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RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad con diversidad
clinica y epidemiolégica, producida por varias
especies de protozoarios parasitos del género
Leishmania. Estos parasitos infectan una amplia
variedad de hospedadores mamiferos y son
transmitidos por insectos del género Lutzomyia, en
nuestro pais. Los caninos han sido implicados como
posibles reservorios del parésito. Para el diagnéstico
de leishmaniasis se utilizan técnicas parasitolégicas
que generalmente tienen baja sensibilidad e
inmunolégicas, con pobre especificidad. Debido
a las limitaciones en el diagnéstico, y lo dificil de
la obtencién, transporte y almacenamiento de las
muestras, en este trabajo se planteé estandarizar de
una técnica de PCR anidada (Leishmania nested
PCR, Ln-PCR) para la deteccién de ADN de
Leishmania sp. en muestras de sangre de caninos
colectadas en papel de filtro. Para ello se titularon
las concentraciones de reactivos de la PCR para la
amplificacién del ADN del parasito y se determiné
la sensibilidad analitica y la especificidad de la
técnica. Se evaluaron 36 muestras de sangre de

ABSTRACT

Leishmaniasis 1s a disease with clinical and
epidemiological diversity, caused by several species
of protozoan parasites of the genus Leishmania.
These parasites infect a wide variety of mammalian
hosts, and are transmitted by insects of the genus
Lutzomyia in our country. Canines have been
implicated as potential reservoirs of the parasite.
For the diagnosis of leishmaniasis, parasitological
techniques generally with low sensitivity and
immunological techniques, with poor specificity,
are used. Because of limitations in the diagnosis,
and the difficulty to obtain, transport, and store
samples, the aim of this research was to standardize
a Leishmania nested PCR test (Ln-PCR), for
the detection of Leishmania sp. DNA in blood
samples from dogs collected in filter paper. For
that purpose, concentrations of the PCR reagent
for DNA parasite amplification were titrated
and the analytical sensitivity and specificity of the
technique were determined. A total of 36 canine
blood samples (6 infected and 30 uninfected) were
evaluated. The optimal reaction conditions were:
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caninos (6 infectados y 30 no infectados). Las
condiciones 6ptimas de reaccién fueron 0,2 mM
de dNTPs, 0,4 uM de cada cebadory 1 U de Tag
polimerasa. La sensibilidad analitica de Ln-PCR
fue de 10 fg y la especificidad fue de 100% en la
deteccién de ADN de Leishmania sp., ya que no se
observé amplificacién con ADN de otros parasitos, ni
con ADN humano, ni de perro. De las muestras de
caninos evaluadas los seis controles infectados todos
amplificaron por la PCR, mientras que los 30 no
infectados, en ninguno se observé amplificacién. La
extraccién de ADN de muestras de sangre colectadas
en papel de filtro fue eficiente para la amplificacién
por la PCR, técnica que puede ser muy util para
el diagnéstico de leishmaniasis en animales y su
implicacién como posibles reservorios.

(Palabras clave: [_eishmaniasis; perro; diagnéstico;

PCR)

INTRODUCCION

Laleishmaniasis es una enfermedad que presenta diversas
formas clinicas y caracteristicas epidemiolégicas. Es
producida por parésitos del género Leishmania y
transmitidos por insectos dipteros hematéfagos del
género Lutzomyia en el nuevo mundo [1]. La infeccién
en el vector ocurre cuando se alimenta de sangre de
hospedadores mamiferos parasitados, cuyos macréfagos
contienen las formas amastigotas de Leishmania sp.
Clinicamente, se han descrito las formas cutanea,
mucocutanea y visceral de la enfermedad. L.a forma
cutdnea se caracteriza por lesiones dérmicas, en la
forma mucocuténea los parasitos se diseminan hacia
las mucosas, mientras que en la forma visceral se
distribuyen en 6érganos internos como bazo, higado y
médula 6sea. Los caninos han sido implicados como
reservorios del parasito, pudiendo ser asintomaticos
o sufrir la enfermedad, dependiendo de la respuesta
inmunolégica del animal [2, 3].

