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Resumen

La leishmaniasis es una parasitosis “olvidada” que permanece sin control, causada por
cerca de 20 especies de Leishmania. Recientemente se recomendd la identificacion de
la especie infectante como parte del proceso diagndstico por varias razones: facilitar
un prondstico adecuado de la enfermedad, debido a la relacion que existe entre la
especie que parasita y el tratamiento, y por motivos epidemioldgicos. Para responder a
la necesidad de diagndstico avanzado en las condiciones de Cuba, donde no hay
leishmaniasis autéctona pero si un nuamero creciente de colaboradores en areas
endémicas, se disefid una estrategia molecular que permite detectar las especies de
Leishmania de importancia médica y realizar su identificacion a nivel de especie o
complejo en un entorno global. En base al analisis de 51 secuencias nucleotidicas del
gen hsp70, se disefiaron tres nuevas variantes de PCR mas sensibles y especificas
que la version original. El polimorfismo genético permitid detectar sitios relacionados
con enzimas de restriccion utiles para identificar las diferentes especies, mediante el
analisis del polimorfismo en los fragmentos de restriccion (RFLP en inglés). Los tres
algoritmos de PCR-RFLP demostraron su buen desempefio al ser evaluados con ADN
de 121 cepas de referencia pertenecientes a 14 especies de Leishmania. La evaluacion
diagnostica se realiz0 con 529 muestras clinicas humanas de 10 tipos diferentes,
obtenidas de pacientes con las formas principales de la enfermedad, procedentes de 8
paises. Se corroboré la sensibilidad, especificidad, eficiencia en la tipificacion y
posibilidades de adaptacién de las nuevas variantes a contextos clinicos y geograficos
diferentes. El desarrollo de estas herramientas permite al Laboratorio Nacional de
Referencia contar con capacidades para el diagndstico molecular de leishmaniasis que
lo sittan entre los de mayor alcance para este propésito a nivel mundial, que se
incorporaron al algoritmo diagnéstico para la atencion de casos importados. Esto
permite ofrecer una valiosa informacion para el manejo clinico y terapéutico de los
pacientes. Los nuevos procedimientos, ademas, se han incorporado en otros
laboratorios con fines diagnosticos o investigativos, contribuyendo a disminuir la poca
atencion que esta enfermedad ligada a la pobreza recibe en muchas de las areas
endémicas.

Comunicacion Corta

Introduccion

La leishmaniasis esta considerada como una de las enfermedades tropicales
olvidadas, que afecta a los segmentos mas pobres de la poblacion en Asia, Africa,
América Latina y en menor grado, Europa. Existen tres presentaciones clinicas
fundamentales de diferente evolucién, gravedad y prondstico. El diagnéstico depende
de la forma clinica, y los métodos varian en sensibilidad y especificidad. La deteccion
del ADN del parasito es el método mas sensible y especifico para confirmar la



leishmaniasis y en afios recientes se ha documentado la importancia de identificar la
especie gque parasita como parte del proceso diagndstico. Ello se basa en la relacion
gue existe entre la especie, la forma clinica y su evolucion; en la diferente
susceptibilidad al tratamiento; y a razones epidemiolédgicas relacionadas con vectores y
reservorios.

La discriminacion de especies puede realizarse, entre otros, mediante la digestion
enzimatica del producto de la PCR con enzimas que revelan fragmentos de restriccion
cuya longitud puede ser analizada para diferenciar las especies (RFLP siglas en
inglés). La amplificacion y digestion posterior de un fragmento del gen que codifica para
la proteina HSP70 (PCR-G) se encuentra entre los métodos mas utilizados. Sin
embargo, este procedimiento posee una sensibilidad muy baja y amplifica ADN de
Trypanosoma spp., por lo cual se hizo necesario desarrollar otras propuestas que
respondieran a las necesidades del contexto cubano, aprovechando las caracteristicas
del mismo gen.

En Cuba no hay leishmaniasis autdctona, pero existe un vector con potencialidades
biologicas para la posible transmision. La colaboracion de personal cubano en areas
endémicas de todas las latitudes es creciente, lo que favorece la exposicion a vectores
y reservorios de numerosas especies patdgenas. En este escenario, n0s propusimos
disefiar, desarrollar y evaluar nuevas variantes moleculares de PCR-RFLP, basadas
en el gen hsp70, que permitan diagnosticar la enfermedad producida por las especies
de mayor importancia médica a nivel global, e identificar la especie que parasita en
todos los contextos clinicos y geograficos, para ofrecer un diagnostico avanzado de
esta enfermedad, como parte del Laboratorio Nacional de Referencia y con ello, ofrecer
una atencion médica de alta calidad a nuestros pacientes.

