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Resumen

La leishmaniosis es una enfermedad parasitaria desencadenada por
especies del género Leishmania, afectando la salud publica a nivel mundial y al
menos de 22 paises en América. Las manifestaciones clinicas: leishmaniosis
cutdnea (LC) y la leishmaniosis muco-cutdnea (LMC) en Latinoamérica, son
originadas por las especies del subgénero Viannia, las cuales tienen como
vectores a mosquitos del género Lutzomyia. En las medidas de control y
tratamiento existen problemas como la evidente diferencia en la respuesta clinica
del paciente frente a las drogas, de acuerdo a la especie infectante, impulsando a
desarrollar mejores métodos de diagndstico de esta enfermedad. En este sentido,
se ha recomendado el empleo de las técnicas de PCR basadas en ADN de
kinetoplasto, como método de diagndstico molecular para identificar al parasito
con propdésitos clinicos y epidemiolégicos. El proyecto propuso: el desarrollo de
una prueba de PCR ADNK que discriminara a nivel del subgénero Viannia e
incluirla en el disefio de un flujograma de evaluacion de muestras clinicas para el
diagnostico de la LC y LMC, donde se emplearon diferentes aproximaciones
moleculares que permitieron la identificacion del parasito a nivel de género,
subgénero, complejo y especie. Esta aproximacion fue incluida en el proceso
diagnéstico de un grupo de pacientes provenientes de un brote reciente de
leishmaniosis en el estado Cojedes. El analisis in silico de la especificidad de los
oligonucledtidos LeishF3/LeishB3, el disefio y normalizacion del PCR ADNk —
RFLP, y la aplicacién del flujograma en la identificacion de siete muestras de
pacientes diagnosticados con LC, conllevaron a que se lograse identificar la

infeccidn por Leishmania (V) braziliensis en estas ultimas.



Introduccioén

La leishmaniosis es una enfermedad metaxénica, que ocasiona un espectro
de sintomas resultado de la infeccidn por varias especies de protozoarios del
género Leishmania. La enfermedad resulta de la interaccién compleja de factores
biolégicos del parasito y el hospedador, que incluyen la respuesta
inmunoinflamatoria. Esta enfermedad actualmente es un problema de salud
publica en 88 paises del mundo, incluyendo paises del continente americano,
entre ellos Venezuela (Figura 1). Esta endemia representa un serio obstaculo para
el desarrollo socioeconémico, afectando en gran medida a la poblacién humana de
bajo nivel socioeconémico, principalmente en paises en desarrollo; hoy en dia 350
millones de personas se consideran en riesgo de contraer leishmaniosis, y se
reportan aproximadamente 2 millones de casos nuevos anualmente. Esta
problematica se acentlia con la escasez de programas de control funcionales, la
evidente tendencia de aumento de mortalidad causada por la leishmaniosis a nivel
mundial, y ademas el hecho de que los métodos para diagnosticar la enfermedad
toman tiempo y muchas veces son traumaticos para el paciente (Céaceres y

Montoya, 2002; WHO Expert Comittee on the Control of Leishmaniases., 2010).



Fig. 1. Distribucidén geografica de la leishmaniosis cutanea y muco-cutanea en el
continente americano. (WHO Expert Comittee on the Control of Leishmaniases.,
2010).

En Venezuela se ha observado un aumento de la incidencia acumulada de
Leishmaniosis, en especial desde el afio 1998, cuando se registraron 7,3
casos/100 000 habitante, hasta 1999 , con 11,3 casos/100 000 habitante. Este
aumento en los casos de leishmaniosis se ha asociado con indicadores
socioecondmicos, cambios climaticos, movimientos poblacionales y al avance en
los métodos de diagnostico que facilitan su deteccion. Posteriormente, durante el
periodo 1970-2004 se observéd un incremento continuo y anual de nuevos casos;
donde las manifestaciones mas frecuentes fueron la leishmaniosis cutanea (LC) y
la muco—cutanea (LMC), mientras que solo se reportaron pocos casos de
leishmaniosis visceral (LV). Adicionalmente, cabe sefialar que se diagnosticaron

47.762 casos de las diferentes formas clinicas de leishmaniosis cutanea en el



periodo 1988-2007(Nieves y col., 2008; Rodriguez- Morales, A. y col., 2010; Félix

y col., 2011).
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Fig. 2. Distribucidn de las formas clinicas de LCA de acuerdo con los estados que
presentan las mayores tasas de incidencia en c/u de ellas. Venezuela 1988-2007
(De Lima, H. y col., 2010).

La Leishmaniosis tiene como agentes etioldgicos a especies de parasitos
del género Leishmania, con aspectos poco conocidos sobretodo en las
poblaciones naturales. Existen al menos 20 especies de Leishmania, de entre las
35 en total que han sido descritas e identificadas (Figura 3), que son capaces de
causar la enfermedad con un amplio espectro de sintomas en el humano. La
distribucion de las especies de Leishmania se encuentra estrechamente asociada
con la de su vector, su hospedador reservorio, 0 ambos, por lo que es dependiente
de las relaciones ecologicas y caracteristicas concretas del medio ambiente. Entre
las diferentes manifestaciones de la enfermedad se describen la leishmaniosis
visceral (LV), fatal en los casos no tratados y causada por especies del complejo
donovani, incluyendo Leishmania (Leishmania) donovani y Leishmania
(Leishmania) infantum; leishmaniosis muco-cutanea (LMC), la cual se asocia

principalmente con Leishmania (Viannia) braziliensis; la leishmaniosis cutanea
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(LC), causada por especies como Leishmania (Leishmania) major en el Viejo
Mundo y por Leishmania mexicana, Leishmania (Viannia) guyanensis Yy
Leishmania (Viannia) panamensis en el Nuevo Mundo. En el caso de la LC se
describen distintas formas, donde tenemos la leishmaniosis cutanea localizada
(LCL) (en Venezuela causada principalmente por Leishmania (Viannia) braziliensis
y Leishmania (Leishmania) mexicana, leishmaniosis diseminada (LD) (en
Venezuela causada principalmente por Leishmania (Viannia) braziliensis), y la
leishmaniosis cutanea difusa (LCD) (en Venezuela causada principalmente por
Leishmania (Leishmania) amazonensis y Leishmania (Leishmania) mexicana) (ver
figura 2). Esta diversidad de manifestaciones clinicas de la enfermedad y sus
complicaciones son consecuentes con la complejidad de la epizoologia de la
leishmaniosis, y con que las infecciones pueden ser causadas por numerosas
especies del parasito, con una gran diversidad de especies de mosquitos y
mamiferos que han sido incriminados como vectores y hospedadores o
reservorios, respectivamente. Lo anterior contribuye a la dificultad de estudio del
parasito Leishmania como modelo biolégico desde un punto de vista ecologico,
genético vy filogenético, aunado a que los determinantes genéticos responsables
por el polimorfismo clinico en humanos son aun desconocidos (Reithinger y col.,
2006; Bafius y col., 2007; Rogers y col., 2011).

Adicionalmente, la clasificacion actual de los subgéneros de Leishmania
capaces de infectar a humanos procede principalmente de la revision presentada
por Lainson y Shaw (1987) donde se sefiala que, los miembros del subgénero
Leishmania se desarrollan exclusivamente en el intestino medio y el intestino

anterior de sus insectos vectores (desarrollo del tipo suprapylarian); mientras que
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los miembros del subgénero Viannia incluyen una fase de desarrollo en el intestino

posterior (desarrollo peripylarian) (Correa, Brazil y Soares, 2005).
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Observamos que las diferentes manifestaciones clinicas de la
leishmaniosis tienen como agentes etiolégicos a especies del género Leishmania,
ubicadas en dos subgéneros (Leishmania y Viannia) y varios complejos de
especies, de acuerdo con su distribucion global en el “Nuevo” y “Viejo” mundo,
como se representa en la tabla 1. Existe una mayor diversidad de especies que
infectan al ser humano en el continente americano, en relacién a los continentes
africano, europeo y asiatico. Varias de estas especies se presentan con un
tropismo dermotrépico y mucotrépico en la infeccibn humana, particularmente L.
(V) braziliensis, L. (V) panamensis, L. (V) guyanensis, L. (L) mexicana y L. (L)
major. Esta diversidad en la clinica y las especies responsables nos muestra el
complejo escenario del diagnéstico de la enfermedad y la identificacién del agente
etiologico, y dirige nuestro atencion hacia el desarrollo de métodos moleculares
para la identificacion de estas especies del subgénero Viannia y agentes
etiologicos de la LMC y LC. La disponibilidad de una metodologia rapida, sencilla y
amigable, que brinde simultdneamente el diagndstico y la precisa identificacion del
parasito, habilitaria la evaluacion de la prognosis y prescripcion de tratamientos
apropiados para el paciente en las areas endémicas de la enfermedad, e
impulsaria a los estudios epidemiologicos (modificado de WHO Expert Comittee

on the Control of Leishmaniases, 2010).



Tabla 1.

Especies de Leishmania capaces de infectar a los humanos

Subgénero L. (Leishmania) | L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia)
L. donovani L. major
L. infantum L. tropica
Continentes: ——
Africa, Europa, L. killickia
Asia —
L. aethiopica
L. infantum
. . L. (V iliensi L
L. infantum L. infantum (V) braziliensis L. (V) braziliensis
L. mexicana L. (V) L. (V)
panamensis panamensis
L. pifanoi a .
P L. (V) guyanensis
Contim_ante: L. venezuelensis L shawi
América
rincipalmente i
(p p L. garnhamia L naiff
Centroy
Suramérica) L. amazonensis . .
L. lainsoni
L. lindenbergi

L. (V) peruviana

L. colombiensis b

Tropismo
principal

viscerotrépico

dermotrépico

dermotrépico

mucotrépico

a Estado de la especie bajo discusion; b posicion taxonémica bajo discusion
(modificado de WHO Expert Comittee on the Control of Leishmaniases, 2010).
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Ciclo de vida de Leishmania

Durante el complejo ciclo de vida de las diferentes especies de parasitos del
género Leishmania, estos organismos digenéticos transcurren dos estadios
basicos: uno extracelular dentro de un mosquito vector de la subfamilia
Phlebotominae, y otro estadio intracelular en un hospedador vertebrado (figura 4).
De los seis géneros descritos de mosquitos vectores, s6lo dos son de importancia
médica en la transmisién del parasito: Phlebotomus de los continentes: Africa,
Europa y Asia, dividido en 12 subgéneros; y Lutzomyia del continente
americano, dividido en 25 subgéneros y grupos de especies, habiéndose descrito
30 especies antropofilas en Venezuela. Entre las 500 especies de mosquitos de la
subfamilia Phlebotominae conocidos, so6lo 31 han sido identificados positivamente
como vectores de especies patogenas de Leishmania y 43 como probables
vectores (Bafius y col., 2007).

Estadio en el
hospedador (humano)

Estadio en el vector

~“Infeccién: el insecto vector se
alimenta de sangre del hospedador y

Los ; \ lo los pr 9
promastigotes g ‘\\‘-'
son fagocitados . Los promastigotes se
. e multiplican y migran hacia
>4 Q la proboecide, donde se
~ transforman en
= promastigotes
Deagnostico: / metaciclicos
Los
promastigotes se b
transforman en - ,} Los amastigotes se
amastigotes transforman en
\ promastigotes en el
Intestino del vector
> -
@D e

-
#  Los amastigotes son
Diagnostico: ~ o - oo
Los amastigotes se \ | Woerados
multiplican en El insecto vector ingiere sangre

células y teiidos conteniendo los macrofagos
~infectados con amastigotes

Fig. 4. Ciclo de vida de Leishmania (Modificado de Stuart y col., 2008).

11



Tratamiento de la leishmaniosis

Se han utilizado ciertos regimenes de tratamiento y farmacos para tratar la
leishmaniosis teniéndose en cuenta la variacion del pronéstico de la enfermedad
segun la especie del parasito infectante, y en consecuencia esto resalta la
importancia del desarrollo de métodos para la identificacion de especies que son
requeridos para los estudios epidemiolégicos en programas de control y asi
mejorar el manejo clinico de los pacientes. Sin embargo, existe evidencia de que
la respuesta del paciente frente a los medicamentos anti-leishmaniales no es
especie-especifica, y esto puede relacionarse a la complejidad de las
interacciones parasito-hospedador. Estas investigaciones se realizan en respuesta
a la necesidad originada por el aumento de la probabilidad de que la resistencia
del parasito a los tratamientos sea mas frecuente con el paso del tiempo, la
dificultad de establecer recomendaciones consensuadas de tratamiento, y la falta
de reproducibilidad entre los estudios. Los resultados obtenidos en estas
investigaciones, en cuanto a la especificidad de los tratamientos frente a la
leishmaniosis se resumen en la tabla 2, donde tenemos que puede observarse un
grado de respuesta similar frente a grupos de especies del parasito, o que permite
aplicar regimenes de tratamiento racionalmente y evitando exponer al paciente a
terapias ineficaces que promuevan la aparicion de resistencia en los patdgenos.
De alli tenemos que, los antimoniales tienen efectos adversos severos (pudiendo
ocasionar alteraciones electrocardiograficas que obligan a detener su uso), la
identificacion de la especie infectante oriente hacia el uso de antimoniales
pentavalentes en LC y LMC causadas por L. (V) braziliensis, y terapias

alternativas con miltefosina (interfiere con las vias de transduccion de sefiales
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celulares e inhibe la biosintesis de fosfolipidos y esteroles) en infecciones
causadas por L. (V) panamensis, L. (V) guyanensis y L. (L) mexicana, e inclusive
para manifestaciones de LV por L. (L) donovani; cabiendo sefialar que el orden de
la sensibilidad de las especies frente a la miltefosina in vitro fue: L. (L) donovani >
L. (L) aethiopica > L. (L) tropica > L. (L) mexicana > L. (V) panamensis> L. (L)
major. Otra opcion consiste en el uso de la termoterapia, la cual ha demostrado
ser efectiva en casos debidos a L. (L) mexicana, observandose que esta terapia
resulta en un tiempo de cura del paciente mas corto respecto al de los
tratamientos con antimoniales. Ademas, podemos sefialar que en casos de LC
causada por L. (V) panamensis, y especialmente L. (V) guyanensis, el uso de
pentamidina (interfiere con la sintesis de ADN en Leishmania) ha servido como
otra alternativa altamente efectiva, mas aun si se aplica lo antes posible. Mientras
gue, como alternativas eficaces en los casos de LC y LMC por L. (V) braziliensis
resistentes a los antimoniales, tenemos el empleo de anfotericina B liposomal
(menos toéxica, y de mayor costo) y el desoxicolato de anfotericina B (altera la
permeabilidad de la membrana celular de los parasitos, y tiene una alta toxicidad y
costo). Adicionalmente, el uso de unglientos de paramomicina ha demostrado ser
efectivo en casos de Leishmaniosis por L. (L) mayor y L. (L) tropica,
incrementando su eficacia y tendencia a causar reacciones inflamatorias locales al
combinarse con cloruro de metilbenceno (modificado de Arevalo y col., 2007;

Minodier y Parola, 2007; Ramos y Segovia, 1997; Goto y col., 2010).
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Métodos de diagnostico de la enfermedad e identificacion del parasito

Existen diferentes métodos de diagndstico empleados en la caracterizacion
de la enfermedad y en la identificacion de las diferentes especies del parasito,
entre ellos se encuentran las pruebas parasitolégicas, que incluyen la microscopia
mediante la identificacién de las formas amastigotas en la evaluacién de frotis
tefiidos con Giemsa o colorante de Romanowski de biopsias de lesiones (en el
caso de LC) o de aspirados de ndodulos linfaticos, médula 6sea o del bazo (en el
caso de LV). Se ha evidenciado que la identificacion de las formas amastigotes
puede tener una elevada dificultad debido a la limitada sensibilidad de la
metodologia. Estos métodos contintan utilizandose como referencia por su
especificidad, y la evaluacion microscoépica de frotis por aposicién de tejido de las
lesiones se mantiene como una herramienta util en el diagnostico en regiones
rurales endémicas para la LC y LMC, donde solo existe una infraestructura basica
y poco especializada. Adicionalmente, se ha demostrado que el cultivo in vitro de
los parasitos a partir de muestras de lesiones o biopsias como método de
identificacién tiene una elevada sensibilidad respecto a los métodos de
observacion directa al microscopio éptico, sin embargo el cultivo in vitro requiere
de una infraestructura de laboratorio adecuada, personal técnico capacitado, asi
como de un tiempo considerable para la obtencion de los resultados (Goto y col.,

2010; Feélix y col., 2011)

En cuanto a las pruebas de diagndéstico inmunolégicas, actualmente se

dispone de métodos como:
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Ensayos seroldgicos, entre los que se encuentran: la inmunofluorescencia
indirecta (IFI), donde se fija sobre un portaobjetos los antigenos o parasitos de
especies de Leishmania de referencia y luego se le afiade el suero de quien se
sospecha la presencia de anticuerpos especificos y se forma el complejo
antigeno-anticuerpo si la reaccion es positiva, de manera que al agregar la
anti-inmunoglobulina humana conjugada con un fluorocromo esta se asociara
con el anticuerpo del complejo formado y al excitar estas moléculas
fluorescentes con luz UV en un equipo, podemos detectar la presencia de
anticuerpos especificos para la especie de parasito que infecta o ha infectado
al paciente. El ensayo inmunoenzimatico (ELISA), como otra técnica
comunmente empleada, que tiene una variedad de modalidades y sirve como
una prueba preliminar para determinar la presencia de anticuerpos particulares
dirigidos al antigeno del parasito o particularmente del antigeno en el suero del
paciente; y la aglutinaciéon directa de los promastigotes, en la cual la muestra
donde se sospecha que hay anticuerpos especificos hacia los antigenos del
parasito se coloca en contacto con el antigeno particular en pocillos, y se
observa la formacion de discos al aglutinarse los antigenos y el anticuerpo
especifico en caso de encontrarse este en la muestra del paciente debido a
una infeccion subclinica o] un padecimiento previo ya
curado(http://exa.unne.edu.ar/bioquimica/inmunoclinica/documentos/Laboratori
0_TPN8.pdf [Consulta: 23 de julio de
2012];http://www.chemgapedia.de/vsengine/vlu/vsc/en/ch/25/orgentec/autoimm
undiagnostik.vlu/Page/vsc/en/ch/25/orgentec/diagnostik_elisa_varianten_en.vs

cml.html [consulta: 3 de julio de
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2012];http://www.ungefcm.gq:8081/datas/agentesbiologicos/contenidos/general

es/bibliografia_basica/microcap82.pdf [consulta:26 de julio de 2012]).

