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RESUMEN

El presente estudio describe la estandarizacién y evaluacidn preliminar de tres técnicas moleculares
basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para el diagndstico y caracterizacion de parasitos
de Leishmania. Las pruebas fueron inicialmente estandarizadas empleando cepas de referencia v
posteriormente utilizadas para analizar parasitos aislados de raspados de lesiones cutdneas y biopsias de
lesiones mucocutaneas. Ademds, se evalud el potencial de estas pruebas empleando como material
bioldgico preparaciones obtenidas directamente de lesiones de pacientes. Los resultados preliminares
demuestran la utilidad de las pruebas moleculares para diagnosticar v caracterizar simultineamente de
forma rutinaria las infecciones causadas por Leishmania. Ademds, se logré confirmar que L. b,

panamensis es el principal agente etioldgico de la leishmaniasis cutdnea en Panama.
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INTRODUCCION

[.a leishmaniasis en un problema importante dc:
salud publica que afecta alrededor del2 millones
de personas que habitan en regiones tropicales v
subtropicales del mundo'®. Puede presentarse
con  diferentes  manifestaciones  clinicas
dependientes de la edad, género, asi como de una
diversidad  de  patrones  epidemioldgicos
determinados principalmente por la relacidn
reservorio—vector ¥ la especie de Leishmania
involucrada en la infeccién'. El protozoo
Leishmania (Viannia) panamensis es el principal
agente etioldgico de la leishmaniasis cutdnea
(LC) y mucocutinea (LMC) en Panamai, pero
tambmn se han descrito casos asmmdmua de 1 &
por L. mexicana amazonensis''. En Panamé, el
nimero de casos nuevos rcgmtrad@s anualmente
@5 Ccercano a 2,[][][]5, con un subregistro de hasta
un 70% en algunas regiones del pais'?

La confirmacidn del diagnéstico es critica porque
las lesiones de la piel pueden ser muy similares
clinica y epidemiclogicamente a las producidas

MATERIALES Y METODOS

por otros agentes patdgenos A su vez, la
caracterizacion del pardsito es de suma
importancia yva que la especie de Leishmania
involucrada en la infeccion determina en gran
medida las manifestaciones clinicas de la
enfermedad v su respuesta al tratamiento™'”, El
examen microseopico de frotis de lesiones vy de
parasitos es inadecuado para estos propositos,
debido a la similitud morfoldgica que presentan
las diferentes as:peci:ssz.

Los procedimicntos tradicionales para
caracterizar el pardsito de Leishmania basados en
métodos biogquimicos e inmunoldgicos carecen
de la especificidad necesaria, apartc de ser muy
complicados para su uso rutinario®’, Por tal
motive en este estudio se E:vaiuamn distintas
técnicas moleculares basadas en la Reaccidn en
Cadena de la Polimerasa (PCR) para diagnosticar
v caracterizar aislados de Leishmania obtenidos
de pacientes en Panama.

Material bioldgico

Las  cepas de referencia cmpleadas para
estandarizar los procedimientos moleculares
fueron facilitadas por el CIDEP y el ICGES. Las
muestras elinicas (n = 20) para aislar los
parasitos de Leishmania se obtuvieron de
raspados o biopsias de las lesiones cutdneas de

pacientes que asistieron a la Clinica de Medicina
Tropical del ICGES. Para cultivar los pardsitos
el material obtenido de las lesiones cutdneas se
inoculd en medio bifisico de  Senekjie con
MI199, También se analizaron diez raspados
cutdncos que se inocularon directamente en 200
ul de Buffer TE



Metodos moleculares

Para extraer el ADN de los cultivos se empled el
Kit comercial “Wizard Genomic DNA
purification Kit “(Promega). 5S¢ midio la
concentracion del ADN extraido determinando Ja
densidad  dptica  (DO)  a  260nm  por
espectofolometria y se  empled Ing en cada
reaccidn de PCR. Las preparaciones directas de

RESULTADOS

lesiones cutdnea. <n buffer TE fueron calentadas
a 100°C durante 10 minutos v una alicuota (Sul)
se usd directamente en la reaccion de PCR. La
tabla 1 detalla la secucncia de los
oligonucleotidos v las  caracteristicas  del
producto  amplificado para cada uno de los
procedimientos empleados.

