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RESUMEN. La Leishmaniasis es una enfermedad endémica en
la provincia de Salta, Argentina, con cientos de casos anuales. La
identificacion de la especie de Leishmania es necesaria debido a
diferencias de presentacion clinica y de respuesta al tratamiento
entre especies. La técnica PS-PCR ha sido validada con el método
de isoenzimas para la identificacion de especies de Leishmania en
Argentina. OBJETIVOS: optimizar la técnica PS-PCR para identificar
la especie de pardsitos aislados por cultivo y en muestras dlini-
cas de pacientes de Salta y correlacionarla con sus caracteristicas
clinicas y su respuesta al tratamiento. RESULTADOS: La PS-PCR
permitié identificar la especie de Leishmania en las 24 muestras
analizadas: 9 aislados de cultivo y 15 muestras dlinicas de raspado
de lesiones (100% de especificidad). Las especies halladas fueron:
L(V) braziliensis (19/24; p< 0,0001), L(L) amazonensis (4/24) y
L(V) guyanensis (1/24). La primera estuvo relacionada con todos
los casos severos (8 con lesiones mucocutdneas y 1 con enfer-
medad diseminada), y con todas las fallas al tratamiento con Glu-
cantime (4) observadas. En los casos de L (L) amazonensis, no se
observd enfermedad grave ni resistencia al tratamiento. El caso de
L(V) guyanensis no era autoctono de la zona. CONCLUSIONES:
Este estudio demuestra que la técnica PS-PCR es apropiada para
el diagnostico especifico de la leishmaniasis. El diagndstico de
L(V) braziliensis obliga a considerar tratamientos alternativos para

los casos severos de la enfermedad. Y,

PALABRAS CLAVES: Leishmaniasis - PCR - Diagnostico molecular

* Universidad Nacional de Salta (UNSa)
** Hospital del Milagro, Salta

FUENTES DE FINANCIAMIENTO:
Beca “Carrillo-Oniativia”. Comision Nacional Salud Investiga.
Ministerio de Salud, Argentina.

FECHA DE ENViO: 30-octubre-2009
FECHA DE APROBACION: 27-Noviembre-2009

CORRESPONDENCIA A:
Alejandra Barrio
E-mail: aleba05@yahoo.com.ar

~

ABSTRACT. Leishmaniasis is endemic in the province of Salta,
Argentina, with hundreds of cases annually. Identifying the
species of Leishmania is necessary due to differences in clinical
presentation and treatment response between species. PS-PCR
technique has been validated by the method of isozymes
to identify Leishmania species in Argentina. OBJECTIVES:
To optimize the PS-PCR technique to identify the species of
parasites isolated by culture and in clinical specimens from
patients of Salta and its correlation with clinical characteristics
and response to treatment. RESULTS: The PS-PCR allowed us
to identify the species of Leishmania in 24 samples analyzed:
9 isolated from clinical specimens and 15 culture swabs taken
from lesions (100% specificity). The species found were: L(V)
braziliensis (79/24, P <0.0001), L(L) amazonensis (4/24) and
L(V) guyanensis (1/24). The first one was related to all severe
cases (8 with mucocutaneous lesions and 1 with disseminated
disease), and to all failures to treatment with Glucantime (4)
observed. In the cases of L(L) amazonensis, there were no
serious disease or resistance to treatment. The case of L(V)
guyanensis was not indigenous to the area. CONCLUTIONS:
This study demonstrates that PS-PCR technique is suitable
for specific diagnosis of leishmaniasis. The diagnosis of L(V)
braziliensis undertakes to consider alternative treatments for
\_severe cases of the disease.
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INTRODUCCION
La Leishmaniasis afecta principalmente a poblaciones pobres
y ocupa el tercer lugar entre aquellas causadas por vectores.
Se estima que 350 millones de personas habitan en dreas
de riesgo y 12 millones se encuentran infectadas en el mun-
do, con una incidencia de 500.000 casos de enfermedad
visceral y 1,5-2 millones de cutdnea.'? En la provincia de
Salta, Argentina, la Leishmaniasis es endemo-epidémica,
particularmente en los departamentos de Orén, Tartagal y
Anta, donde produce cientos de casos anuales.34>

