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RESUMEN

El potencial diagnéstico de epitopes inmunodominantes seleccionados fue ensayado
satisfactoriamente a fin de obtensr una prusba serodiagndsiica alternativa para la
tLeishmaniasis Tegumentaria Americana. Dos proteinas recombinantes prometedoras de L,
{v.} peruviana referidas como T-26-U2/T28-U4 fueron reconocidas por sueres individuales
de pacientes con Leishmaniasis Tegumentaria Americana usando Western Blot. La
sensibilidad de la prueba fue de 86% con suercs permanentes con Leishmaniasis peruana.

Palabra clave: Western Blot, Suero Leishmania, Lelshmaniasis.

ABSTRACT

The potential diagnosis of selected Immunedominant epitopes was successfully
assessed as an alternate serodiagnostic tool for American Tegumentary Leishmaniasis
{ATL). Twe provisory recombinant proteins of L. (V] peruviana referred to as T28-U2/726-U4
were recognized by individual sera from ATL patients uaing Western blot, This test sensitivity

was 86% with peruvian leishmaniasis sera,

Kay word: Waestern blot, sera,” Leishmania, Leishmaniasis.

INTRODUCCION

Las leishmaniasis comprenden un grupo de
enfermedades con doce a catorce millones de
personas infectadas en el rmundo, con una incidencia
de des millones de casos nuevos anuales, de allos
17500000 son casos cutdneos v 368 miliones de
personas tienen riesgo de infeccitn en el mundo'?,

El Perty, como muchos otros paises americanos,
as afectado por la leishmaniasis tegumentaria
amaricana (LTA), causada principalmente por
parasitos del complejo braziliensis®.  Dos formas
¢linicas han sido detectadas; Inleishmaniasis cutdnea
andina {(LCA) conocida como uta, causada por L.
{V} pernvigna y Ia leishimaniasis selvdtica (LS o
espundia causada por L. (V) braziliensis. La wa
causa lesiones cutdneas benignas, responde al
iratamiente cligico ¢ austocurs y se distribuye
principalmente en los valles interandinos, Porotro
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lado, 1z espundia es iz forma mds severa de la
enfermedad, causando lesionss mucocutineas
metastdsicas desfigurantes v se distribuye
geogrificaments en 1a selva® Durante mucho
tigmpo, el diagndstico de leishmaniasis estuvo
restringido al diagnéstco clipico y &l examen
parasitoldgico. Posteriormente se incorporaron, los
métodos inmunolégicos tales como: ELISA y DOT-
ELISA usando protefnas totales como antigenos,
los cuales estdn siendo vsados para detectar
anticuerpos circulantes en pacientes con diferentes
formas de la enfermedad’. $in embargo, el uso de
antigenos totales presenta una especificidad limitada
{65%}) debido a la presencia de epiiopes compartidos
entre patdgenos como T cruzi ¥ Plasmodium.

La tecnologia det ADN recombinante estd
permitiendo disponer de Kits de diagndstico
altamente sensibles y especificos basados en
proteinas recombinantes. Es decir, actualmente es
posible aislar un gen responsabile de la expresidn de
una proteina e introducirla a organismos como E
coli para que puedan ser mantenidos ¥ perpetuados,
de tal manera gue es posible utilizar estas bacterias
como fabricas bioldgicas para la produccion y
purificacion de estas protefnas fordneas {proteinas
recombinantes}
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Usando esta estrategia Burns y col? y Schreffer
y col®, han ohtenido protefnas recombinantes para
el diagndstico de leishmaniasis visceral tales como
K-39% y ja protefna recombinante rgp63. Por lo
que resulta impertante disponer de un Kit de diag-
ndstico basado en el uso de proteinas recombinarntes
especificos y sensibles para el diagnéstico de
Leishmaniasis Tegumentaria Americana (LTA).