A nivel mundial se estima que existen 12 millones
de infectados. Anualmente ocurren 1,3 millones de

casos y 30.000 muertes [3, 4]. En Venezuela, las

formas cutaneas de leishmaniasis tienen una tasa
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0.2 mM dNTPs; 0.4 uM of each primer; and 1 U
of Tag polymerase. The analytical sensitivity of the
Ln-PCR was 10 fg and the specificity was 100% in
detecting Leishmania sp. DNA,, since no amplification
was observed with DNA from other parasites, human
DNA or canine DNA. The six samples from infected
canines evaluated amplified Leishmania sp. DNA
by PCR, whereas in none of the 30 samples from
uninfected canines the amplification was observed.
The DNA extraction from blood samples collected in
filter paper was efficient for the PCR amplification,
a technique that can be very useful for the diagnosis
of leishmaniasis in animals and their involvement as
potential reservoirs.

(Key words: Leishmaniasis; dogs; diagnosis;

PCR)

anual promedio de 10/100.000 habitantes y la de
leishmaniasis visceral era de 0,22/100.000 habitantes
durante el 2005 [5]. Es importante resaltar que no se
cuenta con cifras de prevalencia actualizadas en el pais.
Sin embargo, por algunos boletines epidemiolégicos
se conoce que para 2013 se reportaron 112 nuevos
casos por el Instituto de Biomedicina y en 2014 se
reportaron en el pais 808 casos totales [6, 7]. En
caninos, la prevalencia no se conoce con certeza, en
algunos estudios se han reportado seroprevalencias
alrededor del 20% en ciertas zonas endémicas [8,
9].

El diagnéstico de la enfermedad se basa en la aplicacién
de métodos parasitolégicos e inmunolégicos, variando
en funcién del cuadro clinico [2]. Los métodos
parasitolégicos permiten la observacién del parasito
en el tejido infectado, mediante biopsias del borde
de las lesiones en los casos de leishmaniasis cutanea
y mucosa, o punciones de bazo o médula ésea,
en el caso de leishmaniasis visceral. Son métodos
invasivos y generalmente presentan baja sensibilidad
en cargas parasitarias escasas. Otros, como cultivos o
mmoculacién en animales de laboratorio, son laboriosos
y la sensibilidad dependera de la carga parasitaria
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y de la cepa del parasito [2,10]. El diagnéstico
inmunolégico permite detectar anticuerpos anti-
Leishmania sp. mediante inmunoensayo enzimatico
(ELISA), hemaglutinacién indirecta (HAI) o
inmunofluorescencia indirecta (IFI). Son técnicas
sencillas, pero de sensibilidad y especificidad
limitadas por reacciones cruzadas con otros parasitos
como ITrypanosoma cruziy 1. rangeli, dificultando el
diagnéstico en las zonas coendémicas [10,11].

Se han desarrollado varios protocolos de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain
Reaction, por sus siglas en Inglés), amplificando
diferentes secuencias de ADN del parasito para
el diagnéstico de leishmaniasis, de forma sensible,
especifica, sencilla y rapida [12-18]. En Venezuela,
algunos estudios han permitido la deteccién molecular
mediante PCR para diagnéstico de leishmaniasis en
humanos y algunos reservorios animales [19-21].
En el 2002, Cruz et al. [16] disefaron una PCR
anidada (Ln-PCR, Leishmania nested Polymerase
Chain Reaction) para la amplificacién del ADN
ribosomal del parasito, la cual permitié la deteccién
de ADN de Leishmania sp. en muestras de sangre
y médula 6sea.

Este trabajo tuvo como objetivo, estandarizar la
técnica de Ln-PCR, asi como el analisis de su
sensibilidad analitica y la especificidad de la misma,
para la amplificacién de ADN de Leishmania sp. y
su posterior uso en muestras de sangre de caninos.

MATERIALES Y METODOS

Muestras Biolégicas

Para la estandarizacién y evaluacién de la sensibilidad
de la PCR, y como controles, se emplearon aislados
de parasitos del género Leishmania en cultivo, de las
siguientes especies; Leishmania amazonensis PH8
(IFLA/BR/1967/PHS8), L. braziliensis M2903,
(MHOM/BR/1975/M2903), L. mexicana M7326,
(MHOM/BZ/1982/BEL21), y L. chagasi I0OC/
1.579). Para la determinacién de la especificidad de la
PCR se utilizaron aislados de parasitos relacionados,
tales como: Trypanosoma cruzi aislado Dm28c [22],
y otros como Trypanosoma rangeli aislado DOG-82
[23] y Toxoplasma gondii, asi como también ADN
canino y ADN humano.