Disefo, desarrollo y evaluacion analitica de las nuevas variantes moleculares de
PCR-RFLP

El alineamiento de 51 secuencias nucleotidicas del gen hsp70 permitié disefiar tres
juegos de cebadores especificos al género Leishmania, que amplifican fragmentos mas
cortos que la PCR-G (original): 1422pb. Estos poseen una talla de 1286pb (PCR-F);
593pb (PCR-N) y 741pb (PCR-C) y detectan las 14 especies de Leishmania
analizadas. La amplificacion se evalué con ADN de 121 cepas de referencia de
especies de importancia médica a nivel global y se demostr6 que todos los PCR
poseen una sensibilidad analitica superior, situada en un rango entre 10 y 100fg de
ADN, lo que se corresponde con la posibilidad te6rica de detectar un parasito de
Leishmania o menos. La especificidad también es superior, o que se confirmé al usar
como molde de cada PCR el ADN de los 22 microorganismos relacionados evaluados:
parasitos, hongos, bacterias y virus. (Montalvo et al., 2012).

Se seleccionaron un grupo de enzimas utiles para distinguir las especies o grupos de
especies deseados, usando el menor numero posible de digestiones, sin producir
fragmentos numerosos 0 muy pequefios (menores de 50pb) y evitando variaciones
intra especificas en diferentes cepas de una misma especie. Se obtuvieron patrones in
silico que se confirmaron al realizar las evaluaciones con ADN puro, de acuerdo a las



respectivas propuestas: RFLP-F, N y C. Cada esquema de digestion permite identificar
diferentes especies o grupos de especies, en las respectivas areas geograficas de
circulacién. Cada protocolo solo necesita un Unico producto de PCR y un maximo de
dos pasos de digestion enzimatica, lo cual constituye también una ventaja en relacion a
propuestas de otros autores (Montalvo et al., 2012).

Se realiz6 un analisis adicional para distinguir L. braziliensis de L. naiffi. Esta dltima, a
pesar de pertenecer al subgénero L. (Viannia), cuyas especies producen la forma
mucosa de la enfermedad, es una entidad menos patogénica para el hombre lo que
hace su distincion importante para orientar la conducta adecuada en el manejo de
casos. Ademas, se busco una solucion alternativa para disminuir los costos, resultando
conveniente sustituir la enzima EcoRII por otra opcidon que cumpla los criterios antes
establecidos, con lo cual el esquema se actualizé y completd (Fraga et al., 2013).

Evaluacion del desempefio de las nuevas variantes con muestras clinicas
humanas

Se demostro la superioridad de las nuevas variantes mediante la evaluacion de un total
de 529 muestras clinicas humanas, de 10 tipos diferentes, procedentes de pacientes
con las tres formas clinicas principales, de 8 paises. Se confirmd la buena especificidad
tras analizar 69 muestras negativas. La sensibilidad diagndstica fue superior para la
PCR-N, C y F en ese orden, tendencia que se mantuvo para la eficiencia en la
identificacion de las respectivas RFLPs. Se identificé la especie infectante en el 76% de
las muestras evaluadas, demostrandose correspondencia total entre los resultados de
los distintos protocolos y concordancia geografica con las especies reportadas. Esta
evaluacion global comenz6 con el analisis de 102 muestras de paises del Nuevo
Mundo y del Viejo Mundo, incluidas 6 de leishmaniasis canina, suya sensibilidad
diagndstica se comporté de la manera antes descrita. (Montalvo et al., 2012). Ademas,
se demostro la utilidad de los métodos mas apropiados para la discriminacion de
especies neotropicales: PCR-RFLP F y N, utilizando muestras de Perl, donde 3
especies L. braziliensis, L. peruviana y L. guyanensis son responsables del mayor
numero de casos, junto a L. lainsoni y L amazonensis. El ensayo en 89 muestras, 81
de ellas de casos con la enfermedad cutanea y 8 con la forma mucocutanea, demostré
gue la PCR-N tiene una mayor sensibilidad diagnéstica, con independencia de la forma
clinica, o el tipo de muestra evaluada, seguida de la PCR-F, y por ultimo la menos
sensible resultdé la PCR-G. Se identificaron tres de las especies presentes en el
territorio: L. braziliensis (63%), L. peruviana (20%) y L. guyanensis (17%). (Fraga et al.,
2012). El conjunto de muestras de Bolivia, Colombia y Honduras mantuvo la misma
tendencia en la sensibilidad y se identificaron especies distribuidas en esos territorios.
El raspado con palillo resulté mas eficiente para identificar en Bolivia, mientras en
Colombia la aplicacion de las RFLP-F y RFLP-N deben adaptarse al estudio segun las
areas por la gran presencia de L. panamensis en el territorio, que no puede distinguirse
de L. guyanensis con la variante RFLP-N. En Honduras se identific6 L.infantum
(chagasi) relacionada a la enfermedad cutanea (Resultados en vias de publicacién).
De igual forma, se evaluaron 133 muestras clinicas de la enfermedad cutanea y
visceral provenientes de 4 paises del Viejo Mundo y se confirmd que también en este
contexto la sensibilidad de las nuevas variantes siguid la tendencia descrita,



