6  PBA-LEP-6 6+ 23.3 211 30.01
7 PBA-LEP-7 CN Fuera de rango 2.15

Las 30 muestras con baciloscopia positiva fueron procesadas de acuerdo a
la metodologia descrita. La distribucion del indice bacterioldgico fue de 1+ hasta

6+, como se describe en la (tabla 5).
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Tabla 5.

indice bacterioldgico de laminas de Mycobacterium leprae

. _ Indice bacterioldgico
NuUmero de laminas

(cruces)
2 1+
3 2+
3 3+
2 4+
10 5+
10 6+

Las 20 muestras negativas corresponden a laminas por raspado de incision

cutanea fijadas en laminas con baciloscopia negativa.

Nivel de calidad de ADN

Se determino el nivel de calidad del ADN de las 50 muestras extraidas,
mediante un espectrofotometro donde se midio el indice 260/280 (Nanodrop8000 de
Thermo Fisher).

En la medicion de las 50 muestras, se obtuvo un indice 260/280 con un
intervalo de valores, minimo de 1.02 y maximo de 2.87, los cuales no presentaron
ninguna relacién respecto al indice bacterioldgico para cada muestra evaluada (Tabla

6).



Tabla 6.

Resultados de la calidad de ADN de Mycobacterium leprae
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Cadigo indice Relacion Cadigo indice Relacion
interno bacteriologico ~ 260/280 interno  bacteriolégico  260/280
INS-LEP-1 1+ 1.43 INS-LEP-26 6+ 1.49
INS-LEP-2 1+ 2.75 INS-LEP-27 6+ 1.93
INS-LEP-3 2+ 1.81 INS-LEP-28 6+ 1.89
INS-LEP-4 2+ 1.52 INS-LEP-29 6+ 1.30
INS-LEP-5 2+ 2.03 INS-LEP-30 6+ 2.12
INS-LEP-6 3+ 2.87 INS-LEP-31 Negativo 1.85
INS-LEP-7 3+ 1.85 INS-LEP-32 Negativo 2.06
INS-LEP-8 3+ 2.05 INS-LEP-33 Negativo 1.27
INS-LEP-9 4+ 2.24 INS-LEP-34 Negativo 2.52
INS-LEP-10 4+ 1.48 INS-LEP-35 Negativo 2.01
INS-LEP-11 S5+ 2.17 INS-LEP-36 Negativo 1.02
INS-LEP-12 5+ 1.88 INS-LEP-37 Negativo 2.15
INS-LEP-13 5+ 1.37 INS-LEP-38 Negativo 1.47
INS-LEP-14 5+ 1.96 INS-LEP-39 Negativo 1.28
INS-LEP-15 5+ 1.96 INS-LEP-40 Negativo 1.65
INS-LEP-16 5+ 1.53 INS-LEP-41 Negativo 1.48
INS-LEP-17 5+ 2.00 INS-LEP-42 Negativo 2.58
INS-LEP-18 5+ 1.46 INS-LEP-43 Negativo 2.19
INS-LEP-19 5+ 1.83 INS-LEP-44 Negativo 1.75
INS-LEP-20 5+ 1.76 INS-LEP-45 Negativo 242
INS-LEP-21 6+ 1.62 INS-LEP-46 Negativo 1.21
INS-LEP-22 6+ 2.20 INS-LEP-47 Negativo 2.25
INS-LEP-23 6+ 1.23 INS-LEP-48 Negativo 1.98
INS-LEP-24 6+ 1.75 INS-LEP-49 Negativo 1.83
INS-LEP-25 6+ 1.39 INS-LEP-50 Negativo 1.66




Tabla 7.

Calidad de ADN (escala valorativa) respecto al resultado gPCR
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OO0 pon (e "M OO0 o e
valorativa) valorativa)
INS-LEP-1 Baja Positivo INS-LEP-26 Baja Positivo
INS-LEP-2 Baja Positivo INS-LEP-27 Buena Positivo
INS-LEP-3 Buena Positivo INS-LEP-28 Buena Positivo
INS-LEP-4 Baja Positivo INS-LEP-29 Baja Positivo
INS-LEP-5 Baja Positivo INS-LEP-30 Baja Positivo
INS-LEP-6 Baja Positivo INS-LEP-31 Buena Negativo
INS-LEP-7 Buena Positivo INS-LEP-32 Baja Negativo
INS-LEP-8 Baja Positivo INS-LEP-33 Baja Positivo
INS-LEP-9 Baja Positivo INS-LEP-34 Baja Negativo
INS-LEP-10 Baja Positivo INS-LEP-35 Baja Positivo
INS-LEP-11 Baja Positivo INS-LEP-36 Baja Positivo
INS-LEP-12 Buena Positivo INS-LEP-37 Baja Negativo
INS-LEP-13 Baja Positivo INS-LEP-38 Baja Positivo
INS-LEP-14 Buena Positivo INS-LEP-39 Baja Negativo
INS-LEP-15 Buena Positivo INS-LEP-40 Baja Negativo
INS-LEP-16 Baja Positivo INS-LEP-41 Baja Negativo
INS-LEP-17 Baja Positivo INS-LEP-42 Baja Negativo
INS-LEP-18 Baja Positivo INS-LEP-43 Baja Negativo
INS-LEP-19 Buena Positivo INS-LEP-44 Buena Negativo
INS-LEP-20 Buena Positivo INS-LEP-45 Baja Negativo
INS-LEP-21 Baja Positivo INS-LEP-46 Baja Positivo
INS-LEP-22 Baja Positivo INS-LEP-47 Baja Positivo
INS-LEP-23 Baja Positivo INS-LEP-48 Buena Negativo
INS-LEP-24 Buena Positivo INS-LEP-49 Buena Positivo
INS-LEP-25 Baja Positivo INS-LEP-50 Baja Positivo
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Figura 1.