Se utilizaron ademés, 36 muestras de sangre
de caninos, 6 de perros infectados, positivos
serolégicamente (presencia de anticuerpos anti-

Leishmania sp.) y asintomaticos y 30 de perros no
infectados (ausencia de anticuerpos anti-Leishmania
sp.) y asintomaticos, todos procedentes de zonas
endémicas de leishmaniasis del estado Cojedes.
Las muestras fueron colectadas en papel de filtro
y tomadas previo consentimiento informado de sus
duefios.

Cultivo de Parasitos

Los aislados parasitarios de Trypanosoma y
Leishmania mencionados anteriormente, se cultivaron
in vitro y se expandieron para su masificacién en
medio LIT (Liver-Infusion-Tryptose) con suero
fetal bovino al 10%. En la fase de crecimiento
logaritmico, se recolectaron los parasitos para la
posterior extracciéon de ADN, utilizando la resina

Chelex®-100 (BioRad).

Extracciéon de ADN con Resina Chelex®100
(BioRad)

Para la extraccién de ADN a partir de los aislados
parasitarios en cultivo se tomé 200 uL. de los
cultivos y se les anadi6 800 ul. de agua destilada
estéril, incubandose 30 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se centrifugé durante 3 min a 16.000
gy se retir6 el sobrenadante obtenido dejandose un
volumen de 50 pL., al cual se le agregé 200 L. de
la resina Chelex®-100 al 5%, incubandose durante
30 min a 56 °C. Luego, se agit6 en vortex por 10
seg, y se incub6 a 100°C durante 10 min para més
tarde agitarse durante 10 seg nuevamente. La resina
y las proteinas desnaturalizadas fueron separadas
mediante centrifugacién por 3 min a 16.000 g y se
recogi6 el sobrenadante que contenia el ADN. Para
la extraccién de ADN, a partir de las muestras de
sangre colectadas en papel de filtro, se tomé con una
perforadora los circulos impregnados, de 6 mm de
didmetro, que corresponde aproximadamente a 50
wl. de sangre. Se colocaron los circulos de papel
de filtro en un microtubo y se les afiadi6 1 mL de
agua destilada estéril, incubandose por 30 min a
temperatura ambiente y se continué con la técnica
como fue descrita anteriormente.

Determinacion de la Concentracién y Pureza
del ADN

La concentracién y pureza del ADN extraido se
determiné por los métodos descritos por Sambrook

y Russell [24]. La concentracién de ADN fue
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estimada en un espectrofotémetro UV/Visible
BioPhotometer Plus de Eppendorf, midiendo la
absorbancia a 260 nm (A, ) y 280 nm (A, ),
utilizando la férmula siguiente: [ADN]= A,  nm
x factor de dilucién x 50 pg/mL.. El grado de pureza
se calculé dividiendo la absorbancia a 260 nm entre
la absorbancia a 280 nm. Valores 6ptimos de pureza

se encuentran entre 1,7- 1,9.

Electroforesis de ADN en Geles de Agarosa

La calidad e integridad del ADN extraido se analizé
por electroforesis en gel de agarosa (D-1 LE GQT,
Scientific Trade Corp, Miami, USA) al 1%,
utilizando TAE (tampén tris acido acético 40 mM,
EDTA 0,5 M pH 8,0). La separacién del ADN
se realiz6 en una cadmara de electroforesis horizontal
(Minicell® EC 370M), se empleé un voltaje
constante de 60-100V, dependiendo del tamario del
gel. Las bandas de ADN se visualizaron mediante el
sistema Gel Doc 1000 de BioRad®. El tamafio de
las bandas de ADN se estimé comparandolas con el
marcador de tamafio molecular A-BstEIl (Promega)
con un rango de tamafio de 117 pb a 8.454 pb.