Ademas, se dispone de otros métodos inmunoldgicos de identificacion de los
parasitos: como las pruebas de hipersensibilidad retardada especifica para
Leishmania; entre las que se encuentra la reaccion de Montenegro o prueba
cutanea de la leishmanina, la cual es util en el diagndstico de LC y LMC
aunque generalmente proporciona un resultado negativo en la forma cutanea
difusa y se debe considerar que su sensibilidad es baja debido a que los
anticuerpos detectados por la prueba se desarrollan lentamente vy
generalmente alcanzan titulos bajos. Adicionalmente disponemos del empleo
de tiras inmuno-cromatrogréficas con antigenos purificados (en el caso de LV
se utiliza el antigeno K39), donde se emplea una tira generalmente de
nitrocelulosa con bandas a la cual se han agregado anticuerpos marcados de
manera que al agregar la muestra en un punto de la tira y permitir su elucién a
lo largo de la tira mediante una solucién tamponada, puede ocurrir la formacion
de complejos antigeno-anticuerpo que son eluidos hasta un equipo, que al
detectar la llegada de los anticuerpos marcados nos permitird comprobar la
presencia del antigeno de interés en la muestra
(http://www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/es/leishmaniasis.pdf[consulta: 5 de
Enero de 2013];
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiologia/cap35.asp

[consulta: 3 de julio de 2012]).
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Otro método consiste en el “inmunoblotting” o “Western Blotting”, consiste en la
preparacién de una mezcla proteinica con el antigeno de interés y tratada con
SDS, a la cual se le realizara una electroforesis en gel de poliacrilamida para
separar a las proteinas, seguida de una transferencia mediante corriente
eléctrica hacia un papel de nitrocelulosa o PVC; de manera que al agregar un
anticuerpo acoplado a una enzima en la superficie del papel, se formaran los
complejos antigeno-anticuerpo que pueden ser detectados mediante varias
maneras, como podria ser utilizando el sustrato de la enzima y observando la
aparicion del color del producto de la catélisis en las bandas donde existe el
complejo antigeno-anticuerpo (modificado de
http://www.quimicaviva.qgb.fcen.uba.ar/contratapa/aprendiendo/capitulo15.htm

[consulta: 23 de julio de 2012]).

Para la identificacion del parasito ha sido necesario desarrollar métodos

muy selectivos y sofisticados, debido a que aquellas especies de Leishmania que

infectan a los humanos son morfolégicamente similares, y a que co — infecciones

como HIV - SIDA, criptococcosis diseminada, o citomegalovirus en pacientes que

presentan leishmaniosis, dificultan el diagnéstico de esta Ultima. En respuesta a

esto; se han desarrollado y aplicado pruebas de amplificacion molecular, entre las

gue se encuentran los ensayos de PCR para el diagnostico de la infeccion por

especies del género Leishmania.

Las primeras pruebas utilizaron como blanco a regiones conservadas en el

ADN del kinetoplasto para la identificacion del género y a las especies del

subgénero Viannia y del complejo braziliensis (ver tabla 3). Otros blancos, como
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las regiones repetidas del genoma nuclear, el espaciador intergénico ribosomal,
los genes del mini exdn y regiones subteloméricas han servido para el desarrollo
de ensayos de PCR punto final para identificar a nivel de género, complejo de
especies, e inclusive en formato multiplex. Con respecto a estas pruebas
moleculares que se encuentran disponibles actualmente para el diagnostico de la
leishmaniosis y de las cuales se sefalan algunas en la tabla 3, cabe indicar han
demostrado un namero de aplicaciones practicas particulares y ventajas, entre las
gue destacan la deteccion altamente especifica y sensible de Leishmania
mediante diversos ensayos de PCR (sin ser afectados por la especie o subgénero)
con respecto al examen microscopico y cultivo de parésitos, lo cual es requerido
para realizar diagnésticos diferenciales del paciente y proceder con el tratamiento
mas adecuado. Particularmente, la cuantificacién de parasitos en el tejido huésped
mediante PCR cuantitativa en tiempo real con alta sensibilidad analitica (0.0125
par/ml de sangre) y excelente linealidad, sirviendo para el monitoreo del progreso
de la enfermedad en el paciente y del avance de la terapia. Finalmente la
demostracion de la viabilidad de los parasitos mediante la amplificacion de ARN
mediante transcripcién reversa acoplada a una prueba PCR, permitiendo
determinar una infeccion activa (Guevara y col., 2012; WHO Expert Comittee on
the Control of Leishmaniases, 2010; Félix y col., 2011; Reithinger y Dujardin,

2007).
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Tabla 3.

Algunas pruebas de PCR utilizadas en el diagnostico de la leishmaniosis e
identificacion de los patégenos

ADN banco
Copias /genoma

ADNk Region
conservada del
miniarceulo
10000

ADNk Region
corservada del
minidrculo
10000

'o‘l’i‘l&‘
100 copias

Espaciador
Intergénico
Ribosomal

Teldmero

(Guevaray col., 2012;

Nivel de

identificacion

Ganero

Lelshmaniay

compiajo L
brazillan2is

Complejo

brazliensis

Complejos

brazilenst,
mexxanay

donovani

Subgénero

Vianmnia

Complgo
donovani

Belli y col., 1998)

Sensibiidad

L, Pariasitos{p] Referenca

pd

120370
rosp’e-ocvm no evaluaas 18;,“‘

nosvaluaga Lépexy

0 col., 1993
(11)
Harrs
145-143 11g i 19'99
21820 10p2 (12)
351-397 10pg
1 Guevaray
120 - col,, 1954
0,25 parasros (13)
Chiurillo y
100 pb 11g cel., 2003
(14)
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Caracteristicas del ADN mitocondrial en el Kinetoplasto

Una caracteristica de los organismos pertenecientes al orden
Kinetoplastida, como en el caso de las diversas especies del parasito del género
Leishmania, es la presencia de ADN mitocondrial en el Kinetoplasto, el cual es la
estructura caracteristica de este taxon. Este ADN constituye entre el 10 y 20 % del
contenido de ADN total del parasito y consiste en una red de ADN circulares
concatenados, divididos en dos clases: los maxicirculos homogéneos (25 — 50
moléculas de 20 kb), y los minicirculos heterogéneos (de 0,8 kb en promedio),
con hasta 10*copias por célula. Los maxicirculos son la contraparte funcional del
ADN mitocondrial, conteniendo los genes que codifican para las enzimas y
coenzimas involucradas en el ciclo de Krebs. Los minicirculos codifican ARNs de
guia para la edicién de informacion en el maxicirculo (guiando los residuos de
purina que pueden hibridar con los uracilos insertados, y que no hibridan con los
uracilos codificados que seran eliminados de la secuencia), como la del ARNm de
la subunidad IIl de la citocromo oxidasa codificada en los maxicirculos. Se ha
pronosticado que el numero de clases de minicirculos en Leishmania es mayor de
60 (deducido a partir del numero hipotético de los genes mitocondriales que
codifican para ARNs abreviados que requieren de una edicién de los transcritos
pre-ARNm para ser funcionales o “criptogenes”), e inclusive se ha propuesto que
algunas de estas clases presentan amplificacion preferencial durante la expresion
de los ARNs guias requeridos. Ademas, los minicirculos de ADNk en la familia
Trypanosomatidae se encuentran organizados uniformemente y contienen una o
varias regiones altamente conservadas (CR) (una en el género Leishmania, y

hasta cuatro en el género Trypanosoma) utilizadas durante la replicacion del
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minicirculo. Dentro de la CR existen tres bloques altamente conservados (CSB)
que se extienden entre 8 a 12 pb: CSB1 (GGGCGT), CSB2 (CCCCGTTC), y
CSB3 (GGGGTTGGTGTA). Adicionalmente, hay una homologia inter-especifica
de aproximadamente 90 a 100% entre los tres bloques), donde, CSB1 y CSB3 son
casi idénticos en todas las especies investigadas hasta la fecha. Este modelo de
organizacion ha sido util para determinar blancos para el desarrollo de pruebas
moleculares (ver figura 5), y nos ha proporcionado al menos dos estrategias
diferentes para el andlisis mediante PCR de los minicirculos, una que emplea
cebadores que son especificos para las regiones de CSB1 y CSB3 y orientados
hacia el exterior para la amplificacion de las regiones variables del mc (VRS)
adyacentes a las regiones conservadas vecinas (CRs); y otra aproximacion que
utiliza cebadores especificos solo para la region CSB3 con el fin de lograr la
amplificacion de las VRs y CRs simultaneamente (Yurchenko y col., 1999;

Simpson L., 1997; Rogers y col., 2011;Bafius y col., 2007).
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Fig. 5. Algunos blancos para pruebas de diagndstico moleculares. (Modificado de
http://lwww.fiocruz.br/chagas_esp/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=13 [consulta: 3
de julio de 2012])
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Antecedentes

Desde principios de la década de los 80, varios métodos moleculares se
han evaluado para el diagndstico de la leishmaniosis; entre los cuales, los ensayos
basados en PCR han constituido el principal método de diagndstico molecular
utilizado por los investigadores y profesionales de la salud. Se han descrito
distintos formatos de PCR disponibles para su aplicacion en diagnéstico, que en
términos generales podrian clasificarse en enfoques de "tecnologia media",
"tecnologia alta", y "tecnologia baja”. En los enfoques de "tecnologia baja” se han
simplificado los métodos de PCR en cuanto a los pasos de amplificacion del
blanco y/o la deteccidon de los productos de PCR, permitiendo su uso en
laboratorio con un minimo de equipo especializado; mientras que en los enfoques
de "tecnologia media" se emplean ensayos de PCR convencionales (o PCR de
punto final), comunmente utilizados donde los amplicones del PCR se resuelven
por electroforesis y se visualizan generalmente empleando una tincién con
bromuro de etidio. Por otra parte, en los enfoques de "tecnologia alta" se analizan
los productos de PCR durante su amplificacién luego de su visualizacion con
SYBR Green o su hibridacion con sonadas fluorogénicas requiriendo equipos para
la deteccion de fluorescencia y cuantificacion del producto de PCR (Reithinger y

Dujardin, 2007).

Un ejemplo de una técnica molecular pertenecientes al enfoque de
"tecnologia media” consiste en el formato PCR-RFLP (RFLP: longitud del
polimorfismo de los fragmentos de restriccion), en el cual luego de realizarse

ensayos de PCR convencionales, los productos del PCR son digeridos utilizando
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enzimas de restriccion, y luego resueltos mediante electroforesis. Utilizando esta
aproximacién se ha realizado la identificacion y caracterizacion rapida y directa de
especies de Leishmania a partir de cultivos asi como directamente de muestras de
pacientes, reservorios y vectores (modificado de Bensoussan y col.,, 2006;

Reithinger y Dujardin, 2007).

Entre los enfoques de “tecnologia baja”, se puede resaltar a la amplificacion
isotérmica mediada por la formacion de asas (LAMP), donde ocurre la
amplificacion de acidos nucleicos bajo condiciones isotérmicas, prescindiendo de
equipos como el termociclador, debido a que la prueba LAMP emplea la
polimerasa Bst |, que desplaza y libera una de las cadenas simples del ADN. De
manera que, luego de una serie de ciclos autogenerados de la amplificacion se
obtienen productos con la regién blanco de interés con una alta especificidad,
debido a los 3 pares de oligonucleotidos que reconocen 6 secuencias especificas;
discriminando diferencia entre un nucleétido. Existen una variedad de métodos
para visualizar los productos amplificados en la LAMP, como: la electroforesis en
gel de agarosa, mediante un colorante intercalador fluorescente de ADN (Bromuro
de etidio, SYBER Green |, Calceina, Azul de Hidroxinaftol, o compuestos que
detectan diferencias en las concentraciones de Mg*? en la reaccién), SYBR green
y luz U.V., la medicién por turbidimetria del precipitado pirofosfato de Mg*?,

producto de los amplicones (Reithinger y Dujardin, 2007).

Al momento de seleccionar el ensayo de PCR mas adecuado para realizar
un estudio diagndstico e identificacion del parasito, es de suma importancia

considerar la secuencia blanco en el genoma del parasito, asi como el nivel de
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identificacién taxondémica que permite la prueba (Tabla 4.). En esta luz podemos
mencionar una diversidad de pruebas diagndésticas moleculares que han sido
desarrolladas, cuyo blanco de amplificacibn es el ADNk, empleando diferentes
iniciadores disefiados para amplificar distintas regiones del minicirculo
(generalmente prefiriéndose incluir la regién conservada), y luego son
complementadas con otras metodologias que permiten que la prueba alcance
niveles de discriminacibn taxondmica mas especificos e incremente su
sensibilidad y especificidad, entre otras caracteristicas (ver tabla 4). Como ejemplo
del punto previo tenemos a Pirmez y colaboradores (1999), quienes han
demostrado que la amplificacion de ADNk de minicirculo mediante PCR para el
subgénero Viannia acoplada a la hibridacion con sondas especificas constituye
una herramienta muy util en el diagnéstico de LMC. La cual permite determinar
hasta el nivel de especie de Leishmania presente en la muestra; adicionalmente
demostrandose que esta prueba de PCR ADNK, en conjunto con la hibridacién con
sondas representa una alternativa a los ensayos dependientes de radioactividad
para la caracterizacion de subgénero y especie, mejorando remarcablemente la
sensibilidad de los métodos de diagnédstico del parasito. La modalidad de las
pruebas PCR-RFLP que amplifican una region de ADNk de minicirculo, y donde la
enzima Hae Ill empleada es capaz de digerir el producto de amplificacion de L.
(V) braziliensis (de 120 pb, de manera que el método no es dependiente de la
clase de mc) en fragmentos de 80 y 40 pb por la presencia de un Unico sitio de
corte ausente en L. (L) amazonensis. Posteriormente en este ensayo se verifica la
sensibilidad y especificidad mediante la hibridacién con sondas radioactivas al

producto de la amplificacion preliminar del ADNK. El anclaje de los oligos a la
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regién conservada hace al método independiente de la clase de mc. Se demuestra
que la prueba PCR-RFLP evaluada es capaz de diferenciar entre L. (V)
amazonensis y L. (V) braziliensis en una forma confiable, rapida y resulta mas
simple respecto a la prueba de hibridacién alternativa. Las pruebas de PCR
basadas en la amplificacion del ADNk han sido recomendadas como herramienta
estandar para el diagnéstico de rutina de la leishmaniosis, considerando la
elevada sensibilidad que ha demostrado este método de diagndstico en casos de

LC (Bensoussan y col., 2006)

Adicionalmente; se dispone de la prueba de PCR con reaccion multiplex, la
cual ha sido empleada para el diagnostico de LC en el continente americano e
identificando los parasitos del género Leishmania y complejos braziliensis,
donovani y mexicana simultaneamente, reduciéndose la cantidad de ensayos de
PCR requeridos para la caracterizacion del parasito mediante la combinacién de
dos protocolos de PCR en una reaccion multiplex. (Disch y col, 2005; Belli y col.,

1998).