Resultado de la calidad de ADN (escala valorativa) respecto al Resultado g°PCR
(cualitativo).

30
Calidad de ADN vs Ct
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Calidad ADM (Buena) Calidad ADM (Baja)
Positivo gPCR 11 27
MNegativo qPCR 3 9

Interpretacion:

De 14 (28%) muestras evaluadas con calidad de ADN buena, 11 muestras
salieron positivos. De 36 (72%) muestras con calidad de ADN baja, 27 salieron positivos.
De la misma forma, de 14 muestras evaluadas con calidad de ADN buena, 3 salieron
negativos. De 36 muestras con calidad de ADN baja, 9 muestras salieron negativos. Los
rendimientos de la gPCR son Gptimos tanto para muestras de baja y buena calidad.

Medicion de la cantidad de ADN

Se realiz6 la medicidn de la cantidad de ADN de las 50 muestras extraidas a partir
de muestras fijadas en laminas, se evaludé mediante cuantificacion fluorométrica de ADN
de doble cadena usando el kit “Qubit High Sensitivity” (ThermoFisher Scientific). Se

midié la cantidad utilizando dos estandares. Los resultados obtenidos se muestran en la
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tabla 8.

Tabla 8.

Resultados de cantidad de ADN de Mycobacterium leprae en muestras fijadas en laminas.

Conc.
_Cédigo I’nglicg : Tpr Cadigo interno I’n(_jicg . ConQClJt-)riEtJ .
interno bacterioloégico  Qubit bacterioldgico

(ng/mL) (ng/mL)
INS-LEP-1 1+ 1.06 INS-LEP-26 6+ 3.09
INS-LEP-2 1+ 0.86 INS-LEP-27 6+ 10.80
INS-LEP-3 2+ 7.35 INS-LEP-28 6+ 12.10
INS-LEP-4 2+ 1.87 INS-LEP-29 6+ 4.97
INS-LEP-5 2+ 2.55 INS-LEP-30 6+ 6.44
INS-LEP-6 3+ 0.74 INS-LEP-31 Negativo 0.97
INS-LEP-7 3+ 1.05 INS-LEP-32 Negativo 0.50
INS-LEP-8 3+ 211 INS-LEP-33 Negativo 1.82
INS-LEP-9 4+ 46.80 INS-LEP-34 Negativo 243
INS-LEP-10 4+ 19.30 INS-LEP-35 Negativo 7.20
INS-LEP-11 5+ 1.24 INS-LEP-36 Negativo 1.87
INS-LEP-12 5+ 6.28 INS-LEP-37 Negativo 1.87
INS-LEP-13 5+ 21.30 INS-LEP-38 Negativo 0.84
INS-LEP-14 5+ 1.06 INS-LEP-39 Negativo 0.61
INS-LEP-15 5+ 1.32 INS-LEP-40 Negativo 2.15
INS-LEP-16 5+ 0.90 INS-LEP-41 Negativo 1.27
INS-LEP-17 5+ 3.47 INS-LEP-42 Negativo 1.63
INS-LEP-18 5+ 1.15 INS-LEP-43 Negativo 0.54
INS-LEP-19 5+ 13.70 INS-LEP-44 Negativo 37.00
INS-LEP-20 5+ 12.40 INS-LEP-45 Negativo 38.10
INS-LEP-21 6+ 15.00 INS-LEP-46 Negativo 4.02
INS-LEP-22 6+ 24,00 INS-LEP-47 Negativo 4.32
INS-LEP-23 6+ 2.52 INS-LEP-48 Negativo 67.20
INS-LEP-24 6+ 3.13 INS-LEP-49 Negativo 5.30
INS-LEP-25 6+ 1.56 INS-LEP-50 Negativo 1.10

Nota. Los resultados obtenidos de la cantidad de ADN fueron expresados en ng/mL

desde un valor minimo de 0.5 ng/mL hasta 67.2 ng/mL.



concordancia categdrica con los siguientes resultados (Tabla 9)
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De las 50 muestras analizadas mediante indice baciloscopico y gPCR, se establecid la

Tabla 9. Analisis de concordancia categorica entre indice baciloscépico y PCR en tiempo

real a partir de muestras fijada en lamina.