De las cepas de referencia anahzadas con la
metodologia  PCR subgénero  Fiannia  solo
amplificaron L. panamensis y L. braziliensis,
ambas pertenecientes al subgénero Viannia. La
cepa L. colombiensis, que segin algunos autores
pertenece a este Subgénero, no amplificd en
nuestro estudio con esta metodologia (Fig. 1).

Con la prueba PCR Complejo Multiplex las
cepas de referencia amplificaron  productos del
tamafio esperado de acuerdo al complejo de
Leishmania  al que pertenecen. Al realizarse
mezelas in vitro de especies pertenecientes a
diferentes complejos, se logré amplificar ¥
diferenciar en una sola reaccion los diferentes
complejos (Fig. 2). La cepa de referencia L.
colombiensis no amplificd con esta metodologia,

mientras que la cepa de referencia L hertigi

Figura 1.
PCR Viannia usando cepas de referencia.
1 wmw 2 3 4

1: L. aristidesi;

2: L. colonibiensis;
3. L. braziliensis;

4: L. panamensis;
MW (marcador de peso
moleeular): P31 T4 Haelll

Figura 2.
PCR Multiplex de Complejo
usando cepas de referencia
1 MW 2 3 4 O

I: L. panamensis, L. amazonensis y L, chagasi;
2: L. panamensis;

3 L. amazonensis;

4: L. ehagasi;

3: L. panamensis v L. mexicana amazonensis,
b: L. panamensis v L. chagasi;

MW (marcador de peso molecular): ¢ X 174/Haelll

amplificd una banda de tamafio correspondiente a
complejo  mexicana, Todas las cepas de
referencia amplificaron productos del tamafio
esperado con los primers género especifico los
cuales al ser digeridos con las enzimas de
restriccion mostraron patrones que fueron usados
como referencia para comparar y caracterizar las
muestras clinicas del estudio (Figura 3).

Los resultados de las tres pruebas moleculares
indicaron que todas las muestras clinicas aisladas
de pacientes durante el estudio (n = 20)
pertenecen  al subgénero Fiannia, complejo
braziliensis v subespecie panamensis.

Como parte del estudio también se evaluaron
estas metodologias con 10 preparaciones directas
de lesidnes cutdneas. La tabla 2 muestra los
resultados.

Figura 3.
PCR-RFLP usando cepas de referencia.
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DISCUSION :
Todos los aislados de lesiones de pacientes
durante el estudio pertenecen al  subgénero
Viannia, complejo braziliensis y subespecie
panamensis. La prueba de PCR Multiplex para
Complejos permite en una sola amplificacion
detectar las dos especies de Leishmania que hasta
la fecha circulan en Panamd. También detecta
especies  de  Leishmania que  producen
leishmaniasis visceral (LV).

Se evaluaron los limites de deteccidn empleando
la cepa de refecrencia L. b. panamensis para cada
metodolagia siendo para el PCR  subgénero
Viamnia de 0.1 pg, para el PCR género de
Leishmania 0.8 pg vy para el PCR Multiplex
0.01 ng.

Aunque se analizd un tamafio de muestra bajo,
los  resultados preliminares  oblenides  con
preparaciones directas  de lesiones  fueron
prometedores.  Estas  pruebas  permiten
diagnosticar y caracterizar simultdneamente sin
tener que aislar y cultivar previamente los

pardsitos. Se observd que el método més sensible

¢s el PCR subgénero Fiannia, seguido del PCR
género de Leishmamia v con una menor
sensibilidad el PCR Multiplex para Complgjo.
Por tal motive con ¢l PCR subgénero Viannia
resultaron dos muestras de preparaciones directas
que amplificaron a pesar de ser negativas por
frotis, cultive y Prueba de Montenegre (Tabla 2).
Al evaluar las tres metodologias empleadas en el
estudio con raspados directos de lesiones
podemos recomendar como ¢l mejor método de
diagndstico el PCR subgénero Fiannia y como
mejor método para caracterizacidn PCR-RFLP
por ser la prueba con mayor resolucion al
clasificar los parasitos de Leishmania hasta el
nivel de¢ subespecie, El método PCR Multiplex
para Complejo debido a su bajo limite de
deteccion sélo se recomienda para caracterizar
pardsitos aislados de cultivos, mds no para
diagndstico.
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