Por otra parte, se han desarrollado otras pruebas diagndsticas moleculares
gue tienen blancos de amplificacion distintos del ADNK, tales como: la
amplificacion de secuencias en las repeticiones del gen del mini-exén del parasito,
desarrollado por Katakura y col. (1999), permitiendo discriminar entre las especies
L. (L) donovani, L. (L) tropica, L. (L) mexicana, y L. (V) braziliensis; e inclusive
podria complementarse con una prueba PCR-RFLP bajo condiciones estrictas y
empleando iniciadores arbitrarios y especie-especificos para la identificacién de

especies.
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Por otra parte, Cardoso da Gracga y col. (2012) han desarrollado otros
ensayos con la finalidad de realizar el diagndstico molecular de la leishmaniosis y
distinguir una diversidad de especies de Leishmania en muestras clinicas, con
resultados satisfactoriamente reproducibles; y estos ensayos consisten en: la
amplificacion mediante PCR de la secuencia especifica de 234 pb ubicada en la
region del gen de la proteina de choque térmico 70 (hsp70) seguida del empleo de
las enzimas de restriccion Bstu | y Hae lll, cabiendo sefalarse que la amplificacion
de hsp70 produce fragmentos de 230 hasta 390 pb y que estos genes estan
dispuestos en un uUnico cluster gendmico que contiene cinco o seis copias de
HSP70-1 seguido por una copia de HSP70-1l en algunas especies de Leishmania;
y en otra prueba aparte basada en la amplificacion de una region de 350 pb que
corresponde al espaciador interno transcrito (ITS1) en el ADN ribosomal (habiendo
entre 20 y 40 copias por célula en las especies de Leishmania) y el empleo de la
enzima de restriccion Sau3Al, cabiendo sefialarse que esta prueba PCR ITS1 ha
sido recomendada como una herramienta altamente sensible y especifica para
identificar a las especies de Leishmania en casos de LC (Bensoussan y col.,

2006).

Recientemente se han desarrollado pruebas PCR-RFLP basadas en los
genes de la HSP70 y el espaciador intergénico ribosomal que en conjunto
permiten identificar las especies de Leishmania directamente de muestras clinicas.
En el caso del PCR-RFLP HSP70 se amplifica un producto de 1300 pb que al
digerirse con las enzimas Bstu | y Hae Ill genera patrones especie-especificos

(Garcia y col., 2006).
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Ademas, se han desarrollado pruebas de PCR basadas en la amplificacién
del gen del citocromo b (Cyt b) ubicado en los maxicirculos en organismos del
orden Kinetoplastida, que complementadas con la secuenciacion de los productos
de PCR y el analisis de la secuencia de ARN y aminoacidos codificados, permiten
discriminar entre especies de Leishmania y reconstruir sus relaciones filogenéticas

(Luyo-Acero y col., 2003).

Adicionalmente, se dispone de la amplificaciébn del gen de la isomerasa
glucofosfato (GPI) en el ADN gendémico mediante PCR en tiempo real,
desarrollado por Wortmann y col. (2005), permitiendo detectar y discriminar entre
los complejos L. mexicana, L. Viannia, y L. infantum/donovani; mientras que
simultdneamente se monitorea la formacién de los productos de PCR durante la
reaccion, teniendo como ventaja su elevada especificidad y que los resultados
pueden observarse rapidamente (en aprox. 1 hora, luego de procesarse el ADN de
la muestra) y posibilitando que esta prueba molecular se utilice como herramienta

de decisiones clinicas.
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En el afio 2011, Lacruz desarrollé una prueba LAMP para las especies del
subgénero Viannia. Durante el desarrollo del ensayo LAMP se observé que los
iniciadores externos LeishF3 y LeishB3, al evaluarse en un ensayo PCR ADNk
sobre 7 especies/aisladosde referencia del subgénero Viannia y Leishmania (L. (L)
donovani, L. (L) infantum, L. (L) chagasi, L. (V) panamensis, L. (L) mexicana, L. (L)
pifanoi, L. (L) amazonensis), demostraban especificidad a nivel del subgénero
Viannia (ver figura 6a.). Estos oligos externos, cuyas secuencias son LeishF3
(sentido): 5"-ACCACCCGACATGCCT-3', y LeishB3 (reversa complementaria): 5-
CGAGAGCTAGCCCCGAGT-3’; se utilizaron también en un ensayo de PCR
preliminar sobre ADN de especies del subgénero Viannia con la finalidad de
evaluar el funcionamiento de los iniciadores y los reactivos, asi como también se
obtuvo en primera instancia la amplificacién del producto del tamafio esperado de
169 pb (ver figura 6b.).

Durante la amplificacion por PCR los iniciadores LeishF3 y LeishB3 hibridan
en regiones flanqueantes del CR del mc, permitiendo la amplificacion de
fragmento que incluye la region conservada (CR) y un nimero variable de pares
de bases (aproximadamente 50 pb) “rio arriba” y “rio abajo” de esta CR. La regién
de hibridacion de los oligos LeishF3 y LeishB3 se corresponde con regiones

variables del mc (Rogers y Wirth, 1987).

El andlisis de las secuencias clonadas de mc en diferentes especies de
Leishmania realizado por Rogers y Wirth en el afio 1987 demostré que existen
secuencias con diferentes especificidades taxondémicas, las cuales se encuentran

en un orden definido a lo largo de un mc; y organizadas en un gradiente de
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variacion de secuencias especifico que se extiende “rio arriba” de la CR, con
secuencias conservadas y especificas a nivel de complejo, seguidas por

secuencias con la mayor divergencia (Fig. 7).
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Figura 6. PCR ADNk (subgénero Viannia) empleando los oligos Leish F3 y Leish B3.

- A. M: Marcador de Peso Molecular 50 pb. Carril 1: L. donovani sp.
M/HOM/ET/67/HV3. Carril 2: L. donovani sp. M/HOM/IN/80/DD8. Carril 3: L.
infantum M/HOM/IN/80/IPT1. Carril 4: L. (L) chagasi M/[HOM/BR/74/PP75. Carril 5:
L. (V) panamensis 1169. Carril 6: L. mexicana HON/BZ/82/BEL21. Carril 7: L.
mexicana MNY/BZ/62/M379. Carril 8: L. mexicana M/HOM/PA/89 APP. Carril 9:
L. m. pifanoi MHOM/VE/60. Carril 10: L.m. amazonensis M/HOM/BR/73/M2269.
C-: Control negativo H,O.(Lacruz; 2011).

- B. M: Marcador de peso molecular 50 pb. Carril 1. L. (V) braziliensis
M/HOM/BR/75/M2903. Carril 2: L. (V) braziliensis M/HOM/BR/86/101BA.
Carril 3: L. (V) guyanensis M/HOM/BR/75/M4147. Carril 4. L. (V)
panamensis M/HOM/PA/71/LS-94. Carril 6: T. cruzi. C-: Control negativo
H,0. (Lacruz; 2011).
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Figura 7. Modelos de variacion de secuencia en mc de ADNk, donde se
representa un gradiente de variacion de secuencia a lo largo del mc (Rogers y
Wirth, 1987; Lacruz, 2011).

Existen actualmente una serie de dificultades en cuanto a la operatividad
del diagndstico molecular de la leishmaniosis en nuestro pais y el resto del mundo,
donde algunas van asociadas al manejo y cualidades de los ensayos moleculares,
como el costo del analisis en laboratorio, el consumo de un tiempo considerable
para su realizacion, asi como la falta de estandarizacion y control de calidad en los
protocolos basados en PCR. En vista de esto, se recomienda el uso de protocolos
estandarizados de extraccidn, controles adecuados presentes en el laboratorio y

en condicion 6ptima, una cepa de control de referencia de Leishmania, y la
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participacién en un programa de control de calidad externo. Otras dificultades se
relacionan a las caracteristicas de la leishmaniosis, como el amplio espectro de
manifestaciones clinicas que puede presentar la enfermedad, la dificultad de
realizar un diagnostico del patégeno definitivo y preciso en el caso de lesiones
cronicas frente a la baja carga parasitaria y la similitud entre el proceso
granulomatoso de varias enfermedades inflamatorias, la existencia de especies
simpatricas (la infeccion por ambas especies ocurre en esta region geografica
particular) en las zonas endémicas de la leishmaniosis cutanea y la visceral, entre

otras (Viana de Andrade, 2011; Reithinger y Dujardin, 2007).

Considerandose lo anterior, asi como las recomendaciones aportadas por
estudios previos, puede sefalarse que la utilizacibn de un flujograma,
incorporando diferentes aproximaciones moleculares, dirigido a la identificaciéon del
parasito Leishmania, desde el nivel de género hasta los complejos taxoné6micos
y/o especies en muestras de humanos, reservorios y vectores;, que podria
beneficiar en gran medida la normalizacion de procedimientos a utilizarse en el

diagnastico clinico y epidemiolégico.

Considerando esta problemética del diagnostico y las referencias previas
en el laboratorio de Genética Molecular, donde se realizd este estudio, nos
propusimos incorporar los iniciadores LeishF3 y LeishB3 a una prueba de PCR y
analizar la posibilidad de desarrollar una prueba PCR-RFLP sobre la regién de
ADNk amplificada por esta. Ademas; nos propusimos desarrollar un flujograma,

donde al incorporar ambas de estas pruebas moleculares, nos permitiese la
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identificacién secuencial y progresiva del parasito Leishmania desde el nivel de

género hasta los complejos taxonémicos y/o especies
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Objetivos

General:

Desarrollar una prueba PCR ADNk con la finalidad de reconocer a las
especies del Leishmania del subgénero Viannia e incluirla en el disefio de
un flujograma de pruebas moleculares dirigido a la identificacion progresiva
desde el nivel de género hasta los complejos taxondmicos y/o especies,

aplicable en el diagnéstico clinico y epidemioldgico.
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Especificos:

1. Analizar in silico la especificidad de los oligonucleétidos LeishF3 y LeishB3
mediante busqueda BLAST en banco de datos accesibles a través del
NCBI.

2. Normalizar las condiciones del ensayo de PCR-ADNk con los
oligonucledtidos LeishF3 y LeishB3, en cuanto a concentracion de cationes
[Mg]*?, temperatura de hibridacién, concentracién de oligonucleétidos y
tiempos de incubacion.

3. Evaluar la especificidad de la prueba PCR ADNk utlizando los
oligonucledtidos LeishF3 y LeishB3 y una bateria de ADNs de cepas de
referencia de los subgéneros Viannia y Leishmania.

4. ldentificar sitios de corte por enzimas de restriccion en el producto del
ensayo PCR ADNk para el disefio de una prueba PCR-RFLP dirigida a
diferenciar especies en el subgénero Viannia.

5. Diseflar el flujograma de pruebas moleculares para la identificacion
progresiva desde el nivel de género hasta los complejos taxonémicos y/o
especies

6. Analizar un conjunto de muestras (hisopados) de pacientes de una zona

endémica en el estado Cojedes.
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Materiales y Métodos

1. ADNSs de cepas de referencia de especies de Leishmania

La tabla 5 muestra la procedencia e identificacion de las especies de
referencia de Leishmania utilizados en este trabajo. Las muestras de ADNs de
cada especie pertenecen a la coleccion del Laboratorio de Genética Molecular
del Instituto de Biologia Experimental y fueron utilizadas como referencia en los
ensayos de especificidad, normalizacion, y como referencia en las pruebas de
PCR.

Tabla 5.

ADN de cepas de aislados de Leishmania utilizadas en los ensayos de PCR

Subgénero Especie Cddigo
L. (V) donovani M/HOM/IN/80/DD8
Leishmania L. (V) chagasi M/HOM/BR/74/PP65
L. (V) mexicana M/HOM/BZ/82/BEL21
L. (V) braziliensis M/HOM/BR/75/M2903
L. (V) guyanensis M/HOM/BR/75/M4147
Vianni :
annia L. (V) panamensis | o nvypa/71/LS- 94
L. (V) braziliensis M/HOM/BR/ LTB-300
L. (V) panamensis 1169
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2. Muestras de ADN de pacientes con Leishmaniosis Cutanea (LC).

Se utiliz6 el ADN aislado de muestras de hisopado de siete pacientes
diagnosticados con Leishmaniosis, quienes acudieron a la consulta de
parasitologia. Para resguardo de la confidencialidad de la informacion se

identificaron las muestras con las iniciales de los nombres de los pacientes.

3. Analisis in silico de las especificidad de los oligos LeishF3 y LeishB3.

Para el estudio in silico se utilizaron las secuencias de Leishmania citadas
por Fernandes y colaboradores del aifio 1996, y las encontradas en las bases
de datos GenBank de las paginas web:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotidey
www.Arsa.ddbj.nig.ac.jp/html/ , con el fin de identificar las secuencias
disponibles de mc que incluyesen la region conservada del mc, asi como 50 pb
de secuencias flanqueantes, para las especies L. (V) guyanensis, L. (V)
panamensis, L. (V) braziliensis, y L. (V) peruviana.

Una vez encontradas las secuencias, se utilizé el programa DNAMAN for
Windows, de LynnonBioSoft, version: 5.2.2.0, con la finalidad de determinar la
presencia de cada uno de los tres bloques de secuencias altamente
conservadas (Conserved block sequence, CBS), CSB1, CSB2 y CSB3
ubicados dentro de la region conservada (CR) en las secuencias de mc de
cuatro especies de Leishmania subgénero Viannia. Seguidamente
determinamos la ubicacion de los sitios de hibridacion de los oligonucleétidos
LeishF3 y LeishB3 en las regiones flanqueantes de la CR con el propésito de
comprobar si las secuencias de los mc de las especies de este subgénero

contenian las regiones diana para la hibridacién de estos iniciadores. Utilizando
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el programa DNAMAN se alinearon las secuencias de mc (completas o
divididas en las dos partes A y B) de las especies del subgénero Viannia con
los iniciadores LeishF3 y LeishB3. El alineamiento obtenido fue ajustado

manualmente para obtener el mayor % de identidad posible.

4. Determinacion de los sitios de corte por enzimas de restriccion en la regiéon
del minicirculo (mc) amplificada mediante la prueba PCR ADNKk utilizando
los iniciadores LeishF3 y LeishB3.

Con la finalidad de disefiar la prueba PCR-RFLP capaz de diferenciar
especies en el subgénero Viannia y que se ha propuesto incluir en el
flujograma de diagnéstico de LC (ver seccion 9 de materiales y métodos), se
utiliz6 el programa DNAMAN for Windows version: 5.2.2.0 para evaluar la
presencia de sitios de corte por enzimas de restriccion en cada una de las
secuencias de mc de aislados seleccionadas en la seccion 2, considerando
gue incluyesen la CR (completa o solo con un CSB faltante) y también los sitios
de hibridacién de al menos uno de los iniciadores LeishF3 y LeishB3. La
blusqueda se acot6 a las regiones del mc entre los sitios de hibridacion de los
oligos LeishF3 y LeishB3 para las especies de Leishmania del subgénero
Viannia. En la busqueda inicial se determin6 la presencia y posicion de los
sitios de corte presentes para todas las enzimas disponibles en el sistema
(listas DNAMANRE.ENZ y RESTRICT.ENZ) a manera preliminar, y luego con

solo las enzimas Hae lll y Taq I.
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5. Ensayo PCR ADNK utilizando los oligonucleétidos Hmod1l/Hmod2/Hmods3.