Cadigo Indice Ciclo Concordancia Codigo Indice Ciclo Concordancia
interno bacteriolédgico umbral (Ct) categorica interno bacteriolégico umbral (Ct) categorica
INS-LEP-1 1+ 26.28 CONCORDANTE INS-LEP-28 6+ 29.56 CONCORDANTE
INS-LEP-2 1+ 37.27 CONCORDANTE INS-LEP-29 6+ 29.6 CONCORDANTE
INS-LEP-3 2+ 38.9 CONCORDANTE INS-LEP-30 6+ 26.78 CONCORDANTE
INS-LEP-4 2+ 34.72 CONCORDANTE INS-LEP-31 Negativo CONCORDANTE
INS-LEP-5 2+ 33.86 CONCORDANTE INS-LEP-32 Negativo CONCORDANTE
INS-LEP-6 3+ 31.72 CONCORDANTE INS-LEP-33 Negativo 36.22 DISCORDANTE
INS-LEP-7 3+ 36.43 CONCORDANTE INS-LEP-34 Negativo CONCORDANTE
INS-LEP-8 3+ 29.67 CONCORDANTE INS-LEP-35 Negativo 30.21 DISCORDANTE
INS-LEP-9 4+ 28.91 CONCORDANTE INS-LEP-36 Negativo 27.90 DISCORDANTE
INS-LEP-10 4+ 30.01 CONCORDANTE INS-LEP-37 Negativo CONCORDANTE
INS-LEP-11 5+ 28.08 CONCORDANTE INS-LEP-38 Negativo 39.00 DISCORDANTE
INS-LEP-12 5+ 25.55 CONCORDANTE INS-LEP-39 Negativo CONCORDANTE
INS-LEP-13 5+ 29.30 CONCORDANTE INS-LEP-40 Negativo CONCORDANTE
INS-LEP-14 5+ 33.49 CONCORDANTE INS-LEP-41 Negativo CONCORDANTE
INS-LEP-15 5+ 27.09 CONCORDANTE INS-LEP-42 Negativo CONCORDANTE
INS-LEP-16 5+ 37.61 CONCORDANTE INS-LEP-43 Negativo CONCORDANTE
INS-LEP-17 5+ 23.73 CONCORDANTE INS-LEP-44 Negativo CONCORDANTE
INS-LEP-18 5+ 24.63 CONCORDANTE INS-LEP-45 Negativo CONCORDANTE
INS-LEP-19 5+ 25.79 CONCORDANTE INS-LEP-46 Negativo 36.74 DISCORDANTE
INS-LEP-20 5+ 23.71 CONCORDANTE INS-LEP-47 Negativo 38.43 DISCORDANTE
INS-LEP-21 6+ 23.28 CONCORDANTE INS-LEP-48 Negativo CONCORDANTE
INS-LEP-22 6+ 20.84 CONCORDANTE INS-LEP-49 Negativo 39.02 DISCORDANTE
INS-LEP-23 6+ 28.30 CONCORDANTE INS-LEP-50 Negativo 38.96 DISCORDANTE
INS-LEP-24 6+ 29.31 CONCORDANTE INS-LEP-51 CN CONCORDANTE
INS-LEP-25 6+ 29.38 CONCORDANTE INS-LEP-52 CE CONCORDANTE
INS-LEP-26 6+ 28.61 CONCORDANTE INS-LEP-53 CS CONCORDANTE
INS-LEP-27 6+ 25.09 CONCORDANTE INS-LEP-54 CP (6+) 25.60 CONCORDANTE

Leyenda: CN: control negativo. CE: control de extraccion. CS: control de sistema. CP: control positivo
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Nota. En la tabla 9 se observa que, de las 50 muestras amplificadas, 30 fueron
segun gPCR, obteniéndose un 100 % de concordancia con los resultados obtenidos
mediante el indice bacterioldgico. Respecto a las muestras negativas por baciloscopia, de
las 20 muestras amplificadas, 8 muestras resultaron positivas por g°PCR obteniendo una

discordancia de 40% entre ambas metodologias para estas muestras.

Ademas, referente al control negativo se incluyd una muestra de Staphylococcus
sp fijada en ldmina, la cual dio negativo por gPCR, demostrando la efectividad de dicha
técnica, donde se utilizd primers y sonda especificos para Mycobacterium leprae.
Respecto a los controles de extraccion y de sistema que se incluyd en dicho proceso se
evidencio resultados sin presencia de contaminacion, demostrando un buen proceso de

extraccion y amplificacion

Figura 2.
Amplificacion de muestras de M leprae.
Quantitation data for Cycling A.Green
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Interpretacion:

En la figura 2 se observa las curvas de amplificacion de las 50 muestras
procesadas, la linea umbral (t) permite discriminar las muestras positivas y negativas.
Todas las muestras positivas presentaron un valor, como se muestra en la tabla 10. De
esta manera se confirma la positividad de las muestras por g°PCR a Mycobacterium leprae

Tabla 10.