Estandarizacién de la Ln-PCR para la
Amplificacion del ADN de Leishmania sp.
Con el fin de obtener fragmentos correspondientes al
ADN ribosomal de Leishmania sp., se optimizaron
las condiciones de la reaccién en un volumen final
de 50 L. mediante la variacién de la concentracién
de determinados componentes. Especificamente,
los cebadores se evaluaron a concentraciones de 0,2
uM y 0,4 uM, los desoxinucleétidos (dNTPs, 2’-
desoxynucleoside 5’-triphosphate) a 0,1 mM y 0,2
mM y la enzima Tag ADN polimerasa desde 0,25
Uhasta 1 U (0,25U, 0,5 Uy 1 U).

La PCR se realiz6 siguiendo la metodologia descrita
por Cruz et al. [16]. En la primera PCR para la
deteccién de una banda de 603 pb correspondiente
al ADN codificante del ARN de la subunidad
pequefia ribosomal, se utilizaron los cebadores
[R221 (cebador directo): 5°- GGT TCC TTT
CCTGAT TTA CG-3’/R332 (cebador reverso):
5-GGC CGG TAA AGG CCGAAT AG-37]
y las siguients condiciones de tiempo y temperatura:
desnaturalizacién inicial a 95°C por 60 seg, y 35
ciclos de los procesos de desnaturalizacién (94°C,
30°), hibridacién (60°C, 30’) y extensién (72°C,

30’). Adicionalmente, se realizé una extensién final
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a 72°C por 10 min. La segunda PCR se realizé

para amplificar un producto entre 200 y 600 pb
(dependiendo de la especie involucrada), utilizando
cebadores internos [R223 (cebador directo): 5’-
TCCCAT CGCAACCTCGGT T-3°/R333
(cebador reverso): 5’- AAA GCG GGC GCG
GTG CTG - 3] [12,16]. Las condiciones de
tiempo y temperatura fueron: desnaturalizacién inicial
a 95°C por 60 seg y 35 ciclos de los procesos de
desnaturalizacién (94°C, 30’), hibridacién (65°C,
30’) y extensién (72°C, 30’). Adicionalmente,
se realiz6 una extensién final a 72°C por 10 min.
El resultado de la migracién electroforética en los

geles de agarosa al 2% se observé en un equipo
de fotodocumentacién de geles Gel Doc 1000 de
BioRad®.

Sensibilidad y Especificidad de la Técnica
de PCR

La sensibilidad de la técnica se determiné a partir
de ADN extraido de parasitos en cultivo, utilizando
las siguientes cantidades de ADN molde: 1 g, 100
ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg
y | fg. Esto permitié6 determinar la minima cantidad
de ADN capaz de producir amplificacién. La
especificidad se determiné utilizando ADN molde de
otros parasitos relacionados; Trypanosoma cruziy T.
rangeli, el parasito apicomplexa Toxoplasma gondii,

asi como ADN humano y ADN canino.
RESULTADOS Y DISCUSION

En la técnica Ln-PCR se probaron condiciones
cercanas a las concentraciones descritas [16],
(Cuadro 1).

En el caso de los dNTPs, se observé a una
concentracién de 0,2 mM la presencia de bandas
nitidas e integras para todas las cepas [L. amazonensis
(PH8), L. infantum (IPT'1) y L. chagasi 10C579)]
(Figura 1 panel A); mientras que cuando se utilizé
una concentracién menor (0,1 mM) solamente
amplificaron L. infantum (IPT1) y L. chagasi
(I0OC579), destacando la banda de esta dltima
(Figura 1 panel B). Ha sido reportado por algunos
autores que existen diferencias en la cantidad de ADN
de las diferentes especies de Leishmania, afectan la
sensibilidad de la técnica de PCR, por lo que pudiese
tener menor nimero de copias de alguna diana
para determinada especie [17-18] y en este caso la
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Cuadro 1. Condiciones empleadas en la técnica de Ln-PCR
para la amplificacién de ADN de Leishmania sp.