El ensayo PCR ADNKk con los iniciadoresHmodl/Hmod2/Hmod3 (descrito
en el informe técnico proyecto Mision Ciencias G-2007001442, Subproyecto
parasitos 2009; Rodriguez y col., 1990; Pirméz y col., 1999) permite identificar
a las especies del género Leishmania, ha sido considerado en el flujograma de
diagnéstico de LC (ver seccion 9, materiales y suministros), fue utilizado para
corroborar la identidad de las muestras de ADN de las especies de referencia
de Leishmania y al mismo tiempo verificar los reactivos en relacion a su
actividad en el ensayo de amplificacién y la ausencia de contaminacion.

La reaccion de amplificacion se realizO en un volumen final de 25 pL
conteniendo una concentracion final de 2 uM para cada uno de los tres
iniciadores, concentraciéon de MgCl, de 1,5 uM, dNTPs a 0,2 mM, tampo6n de
amplificacion 1X de la enzima GoTaq PROMEGA (compuesto por una
formulacién de propietario a pH 8,5, contiene un colorante azul y otro amarillo
gue migran a diferentes velocidades durante la electroforesis en un gel de
agarosa al 1%, sin cloruro de magnesio), y un volumen de muestra de ADN de
2 L. Las muestras de ADN empleadas correspondieron a las especies L. (V)
braziliensis M2903, L. (V) braziliensis LTB-300, L. (V) panamensis LS-94, y L.
(V) guyanensis M4147.

Las condiciones utilizadas para el ciclaje en el termociclador MJ
Research,PTC-200, incluyeron una fase de desnaturalizacién inicial a 94 °C
por 4 minutos;, seguida de 35 ciclos compuestos por una fase de

desnaturalizacién a 94 °C por 30 segundos, una fase de hibridacién a 50 °C por
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30 segundos, y una fase de extensién a 72 °C por 30 segundos; prosiguiendo
con una fase de extensién final a 72 °C por 10 minutos (Informe técnico.

Proyecto Mision Ciencias G-2007001442. Subproyecto parasitos, 2009).

6. Normalizacion de las condiciones del ensayo de PCR-ADNk con los
oligonucledtidos LeishF3 y LeishB3 en cuanto a temperatura de hibridacion
y concentracién de oligonucledétidos.

6.1 Normalizacion de la temperatura de hibridacion.

En primera instancia se llevé a cabo el PCR ADNK (subgénero Viannia)
empleando los oligos LeishF3 y LeishB3 vy utilizando las condiciones del
PCR ADNk descrito por Lacruz en el aflo 2011 (ver figura 6b.), donde se
emple6 un volumen final de 25 uL conteniendo una concentracion final de
los oligos de 0,4 uM, concentracion de MgCl, de 2 mM, dNTPs a 0,2 mM,
tampdn de amplificacion 1X de la enzima GoTagq, y un volumen de muestra
de ADN de 2 uL, en las muestras de: L. (V) braziliensis LTB-300, L. (V)
guyanensis M4147, L. (V) panamensis LS-94, y L. (V) braziliensis M2903.
Para este ensayo, las condiciones del programa de ciclaje en el
termociclador MJ Research, PTC-200, incluyeron una fase de
desnaturalizacién inicial a 95 °C por 3 minutos; continuando con 40 ciclos
con desnaturalizacién a 95 °C por 1 minuto, una fase de hibridacién a 60 °C
por 1 minuto, y una fase de extensién a 72 °C por 1 minuto; prosiguiendo
con una fase de extension final a 72 °C por 10 minutos.

Este ensayo inicial permiti6 confirmar el estado de las alicuotas de

iniciadores LesihF3 y LeishB3 empleados, seleccionar un control positivo
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(C+) para el resto de las pruebas de PCR, y verificar que los reactivos no se
encontrasen contaminados.

Posteriormente se realiz6 un gradiente de temperatura de hibridacion
de 50 °C a 60 °C, y un ensayo posterior incluyendo solo las temperaturas de
56 °C y 60 °C; utilizando los oligonucledtidos LeishF3 y LeishB3, y el
termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf); con la finalidad de
determinar la temperatura éptima de hibridacién en la cual se eliminan las
bandas inespecificas observadas en la prueba PCR con las condiciones

reportadas por Lacruz, en el afio 2011.

6.2 Normalizacién de la concentracion de dNTPs y cationes [Mg]*
Se evalué una concentracion final de dNTPs y de MgCl, en la
reaccion de PCR ADNKk con los oligos LeishF3 y LeishB3 de 0,2 mM y 2 mM

respectivamente (Lacruz, 2011).

6.3 Normalizacion de la concentracion de oligonucleétidos y de los tiempos
de incubacion.

Se probaron las concentraciones finales para ambos oligonucleétidos

en la reaccion de PCR ADNk con los oligos LeishF3 y LeishB3 de: 0,4 uM y

2 uM; donde la concentracion de 0,4 uM corresponde con la descrita por

Lacruz en el aflo 2011 para ambos iniciadores y se mantuvieron, los

tiempos de incubacién reportados por Lacruz en el afio 2011.
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7. Prueba PCR ADNK utilizando los oligonucleétidos LeishF3 y LeishB3 y una
bateria de ADNs de cepas de referencia de los subgéneros Viannia y
Leishmania, para el andlisis de la especificidad de esta prueba molecular.

Con la finalidad de evaluar la especificidad de la prueba PCR ADNK utilizando

los oligonucleétidos LeishF3 y LeishB3, se utilizaron una bateria de ADNs de las
siguientes cepas de referencia: L. (V) braziliensis M2903, L. (V) guyanensis
M4147, L. (V) panamensis LS-94, L. (L) mexicana BEL21, L. (L) donovani DD8, L.
(L) chagasi PP65, L. (V) panamensis 1169. Las condiciones de reaccion del PCR
han sido descritas en la seccidén 6.1; y empledndose una concentracion de los
oligos LeishF3 y LeishB3 de 2 pM, con base a los resultados obtenidos de la

optimizacién de esta prueba de PCR.

8. Empleo de sitios de corte polimérficos determinados para enzimas de
restriccion en regiones del ADNk en el subgénero Viannia en el desarrollo y
aplicacion de una prueba PCR-RFLP ADNk LeishF3/ LeishB3 capaz de
diferenciar especies en el subgénero Viannia.

Utilizando las enzimas de restriccion Hae Il y Taq |, cuyos sitios de corte
fueron determinados en la seccion 3; se procedi6é a evaluar el funcionamiento de la
prueba PCR-RFLP ADNk mediante un ensayo utilizando los iniciadores LeishF3/
LeishB3, asi como los reactivos y las concentraciones finales sefialados y
modificados segun los resultados de los ensayos de la seccion 5, los cuales nos
permitieron determinar las condiciones Optimas para la prueba PCR ADNk

LeishF3/ LeishB3.
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Con lo anterior se obtuvo la amplificacion de ADN de muestras de diferentes
especies de Leishmania de referencia; los amplicones fueron digeridos con las
enzimas de restriccion seleccionadas, inicialmente digiriendo 5 pL del producto de
PCR con 1 U de enzima Hae Ill por 3 horas a 37 °C empleando el tampén
especifico de la enzima (Volpini y col., 2003). Los productos de la digestion fueron
separados mediante electroforesis a 50 V por 30 — 60 minutos en un gel de
poliacrilamida al 8% en condiciones no desnaturalizantes. Se utilizaron solo agua y
reactivos de grado de biologia molecular (GBM). Los fragmentos fueron
visualizados luego de realizar una tincién del gel con bromuro de etidio, y se llevo
a cabo el registro de la imagen generada con luz UV utlizando el equipo
transiluminador GelDoc.

Como prueba confirmatoria y control del ensayo PCR-RFLP ADNk con los
oligos LeishF3 y LeishB3, se incluyo la prueba PCR-RFLP sobre el ADNk descrita
por Volpini y colaboradores en el 2003; este ensayo amplifica la CR de mc ADNk
resultando en un producto de 120 pb, y luego se digiere este amplicon empleando
la enzima Hae IIl generando dos fragmentos de 80 y 40 pb para L. (V) braziliensis.

Para la amplificacion de la CR utilizamos los iniciadores Hmod1, Hmod2, y
Hmod3 descrito en la seccidn 5. El producto fue digerido con la enzima Hae lll; y
los productos de la digestion fueron analizados en geles de poliacrilamida al 8% vy
0,5X TBE en condiciones no desnaturalizantes, descritos previamente.

Los tamafos en pb correspondientes a cada banda presente en cada una de
las amplificaciones y digestiones fueron determinados, graficando el logaritmo

base 10 del rf en cm vs el tamafio del fragmento de ADN (correspondiente en pb).
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9. Prueba PCR ADNK para el analisis de muestras de pacientes
diagnosticados con LC de una zona endémica en el estado Cojedes

Al haberse comprobado la especificidad de la prueba PCR ADNK y la prueba
PCR-RFLP ADNK para el diagnéstico molecular, y disponerse de las condiciones
de reaccion normalizadas; se inicio el estudio de siete muestras clinicas de ADN
obtenidas de hisopados de lesiones obtenidas de los pacientes provenientes de
una zona endémica del estado Cojedes, quienes acudieron a la consulta de
parasitologia de la fundacion San Isidro Labrador, Municipio Limas Blanco, Estado

Cojedes y consintieron participar en el proyecto.

10. Estrategias para el diseiio de un flujograma de pruebas moleculares para
la identificacion progresiva desde el nivel de género hasta el de
complejo/especie.

Con la finalidad de disefar este flujograma con aplicaciones confirmatorias en
el diagnéstico clinico y epidemiolégico de la LC, se seleccionaron un conjunto de
pruebas moleculares de las reportadas en la literatura y la desarrollada en este
trabajo, para lograr la identificacion progresiva y eficaz hasta el nivel de complejo y
especie de los Kinetoplastidios presentes en las lesiones. El flujograma fue

inicialmente corroborado con ADN de cepas de referencia de Leishmania.
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Resultados

1. Evaluacion de secuencias de mc, pertenecientes a especies de Leishmania

del subgénero Viannia.

Una vez realizada la busqueda de secuencias de mc de Leishmania subgénero
Viannia citadas en la referencia de Fernandes y col. del afio 1996, y en las bases
de datos de GenBank y Arsa.ddbj.nig.ac.jp, se procedié a identificar los bloques
CSB1, CSB2 y CSB3, asi como la presencia de las regiones diana para los oligos
LeishF3 y LeishB3.

Se lograron identificar 42 secuencias de mc de aislados del parasito: 5 para L.
(V) guyanensis, 1 para L. (V) peruviana, 22 para L. (V) panamensis y 14 para L.
(V) braziliensis, resumidas en las tablas 6, 7, 8 y 9 respectivamente.

Fue posible ubicar los tres bloques de la region conservada del mc (CR)
(CSB1, CSB2 y CSB3) en todas las secuencias reportadas para las especies L.
(V) guyanensis, L. (V) peruviana, L. (V) panamensis (aislado de la cepa 1166 con
CSB3 incompleto), y para 12 de 14 secuencias de L. (V) braziliensis (aislado
U19806 con CSB1 incompleto).

Para la determinacién de la presencia de los oligonucledtidos LeishF3 y
LeishB3 se procedid en cada caso a seleccionar la secuencia de mc de 50 pb “rio
arriba” de CSB1 vy al bloque CSB1 (denominada parte A) para el alineamiento con
LeishF3 y la secuencia del bloque CSB3 mas 50 pb “rio abajo” (denominada parte
B) para el alineamiento con LeishB3, utilizando el programa DNAMAN for
Windows version: 5.2.2.0. Las tablas 6, 7, 8 y 9 muestran las secuencias
analizadas identificando en numero de acceso a GeneBank, la especie y cepa o

aislado de Leishmania, la procedencia geografica, el tamafio de la secuencia en
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pb, la presencia de los tres CSBs, y el % de identidad de los iniciadores LeishF3 y
LeishB3.

Observamos que la presencia del iniciador LeishF3 es positiva para todas las
secuencias de L. (V) guyanensis (% de homologia o identidad: 87.5 - 100%) (tabla
6), L. (V) peruviana (% de homologia: 93.75%) (tabla 7), L. (V) panamensis (% de
homologia: 100%) (tabla 8), y para 4 de las 14 secuencias de L. (V) braziliensis (%
de homologia: 81.25 — 93.75%) (tabla9). Mientras que, la presencia del iniciador
LeishB3 es positiva para todas las secuencias de L. (V) guyanensis (% de
homologia o identidad: 44 — 77.78%), L. (V) peruviana (% de homologia: 55.56%),
para 21 de 22 secuencias de L. (V) panamensis (% de homologia: 44.44 —
94.44%), y para 5 de las 14 secuencias de L. (V) braziliensis (% de homologia: 50
- 61.11 %).

Las figuras 8, 9, 10 y 11 muestran las ubicaciones de los sitios de hibridacion
de los oligonucledtidos LeishF3 y LeishB3 sobre las secuencias de mc analizadas,
cada una de las cuales fueron organizadas en dos partes: una parte A que inicia y
comprende desde el CSB1 hasta incluir 50 pb “rio arriba” de CSB1, y una parte B
que inicia y comprende desde el CSB3 hasta incluir 50 pb “rio abajo” de CSB3. Se
observa que para cada una de las especies L. (V) guyanensis, L. (V) peruviana, L.
(V) panamensis, y L. (V) braziliensis; el sitio de hibridacion del oligo LeishF3 se
encuentra a alrededor de 8 pb “rio arriba” de CSB1, mientras que el sitio de
hibridacion del oligo LeishB3 se encuentra a alrededor de 18 pb “rio abajo” de

CSB3.
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Tabla 6

.Secuencias de mc pertenecientes a aislados de L. (V) guyanensis

L. guyanensis
Cantidad CSBa LeishF3 | LeishB3
B de Himero de - . Cadena da ADN {16 nts) | (18 nts)
P 1,
Aislado/Cepa a osle acceso rocedencia | Tamano|  Descripcion analizada (CB1,C5B2 Pasicitn: | Posicién:
¥ EB3)
apas 24 ELS
100% ;
MOHM/BRITEMM414 Secuencia ) 100%: 1616, 1018;
7 1 HO8TaIE2 Brazil S5 bp comgleta sentido 100% 100% 55,56%
identidad
100% ;
Secuencia de
MOHM/BRITEM414 : reversa 100%: 1618, 14/18;
7 1 | AF130457 | Braml | 8581p m‘i":::::h complementaria |  100% 100% | 77,78%
identidad
) ) 100% ;
““”"}':."‘:"’:‘_"" 1 Y5471 B 216 Region reversa 100%: | 1618 | 1108
TB:E ":"': . conservada complementaria 1004%. 100% 61,11%
identidad
. 100% :
guyanensis 151M; " _ .
L . . Region reversa 100%; 1418, .
r:g:t:ir:uk; 1 KE44T2 Birail 220 conaryada complamantara 100% &7 5% a18; 50%
identidad
) 100% ;
guyanensis/1S1M; " ; . i
; ) . aglon revEersa 100%: 1416, 8/18;
Tg:nir{:un; 1 KE44T0 Birazil 222 conservada complementara 100% 87.5% 44.44%
identidad
5 (2 de la cepa M4147,
Total y3dela cepa
guyanensis 151M)
Tabla 7.
Secuencias de mc pertenecientes a aislados de L. (V) peruviana
L. peruviana
Cantidad LeishF3 | LeishB3
Homero Cadena de
de Tamafio £8Bs (CB1,C8B2y | (16nts) | (18 nts)
AisladoiCepa | .. \sd0s/ w::“ Procedencia | *, . | Descripcion un:'lﬁua cB3) Posicién: | Posicion:
cepas 26 158
Secuencia ) 100% ; 100%:; 100% | 15M186; 10M18;
MHOM/PETBISLS. 1 MBT1T Peru 751 comal sentido e 9375% | 5556%
1 (de la cepa
Total MHOM/PE/TBISLS)
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Tabla 8.