demostrando significativa superioridad sobre la version original. La especificidad
diagnostica resultd 100%. La eficiencia en la identificacion para esta area fue de 79%,
identificandose enlas muestras 4 de las de las 5 especies de importancia médica.
Ninguna muestra resulté infectada con L. aethiopica. Los resultados generales permiten
recomendar la version PCR-RFLP-C como la mejor opcion para la identificacion de
especies que circulan en el Viejo Mundo, directamente a partir de la muestra clinica.
(Montalvo et al., 2014).

Implementacion de las nuevas variantes en Cuba y en paises endémicos.

La motivacion fundamental de esta investigacion fue responder a una necesidad de
diagnostico avanzado de leishmaniasis en el IPK, que adicionalmente, pudiera
aplicarse en paises endémicos con fines diagndsticos o investigativos. Una vez
demostrada la superioridad de las variantes desarrolladas, mediante la evaluacion en
muestras clinicas de diversa procedencia, se incorporaron al algoritmo diagnéstico de
nuestro laboratorio, que originalmente solo contaba con la aplicacion de métodos
parasitolégicos clasicos. Los resultados descritos permitieron enriquecer el esquema
diagndstico con las exigencias mas novedosas de la actualidad (deteccion de género
Leishmania + identificacion de especie infectante), posibilitando incorporar la
identificacion de la especie directamente en la muestra clinica, utilizando la variante de
PCR-RFLP hsp70 mas adecuada en relacion al area geografica de donde proceda el
paciente. Esto permite responder de la manera adecuada a colaboradores, viajeros,
estudiantes que procedan de cualquiera area endémica de esta parasitosis y necesite
el diagndstico mas preciso que garantice un tratamiento Optimo y un seguimiento
adecuado (Montalvo et al., 2012 a). Ademas, el trabajo con laboratorios de areas
endémicas posibilitd que los profesionales a cargo confirmaran las ventajas de estas
nuevas variantes para atender a las necesidades diagndsticas y/o investigativas de sus
respectivos paises, quienes recomendaron e incorporaron estas nuevas metodologias
a su guehacer, valorando las ventajas que le ofrecen (Carta aval del Programa de
Estudio y Control de Enfermedades Tropicales, Medellin, Colombia; Carta aval de
la Universidad Peruana Cayetano Heredia, Peru).

Conclusiones

En este trabajo se demostrd la superioridad de tres nuevas variantes de PCR-RFLP
desarrolladas, basadas en el polimorfismo del gen hsp70. Las mismas permiten
detectar las 14 especies de mayor importancia médica a nivel global, con una
sensibilidad muy superior en relacion a versiones precedentes. Estas variantes
mostraron un 100% de especificidad y distinguen especies individuales o complejos de
especies de interés para el hombre. La evaluacion realizada, que abarco 10 tipos de
muestras de todas las formas clinicas y de 8 paises diferentes, demostro su validez. Se
demostré ademas que estas herramientas son aplicables a todas las formas clinicas de
la enfermedad y tipos de muestras, por lo que tienen gran aplicabilidad a diferentes
contextos, tanto en areas endémicas como en clinicas del viajero y centros de
referencia, como el nuestro. Estas nuevas variantes fueron incorporadas al algoritmo
diagnostico de la leishmaniasis en el IPK, lo que permite ofrecer al paciente un servicio
muy actualizado y de alta calidad. Otros laboratorios de paises endémicos han asumido
estos protocolos, para su aplicacion diagnostica e investigativa.



La novedad e impacto cientifico de los resultados

1.

Se desarrollaron tres nuevas variantes de PCR-RFLP, basadas en el gen hsp70, utiles
para el diagndstico avanzado de la leishmaniasis.

Se demostrd que estas nuevas herramientas son capaces de detectar e identificar las 14
especies de Leishmania de mayor importancia médica de todas las areas geograficas.

Se demostro que estas tres variantes son mas sensibles, especificas, aplicables a todas
las formas clinicas y tipos de muestras, y adaptables a diferentes contextos geograficos,
lo que confirma su aplicabilidad global.

. El desarrollo de estas variantes sitUa al Laboratorio Nacional de Referencia de

Parasitologia entre los que cuentan con mayor nivel para la definicibn de esta
parasitosis, al incorporar a su algoritmo diagnostico estas capacidades para la atencién
a cooperantes y viajeros.

La superioridad de estas herramientas conllevé a la incorporacién de las mismas en
algunos laboratorios de areas endémicas, con propositos diagndsticos e investigativos.
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