Cantidad/ Cantidad/
ADN/Reactivo - Concentracién
Concentracién evaluada P
optima
lug, 100 ng, 10 ng, 1
ADN ng, 100 pg, 10 pg, | 1 ueg-10 pg
pg, 100 fg, 10 fg, 1fg,
dNTPs 0,1 mM, 0,2 mM 0,2 mM
Cebadores 0,2, 0,4 uM 0,4 uM
Tag polimerasa 0,25 U,0,5U, 1,0 U 1,0U

concentracién 6ptima de algunos reactivos podria ser
determinante para algunas especies en particular. Estos
resultados permitieron observar cémo la concentracién
de 0,2 mM era éptima para amplificar la regién de
ADN, previamente mencionada, de las tres cepas
analizadas, tal como lo describiera previamente Cruz
et al. [16] y otros autores [14,17]. Con relacién a los
cebadores, resulté de especial interés observar como

A B
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Figura 1. Electroforesis en gel de Agarosa al 1% en TAE (tris-
acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH 8), tefiido con bromuro de
etidio (0,5 ug/mL) en el que se observa amplificacién del ADN
de Leishmania sp. en muestras controles, utilizando diferentes
concentraciones de dNTPs: (A) dNTPs 0,2 mM. (B) 0,1 mM.
(1) L. amazonensis (PH8), 2) L. infantum (IPT1) y (3) L.
chagasi 10C579). (M) Marcador de tamafio molecular 100
pb Promega

la concentracién de 0,4 wM permitié la amplificacién
en todos los casos (Figura 2 panel A), mientras que
a 0,2 uM, a pesar de que se observaron bandas
correspondientes al tamano esperado (Figura 2, panel
B), no resulta ser una concentracién ideal ya que ante
cargas parasitarias bajas, se corre el riesgo de generar
un resultado falso negativo. Esta concentracién fue
menor que la empleada en el protocolo original de
Cruz et al. [16] en el que se emples 0,6 uM y en
otros protocolos de otros autores, en los cuales se llega
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Figura 2. Electroforesis en gel de Agarosa al 1% en TAE (tris-
acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH 8), tefiido con bromuro de
etidio (0,5 wg/mL.) en el que se observa amplificacién del ADN
de Leishmania sp. en muestras controles, utilizando diferentes
concentraciones de cebadores. (A) Cebadores 0,4 uM. (B) 0,2
uM. (1) L. amazonensis (PH8), (2) L. infantum (IPT1) y (3)
L. chagasi 10C579). (M) Marcador de tamafio molecular 100
pb Promega

a emplear hasta 1 uM [17]. En cuanto a la enzima
Tag polimerasa, se observa que todas las especies
utilizadas en el ensayo mostraron amplificacién con |
U de la enzima (Figura 3 panel A), utilizando 0,5 U
las bandas correspondientes a L. amazonensis (PH8)
y L. infantum (IPT1) aparecen débiles (Figura 3
panel B), y con 0,25 U (Figura 3 panel C), no se
observa amplificacién en ninguno de los casos. Ein este
caso podemos utilizar una concentracién menor a la
reportada por Cruz et al. [16], quienes emplearon 1,4
U y que la empleada por la mayoria de los autores,
los cuales llegan a utilizar hasta 4 U por reaccién
[12]. Este proceso de estandarizacién permitié la
disminucién de las concentraciones de los cebadores
y Tag polimerasa, obteniendo bandas diagnésticas
definidas y disminuyendo los costos de la técnica.
Se obtuvo que la minima cantidad de ADN de
Leishmania, que amplifica mediante la técnica de Ln-
PCR fue de 10 fg, una sensibilidad un poco menor a
la reportada por Cruz et al. [16], la cual fue de 1 fg,
pero igual o superior a la reportada en otros protocolos
de la PCR [12, 14]. La sensibilidad varia segiin los
distintos protocolos de la PCR empleados, tal como
demuestra Lachaud et al. [17], en un estudio en el cual
se compararon seis métodos de PCR usando sangre
periférica para la deteccién de leishmaniasis visceral
en caninos, observandose que todos los métodos
detectaron ADN equivalente a menos de un parasito
por tubo de reaccién, sin embargo, la sensibilidad
varié entre ellos. Sélo dos técnicas de PCR de

ADN Kinetoplasto (K13AKI13B y RVI-RV2)
pudieron detectar el ADN del parasito en el 100%
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(M)