MATERIALES Y METODOS

Pacientes y sueros

Seobtuvieron sueros de pacientes con LTA de
diferentes dreas geogrificas del Pendt y remitidos al
fnstituto Nacional de Salud u obtenidos de los
pacientes que llegaron al Instituto de Medicina
Tropical Alexander von Humboldt de la Universi-
dad Peruana Cayetano Heredia (Lima.Perd). To-
dos estas pactentes poseen historia clinica y fue-
ron diagnosticados clinica y seroldgicamente de
uta (n=22), o LS (n=:42) presentando lesiones cu-
tineas (LCS=24) o mucocutineas {(LMS=18).
Diez sueros de individuos sanos procedentes de
dreas no endémicas fueron usados como controles
negativos,

Sueres de pacientes con otras enfermedades
tales come: parasitarias . la enfermedad de Chagas
{n=13}, malaria {n=31; las bacterianas , Bartonelosis
{n=2), iuberculosis (n=4) vy micdticas,
Paracoccidiosis {p=8}, Esporotricosis {n=53} fue-
ron incluidos en este estudio.

Biblioteca de ADN¢ deLeishmania (V)
peruviaia e inmanorrastreo de clones
recombinantes

Se preparo una biblioteca de ADNc en el vector
de expresidnigrt ! a partr de ARNm polyA* ex-
traidos de promastigotes de L. (V) peruviana en
fase estacionaria. Labiblioteca de ADNc (25,000
ufp} fue inmunorrastreada con una mezcla de sue-
ros provenientes de pacientes LCA aisldndose diez
clones recombinantes que expresan protefnas de
fusign®”, Para mayores estudios fueron seleccio-
nados dos clones denominados T26-U2 y T26-
U4 por su alta reactividad frente a sueros de LTA.

Expresién y produceién de proteinas
recombinantes

Para la expresién vy produccién de proteinas
recombinantes se utilizaron E eafi Y 1090 como
hospederas del fago Agtl 1. Las bacterias incuba-

" dasen placas con medio LB-ampicilina fueron in-

fectadas e incubadas 3 42° C por 4 horas ¥ las
proteinas recombinantes inductdas con IPTG por
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3 horas a 37° C. Finalmente, tas proteinas fueron
colectadas y conservadas a-80° C.

ELISA Y Western Blot

Las técnicas de ELISA y Western blot fueron
utilizadas para detectar anticuerpos contra el ex-
tracto crudo de parasitos L{V.) braziliensis y los
productos de cxpresion obtenidos de los clones
recombinantes respectivamente. Para el Western
blot, se sometieron 100 ug. de proteinas totales de
L. {V) braviliensis y 300 ug de proteina
recombinante a eleciroforesis en gel de
poliavrilamida desnaturante (SDS-PAGEa! 0% vy
79%:), transferidas a membranas de nitrocelulosa y
enfrentadas o 10s sueros incluidos en el estudio.

RESULTADOS

Produccién de proteinas recombinantes de
Leishumania usando E. coli como huésped
Fueron obtenidas satisfactoriamente las pro-
teinas recombinantes de L. (V) peruviana referidas
como T26-U2 ¥ T26-U4 por la infeccién dc sus
respectivos bacteridfagos usando E. coli como hués-
ped en el lapso de ocho horas. Se estima que la
eeidn debe estar por el rango de 300 uga lmg
iteina total por placa de cultivo, de los cuales
7o constituye 1a proteina recombinante expre-
suda. Esta cantidad es suliciente paraevaluar 130a
200 sueros de pacientes por western biot.

El fago recombinante T26-Ud expresa con ma-
vor eficiencia su proteina recombinante en compa-
raeion con la obtenida por ¢l fago T26- U2, Asimis-
mo, ¢l proeducte de expresidn de fa clona T26-U4
fue mds intensamente reconocide por los
anticuerpes de los pacienties con Leishmantasisis
Tegumentaria Americana, Sin embargo, los
anticuerpos de tos pacientes con wra reaccionaron
con mayor preferencia ala proteina recombinante
T26-U2 que ala T26-14.