La enfermedad es causada por hemoflagelados del género
Leishmania y se transmite por la picadura de un flebétomo.
Seglin la especie, puede manifestarse en la forma cutdnea,
mucocutanea o visceral.” En América Latina, las formas cutdnea
y mucocutdnea se denominan Leishmaniasis Tegumentaria




Americana (LTA).3 La enfermedad puede ser inaparente o
mostrar un amplio espectro clinico, desde lesiones localizadas
de cura esponténea hasta una enfermedad cuténea difusa o
mucosa mutilante.® Este pleomorfismo ha sido relacionado con
la especie de Leishmania infectante y con la respuesta inmune
del hospedador. Esto complica el manejo clinico?

La coexistencia de distintas especies en un 4rea endémica
es frecuente. En Salta, se han descrito hasta el presente, dos
subgéneros de Leishmania: Viannia y Leishmania, y dentro
de estos, tres especies: L(V) braziliensis, L(V) guyanensis y
L(L) amazonensis, como agentes causales de Leishmaniasis
humana3'%"" Hay evidencia de que la enfermedad causada
por L(V) braziliensis difiere en su presentacion dlinica, métodos
diagnosticos y respuesta terapéutica de la causada por L(L)
guyanensis.'>'* Es por esto que la identificacion de la especie
tiene importancia epidemioldgica y dlinica.'

La determinacién de la especie involucrada permite predecir la
necesidad de terapias altemativas como una estrategia de control
de la enfermedad. También es Util para diferenciar entre recaida
de una enfermedad latente o reinfeccién con otra especie.

El método de referencia para la identificacién de especies,
es el andlisis isoenzimético (MLEE), pero es complejo y lento.
Por esto, se han desarrollado métodos alterativos basados
en la técnica PCR (Polimerasa Chain Reaction).”'* Entre ellos,
la amplificacion y secuenciacion del gen citocromo-b y la PCR
especffica de polimorfismo (PS-PCR) se han validado con MLEE
para identificacion de especies y para estudios filogenéticos de
Leishmania.'>® Los beneficios de estas técnicas son: no requiere
aislamiento ni cultivo masivo de parésitos y pueden aplicarse en
muestras clinicas de lesiones, tejidos o en vectores.'>!”

Los objetivos de este estudio fueron: a) Laboratorio: opti-
mizar la técnica PS-PCR para identificar la especie en parésitos
aislados de cultivos y en muestras clinicas de pacientes; b)
Clinica: correlacionar la especie con caracteristicas clinicas,
epidemiologia y respuesta al tratamiento en los pacientes que
contrajeron la enfermedad en la provincia de Salta.

MATERIALES Y METODO

Para la optimizacién de la PS-PCR, se probaron diferentes
concentraciones de MgCl, (0,5 mM-3,5 mM; variando en
0,5) y de primers ( 0,1 uM-1uM; variando en O,1). Las ban-
das se consideraron dptimas si tenfan tamafio e intensidad
adecuados y si estuvieron entre dos concentraciones que
hubieran amplificado bandas intensas.

Para la validacion de la técnica, se usaron cepas de referencia
OMS para verificar si los primers eran especificos para subgénero
y especie. Se usaron controles negativos, positivos y blancos.

Una vez optimizada la técnica PS-PCR, se procedié a la iden-
tificacion de subgénero y especie de Leishmania a partir dos
tipos de muestras: a) parasitos aislados en cultivo de lesiones
de pacientes con Leishmaniasis, y b) muestras obtenidas por
raspado de lesiones y colocadas en solucién TE.'®

Los criterios de inclusion fueron: pacientes con diagndstico de
Leishmaniasis por PCR convencional y que hayan sido tratados
con Glucantime. Se registro el tipo de lesion y el lugar donde se
contrajo la enfermedad. En las historias clinicas de los pacientes se

verificd la respuesta al tratamiento con Glucantime. El tratamiento
se considero exitoso si las lesiones se habfan cerraron antes de
los tres meses post-tratamiento.'® Finalmente, se correlaciond
la especie con las caracteristicas clinicas, epidemioldgicas vy la
respuesta al tratamiento solo para los casos de enfermedad
contraida en la provincia de Salta.