Comparacidon del Ct de la gPCR con indice bacterioldgico 1+ y 2+

bactlenr(ijcl)lcggico Clellz mof (S
1+ 26.28
1+ 37.27
2+ 38.9
2+ 34.72
2+ 33.86
Promedio 34.2

Nota. En la tabla se observa el promedio de las Ct de la qPCR obtenido para las muestras

con indice bacterioldgico 1+ y 2+, el cual es de 34.2

Figura 3.

Resultados de indice bacterioldgico 1+ y 2+ respecto al resultado de qPCR.
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Interpretacion:
En cuanto al grafico del indice bacterioldgico 1+ y 2+ se evidencia a menor cantidad de
IB mayor cantidad de Ct

Tabla 11.

Comparacion del Ct de la gPCR con indice bacterioldgico 3+ y 4+

indice Ciclo umbral
bacterioldgico (CY)
3+ 31.72
3+ 36.43
3+ 29.67
4+ 28.91
4+ 30.01
Promedio 31.35

Nota. En la tabla se observa el promedio de las Ct de la qPCR obtenido para las muestras

con indice bacteriol6gico 3+ y 4+, el cual es de 31.35.

Figura 4.

Resultados de indice bacterioldgico 3+ y 4+ respecto al resultado de qPCR.
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Interpretacion:
Se observa la relacion inversa de nimero de ciclos e indice bacterioldgico, a

menor indice bacteriolégico mayor nimero de ciclos.

Tabla 12.

Comparacion del Ct de la gPCR con indice bacterioldgico 5+

Indice bacterioldgico Ciclo umbral (Ct)
5+ 28.08
5+ 25.55
5+ 29.3
5+ 33.49
5+ 27.09
5+ 37.61
5+ 23.73
5+ 24.63
5+ 25.79
5+ 23.71
Promedio 27.9

Nota. En la tabla se observa el promedio de las Ct de la qPCR obtenido para las muestras

con indice bacteriol6gico 5+, el cual es de 27.9.
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Figura 5.

Resultados de indice bacterioldgico 5+ respecto al resultado de gPCR.
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Interpretacion:
Se observa la relacion inversa entre el nimero de ciclos e indice bacterioldgico, a
mayor indice bacteriolégico menor nimero de ciclos.

Tabla 13.
Comparacién del Ct de la gPCR con indice bacteriolégico 6+

Indice bacterioldgico Ciclo umbral (Ct)

6+ 23.28
6+ 20.84
6+ 28.3
6+ 29.31
6+ 29.38
6+ 28.61
6+ 25.09
6+ 29.56
6+ 29.6
6+ 26.78

Promedio 27.1
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Nota. En la tabla se observa el promedio de las Ct de la qPCR obtenido para las

muestras con indice bacterioldgico 6+, el cual es de 27.1

Figura 6.

Resultados de indice bacterioldgico 6+ respecto al resultado de gPCR.
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Interpretacion:

Se observa la relacion inversa entre el numero de ciclos e indice bacterioldgico, a

mayor indice bacteriolégico menor nimero de ciclos.



Tabla 14.

Relacidén de muestras con baciloscopia negativas respecto a resultados de qPCR

Cadigo interno bactlenr(ijci)(lzc’?gico Resultado gPCR
INS-LEP-31 Negativo Negativo
INS-LEP-32 Negativo Negativo
INS-LEP-33 Negativo Positivo
INS-LEP-34 Negativo Negativo
INS-LEP-35 Negativo Positivo
INS-LEP-36 Negativo Positivo
INS-LEP-37 Negativo Negativo
INS-LEP-38 Negativo Positivo
INS-LEP-39 Negativo Negativo
INS-LEP-40 Negativo Negativo
INS-LEP-41 Negativo Negativo
INS-LEP-42 Negativo Negativo
INS-LEP-43 Negativo Negativo
INS-LEP-44 Negativo Negativo
INS-LEP-45 Negativo Negativo
INS-LEP-46 Negativo Positivo
INS-LEP-47 Negativo Positivo
INS-LEP-48 Negativo Negativo
INS-LEP-49 Negativo Positivo

INS-LEP-50 Negativo Positivo
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Figura 7.

Resultados de muestras con baciloscopia negativa respecto al resultado qPCR.
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Interpretacion:
De 20 muestras procesadas con resultado de baciloscopia negativa, se observa
que 8 muestras dieron positivo mediante gPCR, lo que demuestra un mejor

rendimiento de deteccion de Mycobacterium leprae por el método molecular.