Secuencias de mc pertenecientes a aislados de L. (V) panamensis

L. pavamengls
LelahFa (18 | LotahBS (1B
PP Cantidad de t” w o " Casena s ADN m*?:;':m! nea} e
TRaN e acrees snalizady Posichin: 625 Poslckbec 16
mﬂw 1 AENBATI| Pavamar | ray | US| 1ml:'lm:l1m 1818, 100% ;:‘;
mm 1 AEMBATY | Paama | 7ag | TEUTEE 1ml:1mlnm 1818, 100% :;':"
ioetsa . R g | Seuencia 100% £ 100%; 1008 | e o 'I:I'HG;"H‘.M
mmm 1 APUBHTY| Paamar | g | Teuemes | 'ml:'ml'm 1818 100% | SR 0%
:;;m 1 AF118Mes| Panama | Ta4 | DOCUNCE Proren 1m|:1wu: 0% | e, 100w ﬂ;
Moo ) , puinats| Baamgr | puy | Bocuencis 1008 ; 1008 100% | L |m:|,,u
231 1 ; vt paamar | rep | SRS | i P mm‘m
e TOAAT 1 AFTISASE| Paama | Tap | SRR, | T0RCTOMOON | e vo | 1T MM
mmm 1 AFNBST| Paama | Tag | TUTER 1ml:1mlnm 1818 100 "”l:""
Woc2ia | i ; [P S R T (L p— ::;
o7 , - g | Seuenca 100% 100%; 100% | e o | 1018
MHCMTATAALGIT Fangmy P ioantana 55 580
mm 1 APVIBATE| Panasar | pag | US| L, 1m|:1m 0% | g 100% m
nt S ! ARNMTG| Paamat | T oo | e | 1818 100 ;Itjm;
ocos { , PR pag | Becuenca 100% ; 100%: 100% | oo ;1:;1;‘:‘
:"m.:.m 1 AEVIBGE| Paamat | 4y | Decuenca senbicg 1m|:1m 1% | e 100 '"'t‘“"
pronyp— ! AFIBMSL | Panama® | MO | ompleta | MO0 0T 10T 0% | vasrs nons | 1T B
e 1 , aritasss| Panamat | ap | SEUTCR 100% 100 1008 | e | A8
L= y aEvismn| ® 5 112 Secuendul 5 100 | 100%; 100% 1818 100% ::;.‘
“‘“:'P - i AFTIBSE| Panama | 747 | SEEURNCE | L | TOONTOONG 0NN | g dnom | TR 48 40%
o2 | ; aFtiaess| Pusamar | 7ag | SOEUENCE 10015, 1000 00% | o g;
o ToasaT 1 AETIBS| Paamar | T | SRR, | TOURINE AN | se oo ;::;
R 18 1 AvISSTI| Coomba | g | SR e yimena 100 T00R IRTEN ) tee toos | suseess
- 32 (21 g la tepa MADIT, 1

e I £apa 1968)
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Tabla 9.

Secuencias de mc pertenecientes a aislados de L. (V) braziliensis

L. brazilienais
Cansdad do Loish®3 [16 | LoishB3 {18
- ot 3 Wimero de| . n;:o — Cadans do ADH cm{g;;mw o) Pt e
s EEERG enakizads 0 Posboidn: 150
Li-PRA1LE-PR 1 ELOTOBEY |  Pens nr Secuencia parcal senbda 10k :ml ialll [P, ausente
Lb-PR-820L PR ] EUXToaTe Pe” "7 Secuencia parcial senbdo it ’ml « H0% ausenbe ausenie
Li-PR-80Lb-FR 1 ELNTORTT|  Penr "y Secuenci parcal sernon R s | ausente ausente
Lb-PREILEPR 1 EusTosez|  Pens 118 Secuancis parcial semice il QP wutants
LB AL ; EUITORBO | Pens e PRR—— sendde 100 100N 100N | et "
Lb-PREIAEPR 1 ELSTOBTE | Pens "r Sbeuncia pastial 1easdo TR TR | auants waanln
LePRELEPR| 1 EuIoETe|  Pen 17 Eaeusncis paseial seaids 1000 00N 1% 1 et sty
MHOMBRTSM _
2003; losus: 1 WigEs | Bradl 207 | Secuancis parcial, McLgzz | 22NI90 Y reversa | ausente:ausants; sunnts wrants
LBUISR0S
MHOMBRITEM .
2003; loeus: 1 wiseo7 | Brad 740 |Servencispassial MCLE12|  seasdn | 00 TOOMTOO% | e sran | musents
LBU19807 il
MHOMBRTEM .
2903; loeus: 1 wise0s | Bnam 774 | Secusnciapacsial MCLE0S | seasdo 10t : 100%: T00% | yaie e onn|  ausents
LEU1980S dentidad
MHOMBRTEM
1 4 8 |
2003; locus: 1 WgE03 | Bram 727 | Secuenciaparsial, MCLEDT | sesdo 0% 10000 | e eTan | ausenis
LBU1D803 enitad
MHOMBRTEM _
2003: locus: 1 UigEss | Bradt T | Secusncis parcial, LBy | SATIKO Y rEvensa | auserie ausente; ausente wranin
MHEMBRTEM
2800; kocus: ] [TR- ] Brazl §74 Secusnos parcial, MCUBTD serbio auserhe; 100%:; 100% ausenbs BE; 33, 3%
LBU1S806
MHOMBRTEM —
2903; keus; 1 utsed | Bram 283 |Secsencia pareial WCLEDS | seasdo T L 100%: 100% | yempagen | ments
LBU1D804 gl
_ 147 dn ln copn LE-FR 7 30 Ia capa

MHOMEBRTIMIBE)
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L. (V) guyanensis

LeishF3 csB1
P 10 20 30 40 ; 60
Tovoonnnne Bovovafons loevnnnons Tooanshoos Bosusssnssfleveenans 1
x54470a AA:.::.::GA::AAA:::‘:.: BeThoar AGGGGCGTIC
23 CH ACATGCCT
Consensus 4C cccgacatgecet
¥EAATIA LA CTTCOATAAAATCHY CPO0OT ssssnnn snsenss s+ JAGGGGCGTTC
3]
Consensus accaccooatatocct
*54472s DaTrraaTauatccarcriil. BR. CTDOOT: o s se wnensesas o JAGGGGCGTIC
2]
Consensuy S2C o0 pacAtgect
AL1304678 BAAMGTCOAGAAATOGGOGGAIA GAGTsvo v ve wennaee e «JAGGGGCGTTC
3] cC 5 ceT
Consensus ~ £CQ__cata
haO783828 LATTOTCTCAMTTCGAGACAAAATCSY CROOGT . o o o« JAGGGGCATTIC
2]
Consensus

SCCACCCOACALQECT

x54470a
x54471a
x54472a
afllnéé?a
nQiv83s2s
Consensus

nQe783e2
2a_comp b3
Consensus
4678
3A_Coxp_B3
Consensus

ASA_Comp B3
X544708
Consensus

SA_COMP_B3
X544718
Consensus |

SA_CONP_B3
Xs44722
Consensus ||

Leyenda:
- — 100% de identidad entre los aislados para la especie particular
- — 90% de identidad entre los aislados para la especie particular
- — 80% de identidad entre los aislados para la especie particular

Figura 8. Alineamiento de las secuencias de mc de L. (V) guyanensis reportados
en la investigacion de Fernandes y col. en el afio 1996 y en las bases de datos de
GenBank y Arsa.ddbj. Las secuencias resaltadas en colores presentan un % de
identidad, como se sefala en la leyenda. Los cuadros en rojo indican la posicion
de los tres bloques CBS y en verde/amarillo la ubicacion de los oligos
LeishsF3/LeishB3.
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L. (V) peruviana:

ms731l7a
£3
Consensus

ws7317h
trsa_comp k3
Consensus

Leyenda:

- .—» 100% de identidad entre los aislados para la especie particular

LeishF3
0 10 20 30 40 50 (1]
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIFFF!I!I!IIIIIIIIIIIIIIIIIllllllllllllII
AATTTGATAAMLLCTLGCTCALALTCG'E TAGGGGCGETTC
ac &l:l:l:gﬂl:ﬁt.gl:l:t.
LeishB3
0 10 20 30 40 50 &0
|IIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIILIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIllllllllll
GGG TTEETGTANTATAGTGGGGCGCGC ACCCCCH 'I]LI'A ATTRAAATGTGGCC
ACTCGGHE Y i
actoggg g tc

- — 90% de identidad entre los aislados para la especie particular

- — 80% de identidad entre los aislados para la especie particular

Figura 9. Alineamiento de las secuencias de mc de L. (V) peruviana reportados en
las bases de datos de GenBank y Arsa.ddbj. Las secuencias resaltadas en colores
presentan un % de identidad, como se sefiala en la leyenda. Los cuadros en rojo
indican la posicion de los tres bloques CBS y en verde/amarillo la ubicacién de los
oligos LeishsF3/LeishB3.
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L. (V) panamensis:

LeishF3 CSB1
Il 2 |
r) 10 20 30 40 50 s|o
Bovoonovoalonscannoaodoconnobnnbovnnnnannnloanabovadavonnnonnboohone

AGGGGCGTTC

afllgdsSéa ATTCCTCGAGATTGGGGTTAAAATCGGTES
£3

Consensus
afllg4sS4a

£3
Consensus

AGGGGCGTTC

arf118454a |AAATCATCAAAATTAGGGTCAAAATCG.
arf118456a [AAATCATCAARAATTAGGGTCAARAATCG.

Consensus I accacccgacatgect
CSB3 LeishB3
P 10 20 30 40 50 60
Powovannnnbanhonnnnebovnnnnnnabonvnnnvnnbovnnvnanntionvrnnnnlonns
af118473b GGGGTTGGTGTAATATAGTGGGCCGCAC ATTGGTARAAATATGGCC
trsa_comp b3
Consensus ac ¢ gggee ttg
tsa_comp B3| | . ... ..iiiiedeciiratnanannnceass. EEROEGEECEREEC RCTSE. . ..........
afils47ib scccrrccrcraararAGrcccccccccacrcr TGAAACTGGCC
Consensus act g gg tag ¢
afl18473b 8CGGGCTG
afl118471b 3GGTTGGTGTAS GTGGG ; P T TCACTGA
Consensus| Lhoggtrggtgtaatatagtgyggccge cac ¢ gtraggat g aa tggcc
Leyenda:

- — 100% de identidad entre los aislados para la especie particular
- — 90% de identidad entre los aislados para la especie particular
- — 80% de identidad entre los aislados para la especie particular

Figura 10. Alineamiento de las secuencias de mc de L. (V) panamensis
reportados en las bases de datos de GenBank y Arsa.ddbj. Las secuencias
resaltadas en colores presentan un % de identidad, como se sefala en la leyenda.
Los cuadros en rojo indican la posicion de los tres bloques CBS y en
verde/amarillo la ubicacion de los oligos LeishsF3/LeishB3.
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. (V) braziliensis:
LeishF3
£3
ulgeosa
Consensus
£3
ulfgosa
Consensus
£3
u19807a GGGGCGTTC
Consensus
u19804a GTAGGGGCGTTC
23
Consensus
ul9go3a EranaTARCAT TGATGR
ul9804a | TAAMNCAT CGCGA
ul9s0sa TGHCTA TACGA
ul9807a | Aa22RTAR TGGTCA :
Consensus T aaa t© gtact Ccccgacatgectetggg! aqqqccgc:c
CSB3 .
LeishB3
0 10
lovssnnnns 1
LB_U19803B |IGGGGTTGGTGTA)
RSA_CCHP_BS ...........
Consensus
rsa_comp_b3
1b_ul9804b ||lcGEETTCETCTA)
Consensus
sa_comp_b3
1b_ulS80Sb | lcGGETTGETCTH
Consensus
u19806b | [GGGGTTGGTGTH
rsa_comp_b3
Consensus
:sa_comp_b3 T‘
1b_ul9807b HGGGGTTGGTGTAYTA ] CC"NAAA\U\‘{C\.NNCGA\.CCCCAGCCGGNT
Consensus a t ggg ¢ getc ©
u19803 .BcEcclceceac.BTcceeeccETECAGCC
u19804 BCETTTATT... . ATTGCTACACTE .FTATGCTA
u19805 SACACCAGCCGE . INCCCARACCNGANC
u19806 TGGGGARAATT.ITTAR
u19807 GGACCCCCAGCEGENT
consenso a a cget

Leyenda:
- — 100% de identidad entre los aislados para la especie particular
- — 90% de identidad entre los aislados para la especie particular
- — 80% de identidad entre los aislados para la especie particular

Figura 11. Alineamiento de las secuencias de mc de L. (V) braziliensis
encontradas en las bases de datos de GenBank y Arsa.ddbj, y reportadas por
Fernandes y colaboradores en el afio 1996. Las secuencias resaltadas en colores
presentan un % de identidad, como se sefala en la leyenda. Los cuadros en rojo
indican la posicion de los tres bloques CBS y en verde/amarillo la ubicacion de los
oligos LeishsF3/LeishB3.
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2. Determinacion de los sitios de corte por enzimas de restriccion en la region

del mc amplificada por los iniciadores LeishF3 y LeishB3

La tabla 10 resume los resultados de la identificacién de sitios de corte por las
enzimas de restriccion Hae lll y Taqg | en cada una de las secuencias de las 4
especies de Leishmania del subgénero Viannia. Las figuras 12 y 13 muestran la
ubicacion de los sitios de corte de Hae Il y Taq | sobre los alineamientos de las
secuencias de mc de los diferentes aislados de cepas de las 4 especies de
Leishmania analizadas.

Puede observarse que existen 2 sitios de corte para la enzima Hae Ill en L. (V)
guyanensis (con las excepciones de las secuencias HQ878382 y AF130467, que
tienen 1 sitio de corte), L. (V) braziliensis y L. (V) panamensis (con las
excepciones de los aislados AF118458, con 3 sitios; y AY366071, con solo 1 sitio
de corte); ademas de un sitio de corte en L. (V) peruviana.

Por otro lado, con respecto a la enzima Taq | no hay sitios de corte presentes
en L. (V) peruviana, L. (V) guyanensis (con la excepcion del aislado HQ878382,
con 1 sitio de corte) y L. (V) panamensis (con las excepciones de las secuencias
AF118454, AF118457, AF118458, AF118461, AF118463, AF118464, AF118466 y
AY366071, que tienen 1 sitio de corte; y aparte el aislado AF118469, que tiene 2
sitios de corte). Mientras que en L. (V) braziliensis se encuentra presente un sitio
de corte (con las excepciones de las secuencias U19803 y U19804, que no tienen

ningun sitio de corte).
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Leyenda:

A. NUmero de acceso de secuencias de mc de los aislados seleccionados
de L. (V) guyanensis: HQ878382, AF130467, X54470, X54471 yX54472.
B. Numero de acceso de la secuencia de mc del aislado seleccionado de
L. (V) peruviana: M87317.

C. Numero de acceso de secuencias de mc de los aislados seleccionados
de L. (V) braziliensis: U19803, U19804, U19805, U19806 y U19807.

D. Numero de acceso de secuencias de mc de los aislados seleccionados
de L. (V) panamensis: AF118454, AF118455, AF118456, AF118457,
AF118458, AF118459, AF118460, AF118461, AF118462, AF118463,
AF118464, AF118465, AF118466, AF118467, AF118468, AF118469,
AF118470, AF118471, AF118472, AF118473, AF118474 y AY366071.
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Adicionalmente, en la tabla 11 podemos observar los resultados de la
identificacién del namero y tamafio de los fragmentos ocasionados por la digestion
simultanea con ambas enzimas de restriccion Hae Ill y Taq |, sobre la region entre
los sitios de hibridacion de los oligonucleétidos LeishF3 y LeishB3 en las
secuencias de las 4 especies analizadas del subgénero Viannia. Se observan
patrones considerablemente distintos entre estas especies; donde en L. (V)
guyanensis se producen 3 fragmentos, de 92, 41 y 30 pb; mientras que en L. (V)
braziliensis se producen 4 fragmentos, de 65-59, 59-40, 41-39 y 35-14 pb; en L.
(V) panamensis se producen entre 5 y 3 fragmentos, de tamafios
considerablemente variables (57-40, 85-40, 58-37; 40-21 y 31-10 pb) y en L. (V)
peruviana solo existe un sitio de corte para la enzima Hae Il y ninguno para Taq |.