UNIDADES DE ANALISIS

Cepas de referencia OMS: 1) Subgénero Viannia: L(V) bra-
ziliensis/HOM/BR/75/M2903, L(V) panamensis/MHOM/
PA/71/LS94, L(V) guyanensis/MOHM/BR/75/M4147, L(V)
peruviana/LC39. 2) Subgénero Leishmania: L(L) amazonensis,
MHOM/BR/73/M2269, L(L) mexicana/MNYC/BZ/62/M379,
L. pifanoi/L\V135 y L. chagasi.

Parésitos de cultivo (n=9): se obtuvieron por aspirado
de lesiones con jeringas con 0,5 ml de PBS, 100 U/ml de
penicilina y 50 pg/ml de estreptomocina y se mantuvieron a
25°C en medio NNN con sangre desfibrinada de conejo (20
%) y 1 ml de PBS como fase liquida. Para la extraccién de
ADN, los promastigotas fueron cultivados en RPML.'6

Muestras clinicas (n=15): se obtuvieron por raspado de
lesiones cuténeas o mucocuténeas y se almacenaron en 300
pl de solucidn buffer TE. Las muestras fueron hervidas 10" en
bafio Marfa y se mantuvieron a -20°C hasta su andlisis.'®

DESCRIPCION DE LA TECNICA

Para la extraccion de ADN de los parasitos cultivados, los
cultivos amplificados fueron recogidos, lavados con PBS y
lisados a 60°C con buffer de lisis conteniendo SDS (1 %),
100 pg/ml proteinasa K'y 100 pg/ml ARNasa. Luego de la
extraccion con fenol-cloroformo y etanol, el ADN se resus-
pendié en buffer TE y se tomaron 5 ul para la PCR.

La extraccion de ADN de las muestras clinicas se realizo
con el kit WizardR Genomic DNA Purification Kit de Promega
y se tomaron 10 pl para la PCR.

Luego se realizd PS-PCR con primers para identificacion de
subgéneros Viannia (V1 5-GCTTCTCGTTTCGCTTTGAAC-3'
y V2 5-AGACAAGAAAAAAGGCGGC-3', amplifican 168 pb) y
Leishmania (L1 5-CACTCGGCATTTTTGC-3'y L2 5-GTGCCCT-
GACTTGCATGTCTA-3', amplifican 78 pb). Posteriormente se
realizé la PS-PCR para identificacion de especie por subgénero.
Para Subgénero Viannia: L(V) braziliensis (B1 5'-GTGGGCGTA-
TCTGCTGATCAC-3"y B2 5'- CAAAAAGCCAGGGACTGCGCA-3',
amplifican 103 pb), L(V) guyanensis (G1 5-GGTCGCATCT-
GCATGCATCAT-3' y G2 5'-CAAAAAGCGAGGGACTGCGGG-3,
amplifican 79 pb) y L(V) panamensis (P1 5-GGTCGCATCT-
GCGGG-3'y P2 5-CAAAAAGCGAGGGACTGCGGG-3', amplifican
79 pb). Para Subgénero Leishmania: L(L) amazonensis (Al
5-TGCGAGGATAAAGGCAAAGAA-3"y A2 5-GTGCCCTGACTT-
GCATGTCTA-3', amplifican 62 pb).'6'7

Para el protocolo y programa de PS-PCR, se siguieron las
condiciones descriptas por Marco y col.'> y Mimori y col.'® con
un volumen total de reaccion de 50 pl que contenia: muestra,
1X buffer de enzima (Go taq - Promega); primers, dNTPs, MgCP,
albiimina 1,6 % y Taq polimerasa 2 U (Go taq - Promega). Los
productos de la PCR se corrieron electroforéticamente en geles
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agarosa 2 % con Bromuro de etidio y fueron fotografiados con
sistema Kodak EDAS.

PLAN DE ANALISIS: La correlacién entre especie y las variables
tipo de lesidn, lugar de adquisicidn de la infeccion y respuesta al
tratamiento se realizo con un test de Fisher con p< 0,05.