4.1.2. Discusion de resultados
La lepra en el Perq, ha evidenciado buenos resultados en la lucha contra esta
enfermedad (7); sin embargo, en la actualidad adn se reporta alrededor de 30 casos
nuevos cada afio, principalmente en zonas endémicas de la Amazonia (14). Asi mismo,
se notifican casos de lepra en zonas no endémicas como Lima y La libertad, lo cual
podria explicarse por el proceso de la inmigracion de personas de las zonas endemicas

hacia la region costera, asi como la presencia de extranjeros debido al proceso



49

migratorio de paises vecinos, el cual se incrementd en estos ultimos afios. (59)

El diagnostico tardio favorece la transmision continua y aumenta el riesgo
individual de discapacidades funcionales, en ese sentido, las herramientas de laboratorio
se consideran beneficiosas para facilitar la deteccion temprana de la enfermedad (60).
Ante esto, consideramos que el presente estudio es la primera prueba de biologia
molecular que se desarrolla en el pais a partir de la extraccion del ADN de
Mycobacterium leprae a partir de muestras fijadas en laminas proveniente de pacientes
con diagndstico clinico para esta enfermedad.

Actualmente, en Per( el Unico diagndstico de laboratorio es la baciloscopia, el
cual presenta una limitacion por su baja sensibilidad para pacientes de forma clinica de
tipo tuberculoide, los paucibacilares y los contactos de pacientes positivos, ya que en su
totalidad de estas son baciloscopia negativa. Para este tipo de pacientes es importante
implementar PCR en tiempo real.

Las muestras procesadas correspondieron a pacientes con diagnéstico
baciloscopico positivo (n=30) y negativo (n=20), y en los resultados presentados
evidenciamos una alta concordancia (100%) para las muestras positivas y una
positividad de (40%) para las muestras negativas. Estos resultados son similares con los
reportados en el 2016 por Siwakoti y col. donde realizaron comparacion de dos
métodos, microscopia de frotis cutaneo en hendidura (SSS) y PCR para amplificar la
secuencia de 129pb del elemento repetitivo de Mycobacterium leprae. La sensibilidad
de SSS y PCR fue del 18% y 72%, respectivamente. La mejora del 54% en la deteccion
de casos mediante PCR mostrd claramente su ventaja sobre la SSS. Ademas, la PCR

pudo confirmar el diagnéstico de lepra en el 66% de los casos negativos para Bacilo


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Siwakoti+S&cauthor_id=28027305
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acido alcohol resistente (BAAR), lo que indica su superioridad sobre la SSS. Ademas,
en los pacientes PB la sensibilidad de la PCR fue del 44%, mientras que en los pacientes
MB fue del 78% (27). De la misma manera, Kamble RR (2010) evaluaron la extraccién
de ADN de Mycobacterium leprae de 46 muestras con resultado negativos para
baciloscopia donde detectaron ADN de Mycobacterium leprae en 15 (32,6%) muestras.
El ADN se aislo con éxito a partir de portaobjetos tefiidos. Este estudio muestra que la
extraccion de ADN para La PCR se puede realizar a partir de portaobjetos de SSS
teflidos con Ziehl-Neelsen. EI método demostr6 ser util en el diagnostico de casos de
lepra con frotis de piel con resultados negativos (32). Estos estudios refuerzan la
importancia de la técnica molecular para deteccion del material genético, es especial
para las muestras con diagnostico clinico compatible con Mycobacterium leprae y
diagnostico negativo mediante baciloscopia.

Los resultados de las muestras procesadas mediante gPCR demostraron una alta
concordancia en laminas con baciloscopia positivas confirmadas, demostrando alta
sensibilidad, tal como demuestra Manta FSN y col. (2022) que describieron una prueba
de gPCR para el diagndstico de lepra. Para este ensayo evaluaron 97 muestras de
pacientes con confirmacion clinica e histopatoldgica de lepra, mostrando una alta
sensibilidad (91%) y especificidad (100%) diagnosticas. Los resultados demostraron
qgue la gPCR multiplex detecta de manera efectiva y especifica el ADN de

Mycobacterium leprae en muestras de raspado de piel (9).

Respeto la calidad del ADN, un indice A260/280 menor a 1.7 revela la
posible existencia de contaminacién con proteinas, fenol u otros contaminantes (61).

Mientras que valores altos del indice A260/280 revelan contaminacién con moléculas
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de RNA (62). Finalmente, valores entre 1.7 y 1.9 revelan la presencia de ADN con
buen grado de pureza (63). En los resultados del presente estudio se evidenciaron que
algunas muestras presentaron valores fuera de los limites esperados (1.7-1.9) para la
relacion 260/280; a pesar de ello, la mayoria de estas muestras fueron positivas por
gPCR. Los valores hallados fuera del limite esperado podrian explicarse por los
componentes de la coloracién de Ziehl-Neelsen al que fueron sometidas previamente,
sin embrago, los resultados no se vieron alterados, debido a la precisién en la

deteccidn del material genético.