En la figura 12 se representa la distribucién de los sitios de restriccion de
Hae Ill y Tag | en las secuencias de mc de diferentes aislados reportados del
subgénero Viannia, ilustrando el andlisis y registro presentado en la tabla 10;
facilitando la comparacion entre los diferentes aislados para cada una de las
especies: L. (V) guyanensis, L. (V) peruviana, L. (V) panamensis, y L. (V)
braziliensis, permitiéendonos observar en que regiones de las secuencias de mc el
% de identidad es mayor entre distintos los aislados, con los CSBs ubicados en
regiones de 100% de identidad entre los aislados para las especies particulares;
asi como poder visualizar y comparar mas facilmente en donde se encuentran los
sitios de restriccion para las enzimas Hae Il y Taq | en las secuencias de los

aislados, inclusive para las secuencias excepciones en la tabla 10.
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Adicionalmente, mediante la representacién esquematica de la distribucion
de estos sitios de restriccion de Hae lll y Taq | en las secuencias de mc de los
diferentes aislados de especies del subgénero Viannia (ver figura 13) es posible
reconocer, sin considerar las secuencias excepciones, que en general: L. (V)
guyanensis, L. (V) panamensis, y L. (V) braziliensis presentan 2 sitios de
restriccion para Hae Ill, L. (V) peruviana presenta solo un sitio de restriccion de
Hae Ill, y solo L. (V) braziliensis presenta algin (uno solo) sitio de restriccion para
Taq |. Este esquema, asi como la informacién presente en la tabla 10, nos
permiten representar el resultado esperado en electroforesis en geles de agarosa
2%, TBE 0,5X, de la aplicacion de la prueba PCR-RFLP ADNk con los oligos
LeishF3 y LeishB3 en muestras de especies de Leishmania de referencia (ver
figura 14); evidenciandose que cada una de las especies L. (V) guyanensis, L. (V)
panamensis, L. (V) braziliensis, y L. (V) peruviana producen un patrén particular
de bandas en el gel, sugiriendo la posibilidad del empleo de esta prueba PCR-
RFLP ADNk para identificar simultaneamente a estas cuatro especies de

Leishmania del subgénero Viannia.
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Enzima de restriccion empleada: Hae ///

1 2 3 4 5

pb

1200 -
SO0 -

200 -
165 -

L0 -
8590 -

680 -

0 -
400 -
0 -

20 -

o -

Figura 14. . Resultado esperado de la aplicacion de la prueba PCR-RFLP ADNk
con los oligos LeishF3 y LeishB3 y la enzima Hae lll en muestras de Leishmania
de referencia; basado en la representacion esquematica previa y la tabla 10. Se
representa la migracién esperada en geles de agarosa 2% de los fragmentos
generados con las digestiones Hae Ill. L.g: L (V) guyanensis; L.pr.. L. (V)
peruviana; L.b.: L(V) braziliensis; L.p.: L.(V) panamensis.
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3. Ensayo PCR ADNk empleando los iniciadores Hmod1/Hmod2/Hmods3.

En la figura 15 se observa el resultado de la amplificacion de la banda de 120
pb correspondiente al producto esperado del PCR ADNk Hmodl/Hmod2/Hmod3
en todos los carriles, confirmandose que las muestras de ADN utilizadas
correspondieron a cepas de referencia de especies del género Leishmania L. (V)
braziliensis LTB-300; L. (V) guyanensis M4147; L. (V) panamensis LS-94; L. (V)
braziliensis (carriles 2, 3, 4 y 5). Ademas, se verificO que los reactivos de

preparacién del PCR no presentasen contaminacion (carril 6).

pb

12000 ~

S.000 -

2000 -
1650 -

1000 -
8% -

650 ~

S0 -
400 -~
300 -

200 -

0o - <+— 120 pb

Figura 15. Electroforesis del PCR ADNk con oligonucleétidos
Hmod1l/Hmod2/Hmod3 para especies del género Leishmania. Gel de agarosa 2 %
y tincidbn con bromuro de etidio. 1: MPM 1kb plus; 2:L. (V) braziliensis LTB-300;
3:L. (V) guyanensis M4147; 4:L. (V) panamensis LS-94; 5: L. (V) braziliensis
M2903; 6:H,0bd. La flecha indica el tamafio esperado del amplicon (120 pb)
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4. Normalizacion de las condiciones del ensayo de PCR-ADNK, utilizando los
iniciadores LeishF3 y LeishB3, en cuanto a temperatura de hibridacion y
concentracion de oligonucledtidos.

4.1 Normalizacion de la temperatura de hibridacién de los iniciadores

En la figura 16 se observa el resultado de la amplificacion de la banda de 169
pb correspondiente al producto esperado del PCR ADNk LeishF3/LeishB3
utilizando 50 °C para la hibridacion de los oligonucledétidos en las especies L. (V)
guyanensis M4147 (carril 4), L. (V) braziliensis M2903 (carril 6), y una banda muy
claras (poca cantidad de producto) en L. (V) braziliensis LTB-300 (carril 3) y L. (V)
panamensis LS-94 (carril 5). Adicionalmente, se observan bandas debidas a la

formacion de producto de mayor tamafio en L. (V) braziliensis M2903 (carril 6).

pb

1200 -
S.000 -

2000 -
LS50 -

1,000 -
8% -

650 -

S0 -
400 -
00 -

200 ~

<«— 169 pb

0o -

Figura 16. Electroforesis del PCR ADNk con oligonucledtidos externos
LeishF3/LeishB3 para especies del subgénero Viannia. Gel de agarosa 2 % vy
tincion con bromuro de etidio. 1: MPM 1kb plus; 2: vacio; 3:L. (V) braziliensis LTB-
300; 4:L. (V) guyanensis M4147; 5: L. (V) panamensis LS-94; 6:L. (V) braziliensis
M2903; 7: H,Obd. La flecha indica el tamafio esperado del amplicon (169 pb)
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°C °Cc

60 50 527 654 568 60 50 52,7 6554 568 60
1 2 3 4 % © 7 8 9 10 11 12

<«—400 pb aprox

<«— 169 pb

50 527 554 568 60
13 14 15 16 17 18 19

+— 350 pb aprox.

«— 169 pb

Figura 17. Electroforesis del PCR ADNk con oligonucledtidos externos
LeishF3/LeishB3 (subgénero Viannia) en gradiente de temperatura. Gel de
agarosa 2 % vy tincion con bromuro de etidio.l: MPM 1kb plus; 2: L. (V)
braziliensis M2903 C+; 3: L. (V) braziliensis LTB-300 (50 °C); 4: L. (V) braziliensis
LTB-300 (52.7 °C); 5: L. (V) braziliensis LTB-300 (55.4 °C); 6 : L. (V) braziliensis
LTB-300 (56.8 °C); 7: L. (V) braziliensis LTB-300 (60 °C); 8: L. (V) guyanensis
M4147 (50 °C); 9: L. (V) guyanensis M4147 (52.7 °C); 10: L. (V) guyanensis
M4147 (55.4 °C); 11: L. (V) guyanensis M4147 (56.8 °C); 12: L. (V) guyanensis
M4147 (60 °C); 13: MPM 1kb plus; 14: L. (V) panamensis LS-94 (50 °C); 15: L. (V)
panamensis LS-94 (52.7 °C); 16: L. (V) panamensis LS-94 (55.4 °C); 17: L. (V)
panamensis LS-94 (56.8 °C); 18: L. (V) panamensis LS-94 (60 °C); 19:H,0bd C-;
20: H,Obd C-.
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Se procedié a evaluar un gradiente de temperaturas de hibridacion de los
iniciadores LeishF3 y LeishB3 entre 50 °C y 60 °C con la finalidad de incrementar
la especificidad del ensayo. La figura 17 muestra el resultado de la amplificacion
del ensayo PCR ADNKk LeishF3/LeishB3 en gradiente con ADN de tres especies
de referencia del subgénero Viannia. Se observa la ausencia de producto en los
controles negativos indicando la ausencia de contaminantes (carriles 19 y 20).
Hubo amplificacién de la banda de 169 pb correspondiente al producto esperado
del PCR ADNk LeishF3/LeishB3 en L. (V) braziliensis LTB-300 a 60 °C (carriles 3
y 7), en L. (V) guyanensis M4147 a todas las temperaturas menores de 60 °C
(carriles 8, 9,10y 11), y en L. (V) panamensis LS-94 a todas las temperaturas
probadas (carriles 14, 15, 16, 17 y 18). Adicionalmente, se observaron bandas de
mayor tamafno debidas a la formacion de producto de 350 aproximadamente en L.
(V) braziliensis M2903 (carril 2), L. (V) braziliensis LTB-300 (carriles 3, 4y 5), L.
(V) guyanensis M4147 (carriles 8 y 10), y en L. (V) panamensis LS-94 (carril 14).

Este ensayo fue repetido evaluando solo dos temperaturas de hibridacién: 56 °C
y 60 °C con las tres especies de Leishmania.. En la figura 18 se observa la
ausencia de contaminacion (carril 10) y hubo amplificacion de la banda de 169 pb
correspondiente al producto esperado en: L. (V) braziliensis M2903 C+ a 56 °C
(carril 3), L. (V) braziliensis LTB-300 a 60 °C (carril 5) y L. (V) guyanensis M4147 a
56 °C (carril 6). Adicionalmente, se observan bandas debidas a la formacion de

producto de mayor tamafio (350 pb aprox.) en L. (V) guyanensis M4147 a 56 °C

72



<— 350 pb aprox

““;oss AL

<«— 169 pb

Figura 18. Electroforesis del PCR ADNk con oligos externos LeishF3/LeishB3
(subgénero Viannia) en gradiente de temperatura. Gel de agarosa 2 % y tincion
con bromuro de etidio. 1: MPM 1kb plus; 2: vacio; 3: L. (V) braziliensis M2903 C+;
4:L. (V) braziliensis LTB-300 (56 °C); 5: L. (V) braziliensis LTB-300 (60 °C); 6:L. (V)
guyanensis M4147 (56 °C); 7: L. (V) guyanensis M4147 (60 °C); 8: L. (V)
panamensis LS-94 (56 °C); 9: L. (V) panamensis LS-94 (60 °C); 10: H,Obd.

pb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

naw -

000 -

2000 -

%0 -

e - .

0 - =
050 - -
0 -
«0 -
L U
i <+—169pb

Figura 19. Electroforesis del PCR ADNKk con oligos LeishF3 y LeishB3 (subgénero
Viannia). Amplificacion en Termociclador MJ research PTC-200; empleando una
concentracion de los oligonucleétidos de 2 uM, y dos temperaturas de hibridacion
(Th) para estos iniciadores (55 y 50 °C). Gel de agarosa 2%, electroforesis a 50V
por 60 min y tincion con bromuro de etidio. 1: MPM 1kb plus; 2: vacio; 3: L. (V)
braziliensis LTB-300 (55 °C); 4: L. (V) braziliensis LTB-300 (50 °C); 5: L. (V)
guyanensis M4147 (55 °C); 6: L. (V) guyanensis M4147 (50 °C); 7: L. (V)
panamensis LS-94 (55 °C); 8: L. (V) panamensis LS-94 (50 °C); 9: L. (V)
braziliensis M2903 (55 °C); 10: L. (V) braziliensis M2903 (50 °C); 11: H,O C.B.
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La ausencia de amplificacién a 60 °C en todas las especies de Leishmania fue
utilizado como criterio para evaluar el ensayo a 50 °C y a 55 °C de temperatura de
hibridacion. La figura 19 muestra los resultados. Se puede evidenciar la formacion
del producto esperado de 169 pb para todas las especies excepto para L. (V)
panamensis LS-94, que no amplificé a 55 °C (carril 7). Ademas, se observa la
formacion de productos de mayor tamafio en las muestras de L. (V) braziliensis
LTB-300 (55 °C) (carril 3), y para ambas de L. (V) braziliensis M2903 (carriles 9 y

10)

5. Andlisis de la especificidad del PCR ADNKk utilizando los oligos LeishF3 y

LeishB3.

La especificidad del PCR ADNk LeishF3/ LeishB3 fue evaluada con especies
del subgénero Leishmania a 50 °C. La figura 20 muestra los resultados. Se puede
observar la formacion del producto esperado de 169 pb solo para las especies L.
(V) braziliensis M2903 y L. (V) panamensis 1169 (carriles 3 y 9). Ademas, Se
observan bandas inespecificas de mayor tamafo para L. (L) mexicana BEL21

(carril 6) y L. (L) chagasi PP65 (carril 8).
6. Desarrollo del ensayo PCR — RFLP ADNk con oligos LeishF3/ LeishB3.

Previo al analisis PCR-RFLP con los oligos LeishF3/ LeishB3 se utiliz6 la
prueba PCR-RFLP ADNk descrita por Volpini y colaboradores en el 2003 con los
oligos Hmod1/Hmod2/Hmod3. La figura 21 muestra el resultado de la amplificacion

evaluada en geles de poliacrilamida al 8%, 0,5X TBE y las digestiones con Hae llI
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4 169pb

Figura 20. Electroforesis del PCR ADNKk con oligos LeishF3 y LeishB3 (subgénero
Viannia) confirmando la especificidad de la prueba. Amplificacion en
Termociclador MJ research PTC-200. Gel de agarosa 2%, electroforesis a 50V por
57 min y tincion con bromuro de etidio. 1: MPM 1kb plus; 2: vacio; 3: L. (V)
braziliensis M2903; 4: L. (V) guyanensis M4147; 5: L. (V) panamensis LS-94; 6: L.
(L) mexicana BEL21; 7: L. (L) donovani DDS8; 8: L. (L) chagasi PP65; 9: L. (V)
panamensis 1169; 10: H,O C.B.

En la figura 21 se puede observar el producto esperado de 120 pb para
todas las muestras de Leishmania (carriles 1 al 4). La digestion del amplicén de L.
(V) braziliensis M2903 gener6 el patron esperado de bandas de 80 y 40 pb (carri
8), L. (V) guyanensis M4147 gener6 bandas de 100 y 20 pb (carril 6), mientras
que, L. (V) panamensis LS-94 no digirié con la enzima Hae Il ni tampoco lo hizo L.
(V) braziliensis LTB-300 (carriles 5y 7).

Una vez establecidas las condiciones de digestion con la enzima Hae Il y
corrida electroforética, asi como observados los patrones con el PCR-RFLP ADNKk
descrito por Volpini y col 2003, se procedié al analisis PCR-ERFL con los oligos
LeishB3/LeishF3. En la figura 22 se logran observar las bandas correspondientes
al producto de amplificacion sin digerir esperado de 169 pb para todas estas
muestras del subgénero Viannia (carriles 1 al 4), asi como también productos de

mayor tamafio para L. (V) b LTB-300 (carril 1) y para L. (V) b M2903 (carril 4).
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Adicionalmente, se observa la digestion del producto de PCR en fragmentos

menores a 100 pb para todas las digestiones de las muestras realizadas.

123 pb
120 pb ——> S
80 pb
40 pb
20 pb
P —_>

Figura 21. Electroforesis de los productos del PCR ADNk con los oligos
Hmodl/Hmod2/Hmod3 (género Leishmania) y su digestion. Estos productos de
PCR fueron digeridos con 5 U de enzima Hae IIl por reaccion, a 37 °C por 4 horas.
Electroforesis realizada a 100V por 45 min. Gel de poliacrilamida 8% vy tincion con
bromuro de etidio. 1: L. (V) braziliensis LTB-300; 2: L. (V) guyanensis M4147; 3: L.
(V) panamensis LS-94; 4: L. (V) braziliensis M2903 (C+); 5: Digestion L.(V)
braziliensis LTB-300); 6: Digestion L. (V) guyanensis M4147); 7: Digestion (L. (V)
panamensis LS-94); 8: Digestion (V)braziliensis M2903; 9: MPM 50 pb 1/10
(PROMEGA); 10: MPM 123 pb.
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Figura 22. Electroforesis de los productos del PCR ADNK con los oligos LeishF3 'y
LeishB3 (subgénero Viannia) y su digestion con la enzima Hae Ill. Los productos
de PCR fueron digeridos con 5 U de enzima Hae Il por reaccion, a 37 °C por 4
horas. Electroforesis realizada a 100V por 42 min. Gel de poliacrilamida 8% vy
tincién con bromuro de etidio. 1: L. (V) braziliensis LTB-300 (55 °C); 2: L. (V)
guyanensis M4147 (55 °C); 3: L. (V) panamensis LS-94 (55 °C); 4: L. (V)
braziliensis M2903 (50 °C); 5: Digestién (L. b LTB-300); 6: Digestion (L. g M4147);
7. Digestion (L. p LS-94); 8: Digestion (L. b M2903); 9: MPM 50 pb 1/10
(PROMEGA); 10: MPM 123 pb.