RESULTADOS

1. OPTIMIZACION DE LA TECNICA PS-PCR

Las concentraciones optimas de MgCL, resultaron: 2,5 mM
para V1-V2 y 3 mM para L1-L2 y para todos los primers de
especies. Las concentraciones dptimas de primers fueron:
0,7 UM para V1-V2; 0,6 uM para L1-L2; y 0,5 pM para B1-B2,
G1-G2, P1-P2 y A1-A2.

2. PRUEBAS DE ESPECIFICIDAD

Las especies M379, M2269, LV135 y L. chagasi amplificaron
la banda de 78 pb con los primers L1-L2 y no con V1-V2. Las
especies LS94, LC39, M4147 y M2903 amplificaron la banda
de 168 pb con V1-V2 y no con L1-L2 (Figuras 1Ay 1B). Esto
demuestra un 100 % de especificidad para esos primers.

La especie M4147 amplificd la banda de 79 pb con los pri-
mers G1-G2 y no con B1-B2 ni con P1-P2. La especie M2903
amplificd la banda de 103 pb con B1-B2 y no con G1-G2 ni
con P1-P2. La especie LS94 amplificd la banda de 79 pb con
P1-P2 y no con B1-B2 ni con G1-G2. Por lo tanto, estos primers
mostraron también un 100 % de especificidad (Figura 2).

3. IDENTIFICACION DE PARASITOS AISLADOS DE CULTIVOS

Las nueve muestras de parésitos aislados de cultivo amplifica-
ron la banda de 168 pb con V1-V2 y no lo hicieron con L1-L2
(Subgénero Viannia). Con los primers de especies Viannia, 8
muestras amplificaron la banda de 103 pb con B1-B2 y no lo
hicieron con G1-G2 ni con P1-P2; y solo 1 amplificd con G1-
G2 y no lo hizo con B1-B2 ni con P1-P2. Por lo tanto, los 8
primeros aislados corresponden a la especie L(V) braziliensis
y el restante a la especie L(V) guyanensis. Este Ultimo aislado
correspondia a un paciente que contrajo la enfermedad en el
Amazonas, Brasil. (La Figura 3 muestra la amplificacion de dos
parésitos aislados).

4. IDENTIFICACION DE PARASITOS EN MUESTRAS CLINICAS
Se identificaron 15 muestras dlinicas, 11 mostraron la banda de
168 pb con V12 y la banda 103pb con B1-B2 y las 4 restantes
amplificaron la banda de 78 pb con L1-L2 y la banda de 62 pb
con A1-A2. Por lo tanto, las primeras 11 muestras correspondie-
ron a L(V) braziliensis y las otras 4 a L (L) amazonensis.

5. CARACTERISTICAS CLINICAS Y TERAPEUTICAS

En los 23 casos contraidos en la provincia de Salta, la especie
predominante fue L(V) braziliensis con 19 casos (p< 0,0001)
(ver Tabla 1). Esta especie fue la causante de todos los casos
severos de Leishmaniasis registrados (lesiones mucocutdneas y
enfermedad diseminada) y de falla terapéutica al Glucantime. Sin
embargo, debido al escaso nimero de L(L) amazonensis, las
diferencias no mostraron significacion estadistica (p > 0,05).
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Figuras 1Ay 1B: Prueba de especificidad con cepas de referencia OMS.
1: blanco L; 2: blanco V; 3: M379 V; 4: LS94 L; 5: LS94 V; 6: M379 L; 7:
LC39V; 8: LC39 L; 9: M4147 V; 10: M4147 L; 11: M2903 V; 12: M2903 L;
13: M2269 V; 14: M2269 L. 15: LV 135 V; 16: LV 135 L; 17: L. chagasi V;
18: L. chagasi L. Primers: V (V1-V2) y L (L1-12).

vl

79 bp-

M M4147 M2903 LS94
BGP BG PBG

Figura 2: Especificidad con primers B (B1-B2), G (G1-G2)
yP (P1-P2).

BGP BGP BGP BGP

Figura 3: Identificacion de parésitos de cultivos. Controles negativos (-);
controles positivos (+): M2903(B), M4147(G) y LS94(P); Aislados: FE y
AR. Primers: B (B1-B2), G (G1-G2) y P (P1-P2).