Finalmente, referente a la cantidad de ADN que se obtuvo durante la
cuantificacion, 3 muestras con resultados por debajo de la concentracion 1ng/mL,
fueron positivas, amplificando en los ultimos ciclos de deteccion (despues del Ct 35), lo
que demuestra que, pese a concentraciones bajas de ADN, estas fueron detectadas,
demostrando que la gPCR es una técnica altamente sensible y permite amplificar con
cantidades minimas de ADN. Los resultados hallados son comparables con el estudio
realizado por Singh V y col. en el 2020 donde recolectaron muestras de frotis de piel (9
casos MB, 16 casos PB, 22 contactos domésticos y 38 muestras de suelo ambiental). La
cantidad de Mycobacterium leprae viable fue estimada mediante gqRT-PCR utilizando el
gen 16S rRNA. Se observd la presencia de bacilos viables de Mycobacterium leprae en
11 (44%) casos de lepra, 4 (18%) contactos domésticos y en 10 (53%) muestras de

suelo (25).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Se logré extraer ADN de Mycobacterium. leprae en 38/50 muestras por
raspado de incision cutanea fijada en ldminas mediante extraccion en columna

de silica gel.

— La extraccion de ADN a partir de laminas fijadas permite obtener material
genético de buena y baja calidad, los cuales no afectaron negativamente la

amplificacion mediante PCR en tiempo real.

— Las concentraciones de ADN extraidas a partir de muestras fijadas en laminas
presentaron mediciones de amplio rango, desde una concentracién minima de

0.5 ng/mL hasta una concentracion méxima de 67.2 ng/mL, respectivamente.

— Se obtuvo resultados de concordancia categdrica entre la baciloscopia y PCR
en tiempo real en 30/30 muestras positivas a baciloscopia y 8/20 muestras
negativas a baciloscopia.

5.2 Recomendaciones

— Se recomienda complementar el uso de la técnica de gPCR para pacientes con

diagnostico clinicos de Mycobacterium leprae y baciloscopia negativa.

— Se recomienda ampliar la evaluacion de extraccion y amplificacion a partir de

laminas sin colorear para evaluar la calidad del ADN extraida

— Evaluar diferentes Kits de extraccion para ver el rendimiento diagndstico.
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ANEXOS

Anexo 1: Matriz de consistencia
EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE MUESTRAS FIJADAS EN LAMINAS PARA DETECCION MOLECULAR DE MYCOBACTERIUM

LEPRAE LIMA, 2023

Objetivos de la

Formulacion del problema investigacion Hipétesis Variables Disefio metodoldgico
1. Extraccion Tipo de investigacion
Problema general Obijetivo General Hipotesis general Dimensiones Bésica
Cantidad de ADN ) .
* Método y disefio de la
Es posible la extraccion investigacion
¢Se puede extraer q ADN q e Calidad del ADN o
ADN a partir de Extraer ADN a partir € € Descriptivo 'y de corte
de  muestras  por Mycobacterium leprae a transversal.
muestras fijadas en 4 . . .
) raspado de  incisién partir de muestras por 2. Deteccion Poblacion .La poblacion estara
laminas para la do de incisis Dimensiones constituida por todas muestras
deteccion de cutanea fijadas en faspado  de Incision (50 muestras) con baciloscopias
_ laminas  para I cutdnea  fijadas en ° ADN ) de positivas y  negativas a
Mycobacterium - iminas. Mycobacterium leprae Mycobacterium  leprae  por
leprae? deteccion de raspado de incision cutanea

Mycobacterium

leprae

fijadas en laminas portaobjetos, y
se encuentran almacenadas en la
coleccion de muestras del LRNM
del INS corresponde periodo
2019 — 2023




Problemas
secundarios:

¢Cual es el nivel de calidad
de ADN extraidas a partir,
de muestras fijadas en

laminas?

;Cual es la cantidad de
ADN que se podria extraer,
en muestra fijadas en

ldaminas?

¢Es posible realizar |4
deteccién mediante gPCR
de ADN de Mycobacterium
leprae extraido de muestras

fijadas en lamina?

Objetivos especificos:

Determinar el nivel de
calidad de ADN extraidas
a partir de muestras

fijadas en laminas.

Medir la cantidad de
ADN extraidas a partir de
muestras  fijadas  en

laminas.

Realizar la  deteccion
mediante gPCR de ADN
de Mycaobacterium leprag
extraido de  muestras

fijadas en lamina

Muestra:

Se utilizd un total de 50
muestras que representa toda la
poblacion  demuestras  por
raspados de incision cutaneos
fijadas en laminas portaobjetos
con diagnosticos de
baciloscopias  positivas vy
negativas para Mycobacterium
leprae

Anexo 2: Instrumento de recoleccidon de datos

Hoja de trabajo - Extraccion de ADN a partir de muestras fijadas en laminas para deteccion molecular de Mycobacterium leprae Lima, 2023




No Fecha Indice Extraccion de ADN Deteccion Conclusion
de Bacteriold de genoma
proces gico Tiempo de | Volumen de Tiempo de Temperatura | Volimende | Cantidad de Conclusion Calidad de Conclusion Resultado
0 incubacié | Solucion Lisis accion de Tamponde | Tampénde | ADN (ug/mL ADN de gPCR
n Proteinasa K Elusion Elusion (relacion (positivo
260/280 nm) /negativo
1
2
3
4
B
6
7
8
9

=
o




Anexo 3: Validez del instrumento mediante Juico de expertos

VALIDACION DE INSTRUMENTO: JUICIO DE EXPERTOS

Teniendo como base los criterios que a continuacion se presenta, solicito su opinidn sobre el
instrumento de la investigacién titulada, “EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE
MUESTRAS FIJADAS EN LAMINAS PARA DETECCION MOLECULAR DE
MYCOBACTERIUM LEPRAE EN LIMA, 2023”, para lo cual se requiere que pueda
calificar, marcando con un aspa (X) en la casilla correspondiente a su opinién respecto a cada

criterio formulado.