La estimacion de los tamafios de los fragmentos generados en pb confirma
gue el amplicdn de las muestras del subgénero Viannia tiene el tamafio esperado
de 169 pb. Ademas. La digestion de estos productos con Hae Il produjo los
siguientes patrones de bandas en el gel por especie: L. (V) braziliensis LTB-300 y
L. (V) panamensis LS-94 generaron bandas de 64 y 36 pb, L. (V) guyanensis
M4147 generd bandas de 76, 64 y 36 pb, mientras que L. (V) braziliensis M2903

genero bandas de 64, 50 y 40 pb aproximadamente.

El ensayo PCR-RFLP ADNKk con los oligos LeishF3/ LeishB3 se extendio a

especies del subgénero Leishmania. La figura 23 muestra los resultados.
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Figura 23. Electroforesis de los productos del PCR ADNK con los oligos LeishF3 'y
LeishB3 (subgénero Viannia) y su digestion con Hae lll. Los productos de PCR
fueron digeridos con 5 U de enzima Hae Ill por reaccién, a 37 °C por 4 horas.
Electroforesis realizada a 100V por 45 min. Gel de poliacrilamida 8% vy tincidn con
bromuro de etidio. 1: L. (L) mexicana BEL21; 2: L. (L) donovani DDS8; 3: L. (L)
chagasi PP75; 4: L. (V) panamensis 1169; 5: Digestién (L. m. BEL21); 6: Digestion
(L. d. DD8); 7: Digestion (L. ch. PP75); 8: Digestion (L. p 1169); 9: MPM 50 pb 1/10
(PROMEGA); 10: MPM 123 pb.

En la figura 23 se logran observar las bandas correspondientes al producto
esperado de 169 pb aprox. solo para L. (V) panamensis 1169 (carril 4) y se
observan productos de mayor tamafio para L. (L) mexicana (carril 1), L. (L)
chagasi (carril 3). Asi mismo, La estimacion de los tamafios de los fragmentos
generados en la digestion Hae 1l en pb muestra que: L. (L) mexicana BEL21
gener6 fragmentos de 88 y 70 pb (carril5) , L. (L) donovani DD8 produjo una sola
banda de 88 pb (carril 6), L. (L) chagasi PP65 gener6 fragmentos de 84 pb y 66 pb

(carril 7), y L. (V) panamensis 1169 gener6 una banda de 98 pb (carril 8).
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Considerando estos patrones en la prueba PCR-RFLP ADNk utilizando los
oligonucledtidos LeishF3/ LeishB3, se procedié con el andlisis de muestras de

pacientes diagnosticados con LC de una zona endémica en el estado Cojedes.

7. Analisis de muestras de pacientes diagnosticados con LC de una zona

endémica en la localidad de Macapo, estado Cojedes.

Empledndose el flujograma de pruebas moleculares propuesto vy
representado en la figura 32, se procedio a realizar el analisis de siete muestras
clinicas: inicialmente se realizé el analisis con una muestra, y luego se

incorporaron seis muestras de los pacientes.

120pb

Figura 24. Electroforesis del PCR ADNk con los oligos Hmod 1-3 (género
Leishmania) para analizar una muestra clinica (ADN extraido del hisopado de la
paciente Y. S.). Amplificacion en Termociclador MJ research PTC-200. Gel de
agarosa 2%, electroforesis a 50V por 60 min y tincibn con bromuro de etidio. 1:
MPM 1kb plus; 2: MPM 123 pb; 3: vacio; 4: H,O C.G.; 5: H,O C.B; 6: L. (V)
panamensis 1169; 7: L. (V) braziliensis M2903; 8: L. (L) chagasi PP65; 9: L. (L)
mexicana BEL21; 10: ADN Y. S.
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La figura 24 muestra el resultado del analisis de la primera muestra de
tejido de lesion LC. Se puede observar el producto esperado de 120 pb para todas
las muestras tanto en las cepas de especies de referencia del subgénero Viannia
(carriles 6 a la 9), asi como para la muestra clinica del paciente Y.S (carril 10). Sin
embargo detectamos producto de 120 pb en los controles negativos de agua

(carriles 4y 5).

123pb

spd 100pb

40pb 50 pb

Figura 25. Electroforesis de los productos del PCR ADNk con los oligos Hmod 1-3
(género Leishmania) y su digestién, para analizar una muestra clinica (ADN
extraido del hisopado de Y. S.). Los productos de PCR fueron digeridos con 5 U
de enzima Hae Ill por reaccién, a 37 °C por 4 horas. Gel de poliacrilamida 8%,
electroforesis realizada a 100V por 50 min y tincion con bromuro de etidio. 1:
muestra de Y. S.; 2: L. (L) mexicana BEL21; 3: L. (V) braziliensis M2903; 4: L. (V)
panamensis 1169; 5: Digestion (Y. S.); 6: Digestion (L. m BEL21); 7: Digestion (L.
b M2903); 8: Digestion (L. p 1169); 9: MPM 50 pb 1/10 (PROMEGA); 10: MPM 123
pb.

Aun considerando la presencia de ADNk en los controles negativos del
primer ensayo con muestra de pacientes, se procedi6 a avanzar en la
normalizacion de las condiciones de la digestion del con la enzima Hae Il

utilizando los productos obtenidos en las muestras de la figura 25.
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La figura 25 se observan las bandas de 80 pb y 40 pb esperadas de la
digestion Hae Il del fragmento de 120 pb para las muestras de L. (V) braziliensis
M2903 (carril 7). Igual patron se obtuvo para L. (V) panamensis 1169 (carril 8), asi
como la muestra de ADN de paciente Y. S. (carril 5). En la cepa de referencia de

L. (L) mexicana BEL21 (carril 6) se obtuvo un fragmento de 70 pb.

P —
169 pb —p Woow

94 pb 123p0

86 pb =

50 pb
20 pb —s

Figura 26. Electroforesis de los productos del PCR ADNK con los oligos LeishF3 'y
LeishB3 (subgénero Viannia) y su digestion, para analizar una muestra clinica
(ADN extraido del hisopado de Y. S. Los productos de PCR fueron digeridos con 5
U de enzima Hae Il por reaccién, a 37 °C por 4 horas. Gel de poliacrilamida 8%.
Electroforesis realizada a 100V por 45 min y tincion con bromuro de etidio. 1:
muestra de Y. S.; 2: L. (L) mexicana BEL21; 3: L. (V) braziliensis M2903; 4: L. (V)
panamensis 1169; 5: Digestion (Y. S.); 6: Digestion (L. m BEL21); 7: Digestion (L.
b M2903); 8: Digestion (L. p 1169); 9: MPM 50 pb 1/10 (PROMEGA); 10: MPM 123
pb.

Proseguimos con la aplicacion del ensayo PCR-RFLP ADNk
oligonucledtidos LeishF3/LeishB3. La figura 26 muestra los resultados, donde se
observan las bandas correspondientes al producto esperado de alrededor de 169
pb para todas las muestras de Leishmania subgénero Viannia (carriles 3y 4) y la
muestra del paciente Y. S. La muestra de L.(L) mexicana BEL 21 (carril 2) genero

un fragmento mayor a 200 pb y una banda de 385 pb.. Las digestiones Hae Ill de
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estos productos (carriles 5 al 8) generaron los siguientes patrones: L. (V)
braziliensis M2903 (carril gener6 dos bandas de 94 pb, y 20 pb; L. (V) panamensis
1169 (carril 8) gener6 tres fragmentos de 86 pb, 76 pb y 20 pb, que pudiese ser
interpretado como una digestion parcial; L. (L) mexicana BEL 21 (carril 6) mostré
bandas de 86 pb y 20 pb. La muestra de Y. S. (carril 5) no generd un patrén
especifico, posiblemente fue degradada inespecificamente al agregar el tampén

de la enzima con MgCl..
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Figura 27. Electroforesis del PCR ADNk con los oligos Hmod 1-3 (género
Leishmania) para analizar seis muestras clinicas. Amplificacion en Termociclador
MJ research PTC-200. Gel de agarosa 2%. Electroforesis a 50V por 60 min y
tincion con bromuro de etidio. 1: MPM 1kb plus; 2: vacio; 3: ADN R. P.; 4: ADN M.
E.; 5: ADN A. S.; 6: ADN M. P.; 7: L. (L) mexicana BEL21; 8: L. (V) panamensis
1169; 9: ADN D. C.; 10: ADN O. S.; 11: H,O C.B; 12: H,0O C.G.

Continuamos el analisis de las seis muestras de ADN extraido de
tejido de hisopado de pacientes, siguiendo el mismo protocolo, primero PCR ADNk

Hmod1-3 género Leishmania con el PCR-RFLP ADNK (volpini y col., y luego en
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PCR-RFLP ADNk LeishF3/LeishB3 para subgénero Leishmania. La figura 27
muestra el resultado del PCR ADNk Hmod1-3 sobre las muestras de paciente
(carriles 3 al 7 y carril 9) . Se puede observar el producto esperado de 120 pb para
todas las muestras de cepas de referencia del género Leishmania: L.(L) mexicana
BEL 21 (carril 7) y L.(V) panamensis 1169 (carril 8), asi como en todas las
muestras de pacientes. Sin embargo se detecté la presencia de ADN
contaminantes uno de los controles negativos utilizado para realizar el PCR (carril
12). Estas mismas muestras fuero corridas en geles de acrilamida 8% sin digerir
(figura 28 A) y digeridas con la enzima Hae 11l (figura 28 B). En todas las muestras
controles positivos (figura 28A, carriles 7 y 8) y pacientes (figura 28A , carriles 2 al
6) se puede observar la presencia del producto esperado de 120, con la excepcién

de la muestra clinica R. P. (figura 28A, carril 1).

Las digestiones Hae Il de los amplicones de 120 pb generaron fragmentos
descritos de la siguiente manera: Los controles de L. (V) panamensis 1169
produjo fragmentos de 80 pb y 40 pb y en L. (L) mexicana BEL21 no se observo
fragmento alguno (figura28 A, carril 7), Las muestras de pacientes M. E., A. S., M.
Py D. C.yO.S. generaron fragmentos de 80 pby 40 pb (figura28 A, carriles 2, 3,
4, 5 y 6) acordes con infecciébn por L. braziliensis; la muestra de R. P. fue

observada (figura28 A, carril 1).
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Figura 28. Andlisis por PCR ADNk Hmod 1-3 de seis muestras de pacientes con
LC. Electroforesis de los productos del PCR ADNk con los oligos Hmod 1-3
(género Leishmania)A y su digestion con la enzima Hae Il B, para analizar seis
muestras clinicas. Los productos de PCR fueron digeridos con 5 U de enzima Hae
Il por reaccién, a 37 °C por 4 horas. Electroforesis realizada a 100V por 45 min.
Gel de poliacrilamida 8% Yy tincidén con bromuro de etidio.

A: amplicones de: 1: R. P.; 22 M. E.; 3: A.S.; 4. M. P.,;5:D.C.;6: 0. S.; 7: L. (L)
mexicana BEL21; 8: L. (V) panamensis 1169; 9: MPM 50 pb 1/10 (PROMEGA);
10: MPM 123 pb.

B: Digestiones Hae lll 1. R. P.; 2.M. E.; 3: A.S.; 4. M. P;;5:D.C.;6: 0. S.;7: L. m
BEL21; 8:L. p 1169; 9: M PM 50 pb 1/10 (PROMEGA); 10: M PM 123 pb.
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Figura 29. Electroforesis del PCR ADNK con los oligos LeishF3 y LeishB3
(subgénero Viannia) para analizar seis muestras clinicas. Amplificacién en
Termociclador MJ research PTC-200. Gel de agarosa 2%. Electroforesis a 50V
por 60 min y tincién con bromuro de etidio. 1: MPM 1kb plus; 2: vacio; 3: ADN R.
P.; 4. ADN M. E.; 5: ADN A. S.; 6: ADN M. P.; 7. ADN D. C.; 8: ADN O. S.; 9: L. (L)
mexicana BEL21; 10: L. (V) panamensis 1169; 11: H,O C.B; 12: H,O C.G.

El analisis de las muestras de pacientes con el PCR ADNk subgénero
Viannia se muestra en la figura 29 y el PCR-RFLP con la enzima Hae lll en la

figura 30.

En la figura 29 observamos que se evidencio la presencia de las bandas
correspondientes al producto esperado en el PCR ADNkK LeishF3/LeishB3 de
alrededor de 169 pb para el control positivo de L.(V) panamensis 1169 (carril 10) y
solo para muestra de M. E. (carril 4), adicionalmente se observaron bandas
inespecificas de mayor tamafio para las muestras R. P. (carril 3), M. P. (carril 6), y

para el control de L. (L) mexicana BEL21 (carril 9).

La digestion Hae lll de los amplicones de 169 pb (figura 30) generd los
siguientes patrones de bandas: el control L. (V) panamensis 1169 genero
fragmentos de 110 y 39 pb (carril 8), compartidas por el control L. (L) mexicana

BEL21 el cual produjo bandas de 100 y 39 pb (carril 7). La muestra de R. P. no
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presenté ninguna banda (carril 5), la muestra de M. E generd un patron de dos

bandas de 90 y 39 pb (carril 6).

100pd

50 pb

Figura 30. Electroforesis de los productos del PCR ADNK con los oligos LeishF3 'y
LeishB3 (subgénero Viannia) y su digestion, para analizar seis muestras clinicas.
Los productos de PCR fueron digeridos con 5 U de enzima Hae lll por reaccion, a
37 °C por 4 horas. Gel de poliacrilamida 8%. Electroforesis realizada a 100V por
50 min y tincidon con bromuro de etidio. 1: ADN de R. P.; 2: ADN de M. E.; 3: L. (L)
mexicana BEL21; 4: L. (V) panamensis 1169; 5: Digestion (R. P.); 6: Digestion (M.
E.); 7: Digestion (L. m BEL21); 8: Digestion (L. p 1169); 9: MPM 50 pb 1/10
(PROMEGA); 10: MPM 123 pb.
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8. Disefio propuesto de un flujograma de pruebas moleculares para la
identificaciébn progresiva desde el nivel de género hasta el de

complejo/especie

KExamen clinico \
Consulta externa del Parasitologia * Prueba de intradermoreaccion
Fundacién Sodial g « Exdmenes de laboratorio Prescripcion y seguimiento
un a.CIOH ocia Toma de muestra: deltratamientocon
San Isidro Labrador, L e Gl i
*Biopsia (prueba parasitologica) ucantime

J

Macapo, Estado Cojedes . . L
para microscopia de tincion

\Giemsa del frotis por aposicion /

N g

laidentificacion del parasito a nivel

el protocolo . , .
de género, subgéneroy especie

del tratamiento

g N\
L . . *Hisopado ( pruebas moleculares
Consentimiento del paciente, sin P (p ) ) Validacion del diagnéstico
. . . Pruebas de PCR secuenciales para . o
tratamiento previo, a participar en etiolégicoy la prescripcién

J

. J

Figura 31. Flujograma del proceso de atencion del paciente en la consulta externa
de parasitologia de la fundacién social San Isidro Labrados, Macapo, Edo.
Cojedes incluyendo las pruebas realizadas (Guevara y col.; 2013).

La figura 31 muestra el proceso de atencién de paciente en la consulta de
parasitologia de la fundaciéon San Isidro en la localidad de Macapo; llevando a
cabo un diagnéstico por dos vias distintas y que conducen a la prescripcion del
tratamiento: un examen clinico de los sintomas seguido de la realizacion de una
prueba inmunolégica que proporciona resultados en poco tiempo (prueba de
intradermorreaccion), prosiguiendo con el andlisis mediante pruebas
parasitologicas. Este andlisis es acompafiado con la aplicacién de pruebas

moleculares sensibles y especificas que permitiran identificar taxonémicamente al

parasito.
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Considerando el nivel de discriminacién de las pruebas de PCR punto final
dirigidas al ADNk mc como blanco reportadas en la literatura (tabla 4) , entre las
que se encuentran el PCR Hmod1-3 y el PCR-RFLP ADNk (Volpini y col., 2003),
asi como los dos ensayos normalizados y evaluados en este trabajo proponemos
el esquema secuencias de evaluacion molecular de las muestras de pacientes
descrito en la figura 32 para ser incorporado en el esquema de trabajo en la
consulta de parasitologia de la fundacién San Isidro Labrador de la poblacion de
Macapo en el diagnéstico de la LC (figura 31). Este esquema propone identificar
taxonémicamente al parasito desde el nivel de género, mediante una prueba de
PCR ADNk empleando los oligos Hmod1/Hmod2/Hmod3 que reconoce al género
Leishmania; procediendo luego con un ensayo de PCR ADNk utilizando los oligos
LeishF3 y LeishB3 para identificar al subgénero Viannia; y finalmente podemos
utilizar el PCR-RFLP de Volpini y col 2003 en conjunto con la prueba PCR-RFLP

ADNKk LeishF3/B3.
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Discusién

En el tratamiento de la Leishmaniasis Cutanea generalmente los métodos
de diagndstico molecular no constituyen la primera opcién para el médico tratante.
Tradicionalmente se procede con el diagnéstico clinico y parasitolégico que
incluye la observacion de los sintomas clinicos reconociendo el espectro de las
manifestaciones clinicas de la enfermedad en el paciente, seguido de métodos
parasitologicos directos como la observacién al microscopio de los parasitos en
frotis de tejidos obtenido de biopsias del bordes de lesiones o de aspirados,
teflidos con Giemsa. Esta es la metodologia utilizada frecuentemente en regiones
endémicas para la LC, secundada en ocasiones por el cultivo de promastigotes.
Estos métodos, si bien son especificos al identificar a las formas amastigotas en
los macrofagos, no proveen informacién especie-especifica y por lo tanto, no son
Utiles para orientar la quimioterapia en areas donde las infecciones son causadas

por diferentes agentes etioldgicos que se superponen.