En las muestras de pacientes provenientes del departamento de
Orén solo se encontrd L(V) braziliensis, mientras que en las de
Tartagal y de Anta se encontraron ambas especies L(V) brazilien-
sis y L(L) amazonensis, sin diferencias significativas (p > 0,05),
aunque 3/4 casos de esta Ultima se contrajeron en Anta.

DISCUSION

La LTA es endémica en Salta y cada afio afecta a centenares de
personas. La técnica usada en este estudio (PS-PCR) amplificd
con un 100% de especificidad las cepas de referencia OMS
y result¢ adecuada para identificar muestras clinicas.

Las especies detectadas fueron: L(V) braziliensis, L(L) ama-
zonensis y L(V) guyanensis, con dlaro predominio de la primera
(19/24; p<0,0001). La tltima, en tanto, no era autoctona de la
zona (el paciente la contrajo en Brasil). Todos los casos severos
y de falla terapéutica se observaron con L(V) braziliensis. Los
casos de L(L) amazonensis presentaron solo lesiones cutdneas
y 100% de sensibilidad al Glucantime.

En este estudio no se detectaron casos autdctonos de L(V)




Tabla 1. Tipo de lesion, respuesta al tratamiento y lugar de adquisicion
de la infeccidn seguin especie de Leishmania en los casos contraidos en
la provincia de Salta

Especie L. braziliensis L. amazonensis
Frecuencia (%) 19/23 - 82,6% 4/23 - 17,4%
Tipo de lesion
Cuténeas 10/19 - 52,6 % 4/4 - 100%
Mucocutaneas 8/19-421% -
Diseminadas 1/19-5,3 % -
Falla terapéutica 4/19-21 % 0/4-0%
Lugar de adquisicion
Orédn 1119 - 57,8 % 0/4-0%
Tartagal 4/19 - 211 % 1/4-25%
Anta 419 - 211 % 3/4-75%

guyanensis. En coincidencia con este estudio, Frank y col ais-
laron solo L(V) braziliensis y L(L) amazonensis en Salta usando
MLEE en pardsitos aislados de cultivos. En cambio, Marco y
col."® encontraron casos de L(V) guyanensis en pacientes de
Salta y de Corrientes. Sin embargo, el trabajo de Marco y col."
coincidié con el nuestro al relacionar a L(V) braziliensis con
diferentes formas clinicas de Leishmaniasis y con resistencia al
tratamiento con Glucantime.

Los estudios previos sobre falla terapéutica al Glucantime
son contrastantes: Arévalo y col.® mostraron que los pacientes

con L(V) braziliensis presentaban una probabilidad mayor de
falla terapéutica que aquellos con L(V) guyanensis. En cambio,
Azeredo-Countinho y col.?® observaron una buena respuesta
dlinica al tratamiento en pacientes infectados con L(V) braziliensis,
en coincidencia con los estudios de sensibilidad in vitro de sus
aislados. Nuestro estudio muestra que la especie con mayor
tendencia a presentar fallas al tratamiento con Glucantime es
L(V) braziliensis, al igual que el primero. Sin embargo, en este
estudio el niimero de muestras es demasiado pequefio como
para extraer conclusiones. Los diferentes resultados de estos
trabajos justifican la necesidad de realizar nuevos estudios sobre
el parésito y el hospedador a fin de determinar los factores que
influyen en la respuesta al tratamiento con Glucantime.

RELEVANCIA PARA POLITICAS E INTERVENCIONES

La PS-PCR es una opcion eficiente para el diagndstico de espe-
cie de Leishmania, con el beneficio de optimizar el tratamiento
de los pacientes con L(V) braziliensis. La determinacion de la
especie infectante permite también diferenciar entre recaida de
enfermedad latente y reinfeccidn por otra especie.

RELEVANCIA PARA LA FORMACION DE RECURSOS HUMANOS
Este es un trabajo de colaboracion entre la UNSa y los hospi-
tales del Milagro y San Bernardo de Salta. En este Ultimo se ha
perfeccionado la técnica de toma de muestras mucocuténeas
para pruebas moleculares y en ambos hospitales se estdn
estudiando terapias alternativas para los casos mds severos.

DECLARACION DE CONFLICTO DE INTERESES: No hubo conflicto de intereses durante la realizacion del estudio.
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