Item N° Criterio SI NO Observacion

1 La informacion permite dar respuesta al X
problema

5 El instrumento propuesto responde a los X
objetivos del estudio
El instrumento contiene a las variables

3 . X
de estudio
La estructura del instrumento es

4 X
adecuada
El instrumento responde a la

5 . - . X
operacionalizacion de la variable

6 La secuencia presentada facilita el X
desarrollo del instrumento
Los items son claros en lenguaje

7 . X
entendible

8 El nimero de items es adecuado para su X
aplicacion

Observaciones (precisar si hay suficiencia):
EL instrumento que se presenta permite recolectar la informacion necesaria para el desarrollo de la

investigacion.
Opinién de aplicabilidad:
Aplicable [ X] Aplicable después de corregir [ ] No aplicable [ ]

Apellidos y nombres del juez validador: Dr. Enrique Walter Mamani Zapana
DNI: 02414092
Especialidad del validador: Maestria en Microbiologia.

Fecha: 18 de agosto del 2023

v e %,
U flMY—7
,\(IL

§)

Dr. Enrique W. Mamani Zapana
DAMyP.- FCB-UNMSM
Cédigo RENACYT : P0002206 Nivel: V




VALIDACION DE INSTRUMENTO: JUICIO DE EXPERTOS

Teniendo como base los criterios que a continuacion se presenta, solicito su opinion sobre
el instrumento de la investigacion titulada, “EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE
MUESTRAS FIJADAS EN LAMINAS PARA DETECCION MOLECULAR DE
MYCOBACTERIUM LEPRAE EN LIMA, 2023”, para lo cual se requiere que pueda
calificar, marcando con un aspa (X) en la casilla correspondiente a su opinion respecto a

cada criterio formulado.

ftem N° Criterio SI NO Observacion

| La informacién permite dar respuesta al X Ninguna
problema
El instrumento propuesto responde a los .

2 objetivos del estudio X Ninguna
El instrumento contiene a las variables .

3 . X Ninguna
de estudio

4 La estructura del instrumento es X Ninguna
adecuada

5 El 1r.1strur.nen‘f(’) responqe a la X Ninguna
operacionalizacion de la variable
La secuencia presentada facilita el .

6 desarrollo del instrumento X Ninguna
Los items son claros en lenguaje .

l entendible X Ninguna

8 El 1_1um_e}‘o de items es adecuado para su X Ninguna
aplicacion

Observaciones (precisar si hay suficiencia): El instrumento elaborado presenta suficiencia para
realizar la investigacion.

Opinion de aplicabilidad: El instrumento mide apropiadamente las variables en estudio
Aplicable [X] Aplicable después de corregir | | No aplicable | ]
Apellidos y nombres del juez validador: Mg. Elias David Santos Lazaro

DNI: 44645298

Especialidad del validador: Genética y Biologia Molecular

Fecha: 26/09/2023

firma del Juez experto



VALIDACION DE INSTRUMENTO: JUICIO DE EXPERTOS

Teniendo como base los criterios que a continuacion se presenta, solicito su opinion sobre
el instrumento de la investigacion titulada, “EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE
MUESTRAS FIJADAS EN LAMINAS PARA DETECCION MOLECULAR DE
MYCOBACTERIUM LEPRAE EN LIMA, 2023”, para lo cual se requiere que pueda

calificar, marcando con un aspa (X) en la casilla correspondiente a su opinioén respecto a

cada criterio formulado.

Item N° Criterio SI NO Observacion

1 La informacion permite dar respuesta al X
problema

) Elinstrumento propuesto responde a los X
objetivos del estudio
El instrumento contiene a las variables

3 . X
de estudio
La estructura del instrumento es

4 X
adecuada

5 El instrumento responde a la x
operacionalizacion de la variable
La secuencia presentada facilita el

6 . X
desarrollo del instrumento
Los items son claros en lenguaje

7 . X
entendible

3 El ndmero de items es adecuado para su x
aplicacion

Observaciones (precisar si hay suficiencia):

Opinion de aplicabilidad:

Aplicable [X]
Apellidos y nombres del juez validador Dra. Zully M. Puyén Guerra

DNI: 40852288

Especialidad del validador: Biélogo- Microbidlogo

Fecha: 31/01/2023

Aplicable después de corregir | |

) t/ LA '_
ﬁi” rF
(¥ ’

firma del Juez experto

No aplicable [ ]