Reactividad individual de las proteinas
recombinantes con las formas clinicas de
Leishmaniasis

La proteina recombinante T26-U2 evaluada con
sueros de pacientes con LTA presentd una sensibi-
lidad diagnéstica de 34% (Figura 1). Cabe mencio-
nar gue el 64% de los sveros de pacientes con
LCA46% con LCS vy el 530% con LMS reacciona
ron copn {a proteina T26-U2. En contraste, Ia pro-
wina secombiname T26-U4 presentd una reactivi-
dad para LTA, LCA, LCS y LMS correspondiente
& 78%, 59%, 62% y 89% respectivamente {Figu-
ra b
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Figura 1. Reactividad de Ias proteinas
recombinantes frente a las formas clinicas de
Leishmaniasis en ensayos de Western Blot

Valor Diagnostico de T26 U2/T26 U4

Al combinar los resultados obtenidos con am-
bas proteinas recombinantes T26-U2/T26-U4, se
ebtuvo un incremento significativo en la sensibali-
dad diagndstica del test para LTA (86%), valor com-
parable a la utilizacidn de protefnas totales como
antigeno (92%) (Figura 2),
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Figura 2. Sensibilidad, espiciticidad y valor
predictive totsf de ELISA con protainas totales
versus el test de antiganos recombinantes en
ensayos por Western Blot.

Laespecificidad del test de diagndstico usando
ambas proteinas recombinantes es mayor gue cuan-
do se utilizan proteinas totales, 87% versus 65%
respectivamente (Figura 2). De las dos proteinas
recombinantes evatuadas, T26-U2 es 1a que mues-
tra reaccidn cruzada con ol 40% de los sueros de
pacientes chagdsicos mientras que T26-U4 presen-
ta una alia especificidad al no reaccionar con los
sueros de otras enfermedades. El valor predictivo
total del test diagndstice T26-U2/T26-U4 usando
sueroa de pacientes con ETA fue superior que el
Western hiot nsando pardsitos totales (87% versus
81%).(Figura 2}

BISCUSION

Una prueba para inmunodiagndstico rédpido vy
especifico basado en el use de proteinas
recombinantes ha sido desarrollade y evaluade paga
¢l diagndstico de leishmaniasis en et Perd con resul-
tados satisfactorios.

Las protcinas recombinantes evaluadas mos-
fraron una preferencia de reactividad de epftopes
en relacidn con cada forma clinica del paciente con
leishmaniasis. La proteina recombinante T26-U2
presento una reactividad preferencial con sueros de
pacientes cutdneos, (LCA=64%, LCS=38%) a di-
ferencia de los obtenidos de los pacientes con fesio-
nes mucosas (37%). Sinembargo, Ia especificidad
de la prueba se ve fuertemente incrementado (87%)
versus el obtenido con protefaas totales (65%). Esta
especificidad mejorada tendrd un impacto mayor
en aquellas zonas geogrdficas donde coexisten
Leishmanin y otros patégenos que comparten
epitopes homdlogos tales como la enfermedad de
Chagas.

Es importante mencionar gue algunos sueros
provenientes de pacientes infectades con
leishmaniasis de los departamentos de San Martin,
Hudnuce y Cuzco no presentaron niveles de
anticuerpos lo suficientemente altos para ser de-
tectados por 1as proteinas totales, sin embargo ha-
ciendo uso de ias protefnas recombinantes pudie-
ron ser detectados y recibir un tratamiento apro-
piado,

La disponibilidad de estas proteinas
recombinanies permitird su uso cemo una herra-
mienta de diagndstico sensible y especifica. Esta
tecnologia nos ofrece ta ventaja de no cultivar in
vitro al pardsito y en contraste permite analizar
rdpidamente un gran ndmero de sueros (1504200
andlisis) disminuyendo por ende los costos de pre-
paracion y produccién de antigenos para el diag-
ndstico de leishmaniasis,
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Los insertos de las clonas T26-1J2-U4 han sido
secuenciados, su secuencia aminoacidica deducida
y con programas de computacidn se han seleccio-
nado epftopes con valor diagndstico, los cuales
permitiran simplificar y abaratar aun més los cos-
tos en el diagnéstico de leishmaniasis.
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