En una segunda instancia suelen utilizarse métodos méas sensible con la
finalidad de detectar e identificar al parasito Leishmania tales como: la
electroforesis isoenzimatica para detectar patrones especie especificos, el empleo
de anticuerpos monoclonales, la hibridacion in situ, la cario tipificacion molecular,
entre otras. Sin embargo y comparados con las pruebas de PCR, muchos de estos
métodos se caracterizan por requerir grandes cantidades de material de muestra,
involucran un proceso técnico prolongado e inclusive pueden presentar

dificultades al momento de interpretar los resultados.
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Hasta la fecha se han desarrollado y descrito diversos ensayos de PCR
basados en la amplificacion del ADNK, con resultados remarcablemente
satisfactorios en cuanto a su sensibilidad y especificidad (ver tabla 4) (Bensoussan
y col., 2006; Vega-Lopéz, 2003). A pesar de lo anterior, existen una serie de
dificultades y obstaculos que aln no hacen practico la inclusion de protocolos de
diagnésticos moleculares eficaces y simplificados, en formatos estandarizados,
para su implementacion en zonas endémicas donde la enfermedad afecta de

forma recurrente a la poblacion.

Teniendo en cuenta el punto previo, en este estudio iniciamos el desarrollo
de pruebas moleculares con la recopilacién de secuencias de mc (completas o
parciales que incluyeran la CR completa o parcial) de aislados de especies del
subgénero Viannia (ver tabla 6, 7, 8 y 9), para luego avanzar en el desarrollo de
una prueba de PCR-RFLP sobre el ADNkK que nos permitiria identificar a las
especies incriminadas en causar la LC en nuestro pais y el resto del continente. El
proposito final propuso incluir a este ensayo en un protocolo dirigido a la
identificacién progresiva del paréasito infectando a la muestra desde el nivel de
género hasta los complejos taxondmicos y/o especies; lo cual es esencial para el
diagndstico, entendimiento epidemioldgico y la orientacion para las medidas de

control de esta enfermedad.

La posterior alineacion de las secuencias de mc y la determinacién de los
sitios de hibridacion de los iniciadores LeishF3 y LeishB3 a utilizar en los ensayos
de PCR ADNK, nos permitio observar el % de identidad entre estos sitios de

hibridacion de los iniciadores y las secuencias de mc (ver tabla 6, 7, 8 y 9). Los
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valores de % de identidad nos permitié estimar la posibilidad de éxito en el empleo
de los iniciadores LeishF3 y LeishB3 en la prueba de PCR ADNk para conseguir la
amplificacion de la regién blanco en el mc de los aislados de las diferentes
especies infectantes a humanos en el subgénero Viannia. En general observamos
una mayor % de identidad en las secuencias reconocidas por el oligo LeishF3
respecto al sitio de hibridaciéon del oligo LeishB3 (ver tabla 6), acorde con el
modelo propuesto de diversidad de las secuencias del mc donde se propone que
el % de identidad entre las secuencias de las diversas clases de minicirculos
presentes en un pardsito y entre diferentes aislados de una especie, comienza
como 100% en la CR y va disminuyendo hacia la direccion de 5  (ver fig 7).
Particularmente para la especie L. (V) braziliensis el oligonucleétido LeishB3
presentd un bajo % de identidad con el sitio de hibridacion del respecto a las otras
tres especies analizadas del parasito, lo cual tendria como resultado una
relativamente menor cantidad del producto amplificado y la necesidad de utilizar
menores temperaturas de hibridacién para la sintesis del fragmento entre LeishF3
y LeishB3, potencialmente disminuyendo la sensibilidad de la prueba para esta
especie de Leishmania. En la optimizacion de la temperatura de hibridacion para
el ensayo PCR ADNKk LeishF3/LeishB3 fue necesario elegir 50 °C como la
temperatura a la cual todas las cuatro especies del subgénero Viannia ensayadas
produjeron el amplicon esperado de 169 pb en promedio, fragmento ausente en

las especies del subgénero Leishmania evaluadas (figuras 22 y 23).

La basqueda de sitios de restriccion de las regiones del mc entre los sitios

de hibridacion de los oligos LeishF3 y LeishB3 para cada secuencia de mc
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analizadas (ver tabla 10 y figura 13) permitio identificar las enzima de restriccion
Hae Il y Tag | como utiles en el desarrollo del ensayo PCR-RFLP ADNk mc. La
busqueda de sitios de restriccion polimérficos en las especies pertenecientes al
subgénero Viannia, ampliando la regién para incluir a las secuencias flanqueantes
a la CR del mc delimitada por los oligonucleotidos LeishF3/LeishB3, revel6 la
presencia de un sitio adicional para la enzima Hae Ill, al descrito por Volpini y

colaboradores en el 2003.

La digestion con la enzima Hae Il permite teéricamente reconocer entre las
cuatro especies a L. (V) braziliensis, L. (V) peruviana, y el conjunto de L. (V)
panamensis y L. (V) guyanensis (complejo guyanensis) a partir de la diferencia
entre el nUmero y tamafio de los fragmentos producidos y visualizados durante la
electroforesis (esquema resumido en la Figura 13) (2 sitios, produciendo
fragmentos de 98, 39 y 14 pb para L. (V) braziliensis, L. (V) guyanensis y L. (V)
panamensis) ; 1 sitio, produciendo fragmentos de 98 y 69 pb para L. (V)
peruviana). Adicionalmente, el polimorfismo con la enzima Taq | podria discriminar
entre L. (V) braziliensis y el conjunto de L. (V) panamensis, L. (V) guyanensis y L.
(V) peruviana, debido a que L. (V) braziliensis presenta un solo sitio de restriccion
para esta enzima ausente en las tres especies L. (V) panamensis, L. (V)
guyanensis y L. (V) peruviana. Otra consideracion a partir de la figura 12 es que la
digestion mixta utilizando ambas enzimas Hae Il y Taqg | permitiria distinguir por
sus patrones a las cuatro especies (tabla 11, (L. (V) braziliensis: 4 fragmentos, de
65-59, 59-40, 41-39 y 35-14 pb; L. (V) panamensis: entre 5 y 3 fragmentos, de 57-

40, 85-40, 58-37, 40-21 y 31-10 pb; L. (V) guyanensis: 3 fragmentos, de 92, 41 y
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30 pb; y L. (V) peruviana: 2 fragmentos de 98 y 69 pb). Es importante considerar

en este ensayo

En la basqueda y el analisis de las secuencias de mc en las bases de datos
disponible observamos una sub-representacién de secuencias de mc provenientes
de diversos aislados de todas las especies de Leishmania descritas (figura 3),
particularmente en el subgénero Viannia. Seria recomendable incrementar la data
de secuencias incluyendo varias cepas de cada especie y de diferentes regiones
geografica que permitan validar junto con los ensayos de laboratorio, el andlisis de

especificidad de un ensayo como el aqui evaluado.

La normalizacion del ensayo definio 50°C como la temperatura de
hibridacion a la cual todas las especies del subgénero Viannia amplifican el
fragmento especifico de 169 pb delimitado por los oligonucleétidos
LeishF3/LeishB3. Excepto por la temperatura de hibridacion, ratificamos las
condiciones de incubacion del ensayo (numero de pasos, temperaturas de
elongacion y desnaturalizacion, concentracion de reactivos) definidas por Lacruz
2011, las cuales establecieron una fase de desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3
minutos; continuando con 40 ciclos con desnaturalizacién a 95 °C por 1 minuto,
una fase de hibridacién a 50 °C por 1 minuto, y una fase de extensién a 72 °C por
1 minuto; prosiguiendo con una fase de extensién final a 72 °C por 10 minutos;

concentracion final de MgCl, 2 mM y dNTPs a 2uM.

La especificidad de esta prueba PCR ADNk empleando los oligos LeishF3 y

LeishB3 se llevo a cabo empleando muestras de cepas de referencia disponibles
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en la coleccion de ADNs de Kinetoplastidios del Laboratorio de Genética
Molecular, particularmente con ADNs pertenecientes a especies del subgénero
Viannia y algunas especies del subgénero Leishmania (tabla 5). Solo las especies
L. (V) braziliensis M2903, y L. (V) panamensis 1169 y L. (V) guyanensis, del

subgénero Viannia generaron el producto esperado de alrededor de 169 pb.

El disefio del flujograma para la identificacion molecular progresiva de
especies de Leishmania subgénero Viannia propuesto en este trabajo considerd
los ensayos basados en la secuencias del mc ADNK, inicialmente los que
amplifican la regidon conservada asociada a la replicacién del minicirculo, regiéon
CR, comun a todas las especies del género Leishmania. El siguiente nivel de
discriminacion estuvo dirigido a la identificacion a nivel de subgénero, identificando
a las especies del subgénero Viannia. Si bien existen pruebas basadas en el
espaciador intergénico ribosomal (Guevara y col.,, 1994) que identifican a este
subgénero, el contar con una prueba confirmatoria de igual o0 mayor especificidad
y sensibilidad representa una alternativa deseable en los procesos de diagnéstico.
En este sentido proponemos la inclusion del PCR-ADNk oligonucleétidos
LeishF3/LeishB3 cuyas condiciones fueron normalizadas en este trabajo en el

esquema descrito en la figura 32.

Para la identificacion a nivel de especies incluimos como referencia la
prueba PCR-RFLP ADNKk sobre la CR (Volpini y col., 2003) la cual nos permitieron
establecer las condiciones de digestion con la enzima Hae Il utilizando las cepas
de especies de referencia de Leishmania del subgénero Viannia y Leishmania

Igualmente confirmamos los patrones reportados para L.(V) braziliensis con dos
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bandas de 80 pb y 40 pb, y describir el patrén de L.(V) guyanensis (100 pb y 20
pb) y L.(V) panamensis (120 pb, no digerido) no evaluadas anteriormente. De esta
manera confirmamos la identidad de nuestras cepas de referencia. Llama la
atencién el comportamiento con este ensayo de la cepa LBT300 de L.(V)
braziliensis, que no fue digerida por la enzima Hae lll, manteniéndose el fragmento

originalmente amplificado de 120 pb.

En cuanto al ensayo PCR-RFLP ADNk con los oligos LeishF3/LeishB3
ensayamos la generacion de los patrones propuestos a partir de los analisis in

silico con la enzima Hae Il (figura 13) evaluados en geles de poliacrilamida.

Todo el esquema de la figura 32 fue aplicado apropiadamente al ADN de
las cepas de referencia y luego a las siete muestras de ADN aislado de tejido
obtenido de hisopado de lesiones cutdneas de pacientes quienes acudieron a la
consulta parasitoldgica de la fundacion San Isidro Labrador y quienes accedieron
voluntariamente a participar en el ensayo. En todos los casos fue posible
identificar el patron de L.(V) braziliensis y a ésta como la especie infectante, La
confirmacion de esta identificacion la ofrecié el ensayo PCR-RFLP ADNk descrito

por Volpini y col 2003.

El ensayo PCR-RFLP ADNK oligonucledtidos LeishF3/LeishB3 gener6 para
todas las muestras de especies de referencia en el subgénero Viannia una banda
de cercana a 169 pb (figuras 22 y 23) y patrones con la enzima Hae Il que
revelan la existencia de al menos 2 sitios de corte para RFLP sobre el ADN de las

muestras de L. (V) braziliensis LTB-300, L. (V) guyanensis M4147, L. (V)
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panamensis LS-94 y L. (V) braziliensis M2903. Sin embargo es necesario
continuar con la normalizacion de las condiciones de la digestién para lograr una
digestiébn completa y afinar las condiciones de corrida que permitan claramente

discriminar los patrones de bandas generados para cada especie.

Deben continuarse los esfuerzos por desarrollar e incrementar la
aplicabilidad de pruebas de diagnostico molecular que sean eficaces y especificas
en la identificacion del parasito Leishmania; y por ende, se resalta la necesidad de
incrementar la informacién genética disponible acerca de las diversas especies de
Leishmania, y particularmente las pertenecientes al subgénero Viannia al ser las
causantes de la leishmaniosis cutanea americana, que presenta un preocupante y

elevado nivel de incidencia de casos en nuestro pais.
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Conclusiones

1. El andlisis in silico de secuencias de mc ADNK en el género Leishmania
subgénero Viannia permitio la ubicacién de un total de 42 secuencias
conteniendo la CR del mc, incluyendo los tres bloque conservados CBS1,
CBS2 y CBS3 cubriendo cuatro especies con los siguientes registros: 5
para L. (V) guyanensis, 1 para L. (V) peruviana, 22 para L. (V) panamensis
y 14 para L. (V) braziliensis.

2. El resultado de esta busqueda mostré una subrepresentacion de todas las
especies de Leishmania del subgénero Viannia, donde con frecuencia el
registro de diferentes nimeros de acceso se origina de una misma cepa,
evidenciando una cobertura deficiente de las diferentes regiones del
continente Americano, asi como de la diversidad biologica de las cepas
circulando en la naturaleza.

3. Las secuencias de los oligonucledtidos LeishF3 y LeishB3 fueron ubicadas
en las regiones flanqueantes a la secuencia de la CR en las cuatros
especies del subgénero Viannia, LeishF3 presentando cada una de las
secuencias analizadas, una identidad entre el 81,25% - 100% mientras que
LeishB3 mostr6 una identidad mucho menor, entre 33,33% - 94,44%,
acorde con el modelo de variabilidad de secuencias en la estructura del mc
en el género Leishmania.

4. Disefiamos un ensayo PCR-RFLP ANDK utilizando a las enzimas Hae Il y

Taqg |, el cual preside la posibilidad de diferenciar cada una de las especies
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del subgénero Viannia, L. (V) braziliensis, L.(V) guyanensis, L.(V)
panamensis y L. (V) peruviana.

. Fue posible determinar las condiciones de amplificacién para el PCR-ADNk
subgénero Viannia, utlizando los oligonucledtidos LeishF3/LeishB3,
incorporando 50°C como la temperatura de hibridacién y manteniendo el
resto de las condiciones de incubacién y ciclaje asi como las
concentraciones finales de los reactivos (MgCl,. dNTPs y oligonucleétidos)
reportadas por Lacruz 2011.

. Normalizamos las condiciones del PCR-ADNK (Volpini y col., 2003) para la
identificacion de especies confirmando el patron reportado para L. (V)
braziliensis y describiendo un nuevo patron para L. (V) guyanensis, L.(V)
panamensis y L. (L) mexicana.

. Disefiamos un flujograma para la identificacion molecular de especies de
Leishmania, agente etioldgico de la Leishmaniasis Cutanea Americana, el
cual analiza progresivamente la ubicacion desde género, subgénero hasta
la identificacion de la especie,

Identificamos a Leishmania braziliensis como la especie presente en la
infeccidn en una de las siete muestras de ADN aisladas de tejido obtenido
de hisopado de lesiones cutdneas de pacientes que asistieron a la consulta
de parasitologia de la Fundacién San Isidro Labrador de la poblacién de

Macapo, Municipio Limas Blanco, Estado Cojedes.
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9. Es necesario precisar las condiciones 6ptimas de la digestion Hae Il en el
ensayo PCR-RFLP ADNk LeishF3/LeishB3 para lograr los patrones

tedricamente predichos del andlisis in silico.
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