Anexo 4: Constancia de aprobacion de comité de ética

vv COMITE INSTITUCIONAL DE ETHCA PARA LA
INVESTHGAC N
Moorbeprt Wianor

Lima, 08 d noviembee de 20235

Irvestigadon &)
Yidia Vibelia Coirina Maccha
Exp. N 1045-200%

De wni comiderscidn:

Es graw expresarle mi cordial saledo v a la vez informerle que el Comité Instivecional de
Etca para la imvesiigacidn de la Universidad Priveds Morben Wiener (CIELUPRNW)
evalud v APROBO los siguienies docunsentos:

®  Frowsole imalale: “Extracclds de AN a pantic de muestras Sjadas em bimisas
para detecelda molecslar de Myoshaoterium beprae Lima. 2025 Verslin 02
con fecha 21012025

#» Fomalaricde Consestindenio Informmsdo Versida 81 con fecha Ui 103025

El pmal tene come investigndor principal al Seia] Yidia YViels Coinna Maocha v o s
imvestigadores colsbommdones (mo aplica)

La APROBACION comgrende el cumplimienio de los buenas pricticos &icas, el balance
ricsgo'bemeficio, la calificacidn del agaipo de investigeeidn y la confidencialided de los
daing, entre otros.

El imvestigador deberi corciderar los siguientes pumtos detallsdos & contimmacidin:

1. La vigenela de la sprobaciin ez de dos aflos |24 meses) & pantir de la emisidn
de esie documenio.

2 Flinferme de Avanees se presentard cada 6 meses, v el imfommne final una vez
conc luide el esudio.

3 Tods eombesda o adenda 52 deberd presemiar al CIELUPSY v no podng
implemendarse sin la debida aprobacidm.

4. 5iaplica, Is Renovackin de aprobacidn del proyecto de imvestigacidn debens
iniciarse oreimin (50) dias antes de la fecha de vencimiemio, con sa pespectivo
infiomee de avamce.

Es pmanto informe o ewied pana su conocimicmio y fimes pertinentes,

&

S| A R TR,

Bellsds Fuents
del CIEL- UIPNA

Yenny

ETHE TEESTSES (R Ny S T
Lt pbinaiad Fro vl Peorbea B wm
Tkt WS40 5 i IR0l Bl -

Lo ol il i o g ity in



Anexo 5: Resolucion de aprobacion de la institucion para la recoleccion de
los datos

SECTOR SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

=
(&)

N° |48 .2024-DUSINS

RESOLUCION DIRECTORAL

OPE/INS que aprueba la Secctn Segunda del Reglamenic de Organzecdn y
Furciones del Instituto Nacional de Salud y la Resolucén Jefatural N* 031 2021-.1
OPENNS gue apreba la Drectiva N° OST7-INSIOGITT-V.01 “Diecive pera la
Gestidn de Proyectos de ivestigecdn instéucionales y Colaboraivos en ef institudo
Naciongl de Saku™,

SE RESUELVE:

Articulo 1%.- Aulorizar 18 ejecucidn del proyecto de less dulado. “Extraceidn de
ADN a partir de muestras fijadas en ldminas para defeccidn molecwlar de
Mycobacterium leprae" ¢l msmo que se sjeculard en ol Laborstorio de Referencia
Naccnaé de Micobacteras de la Subdireccidn de Investigacién y Laboratorios de
Erfermecades Transmisitles del Certro Naciona! de Salud Piblca y de acuerdo al
detale def anexo adunto, que forma parte integrante de la presente Rescluckdn
Divectorsl,

Articulo 2°.- La lesisla, como investigadona principal debe cumplr con las
dsposciones establecidas en la Directiva N* 087-INSIOGITT- V.01 "Diractiva para fa
Gestidn 0% Proyecias de Investigecion Insdlucianalas y Colsboralives en &l Inatitufo
Maciona! de Salud” y con lo dispuesto per el Comité Insttucional de Etica en
Irrvesligacion.

Articulo 3°.- El Centro Nacional de Salud Piblica, s responsable de [as acciones
de seguimienta y evaluackn duranie of desarralo del protocoio de tesis, aprobado
por s presente Resolucidn.

Articulo 4°.- Notificar ia presanie resclucion al Cantro Naconal de Sakud Piblica, al

Comité Insthucionad de Elica en Investigacidn, a 18 tesisla para conocimiento y
acciones que corresponda efectuar en el marca de sus funcones o compelencias.

Registrase y comuniquese,

OT-043-23 g
Pignaleed



Anexo 6. Procedimiento de extraccion de ADN, cuantificacion y amplificacion
por gPCR

Extraccion de ADN

Cuantificacion por espectrofotometria Cuantificacion por Qubit

Cargado de ADN Amplificacion por gPCR




Anexo 7. Informe del asesor de Turnitin
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RECUENTO DE PALABRAS RECUENTO DE CARACTERES
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78 Pages 2.5MB
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