Figura 3. Electroforesis en gel de Agarosa al 1% en TAE
(tris-acetato 40 mM, EDTA | mM pH 8), tefiido con bromuro
de etidio (0,5 wg/mL) en el que se observa amplificacién del
ADN de Leishmania sp. en muestras controles, utilizando
diferentes concentraciones de Tag polimerasa. (M) Marcador de
tamafo molecular 100 pb Promega. (A) Tag polimerasa 1 U.
(B) Tag polimerasa 0,5 U. (C) Tag polimerasa 0,25 U. (1) L.
amazonensis (PH8), (2) L. infantum (IPT1) y (3) L. chagasi
10C579)

de los perros infectados sintométicos, a diferencia de
los métodos basados en ADN genémico, los cuales
detectaron un 62%. Es importante destacar que la
sensibilidad puede depender del tipo y cantidad de
ADN de cepas de Leishmania que pudiesen estar
infectando un determinado canino y de las técnicas
de extraccién de ADN.

Después de determinar la cantidad minima de ADN
que puede ser amplificado, se evalto la especificidad
de la técnica de Ln-PCR, la cual fue 100% especifica
con las muestras utilizadas, ya que los cebadores
empleados para Leishmnania sp. no reconocen
secuencias de ADN de otros parasitos como T. cruzi,
T. rangeli, los cuales comparten secuencias de ADN
muy parecidas a la de Leishmania por pertenecer al
orden Kinetoplastida. Tampoco amplificé6 el ADN
de T. gondii, que aunque no es Kinetoplastida, es un
protozoario que también infecta caninos. No se observé
amplificacién ni con ADN de canino, ni con ADN
humano, confirmando que los cebadores utilizados
son especificos para la amplificacién solo de ADN
del parasito Leishmania, obteniéndose de esta forma
una especificidad 1gual a la reportada por la mayoria
de los autores [ 12-18]. La especificidad es un aspecto
muy importante en las técnicas de diagnéstico ya que
muchas de las zonas endémicas de leishmaniasis en
nuestro pais, lo son también para la enfermedad de
Chagas, y en las técnicas inmunolégicas se pueden
observar reacciones cruzadas, por lo que se requiere
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de técnicas de diagnéstico que puedan diferenciar
estas infecciones [25-26].

Con la PCR estandarizada se probaron las muestras
de caninos positivas (asintoméaticos) y negativas a
Leishmania sp. del estado Cojedes, observandose
que las seis muestras positivas, previamente, todas
presentaron amplificacién, mientras que en las
negativas en ningin caso se obtuvo amplificacién.
Por lo que, tanto la extraccién de ADN de muestras
colectadas en papel de filtro, como la técnica de PCR
estandarizada fueron adecuadas para el correcto
diagnéstico de las muestras. El uso del papel de
filtro presenta ventajas para la recoleccién, transporte
y almacenamiento de las muestras, como ha sido
descrito también por otros autores [27].

La técnica de PCR puede ser una herramienta
muy itil para el diagnéstico de leishmaniasis canina
y la implicacién de los caninos como reservorios
en las distintas zonas endémicas, ya que ha
mostrado en muchos casos mejor sensibilidad y
especificidad que las técnicas convencionales, siendo
de gran importancia para la deteccién de los casos
oligosintomaticos y los asintomaticos y permite
detectar infeccién activa y reciente [28-30]. Sin
embargo, es importante enfatizar que no siempre la
técnica de PCR muestra mejores indices diagnésticos
que las técnicas convencionales [31], por lo que es
recomendable su uso en conjunto con las técnicas
parasitolégicas e inmunolégicas para el diagnéstico
certero de leishmaniasis y para el fortalecimiento de
los programas de control.

CONCLUSIONES

En la técnica de Ln-PCR estandarizada se empleé
menos reactivos (cebadores y Tag polimerasa),
que la utilizada por los autores originales, lo cual
representa ahorro de reactivos, a pesar que la
sensibilidad analitica fue un poco menor (10 fg
vs. | fg). La sensibilidad y la especificidad de la
técnica permiten su uso para diagnéstico, ya que
fue capaz de identificar correctamente las muestras
de caninos, positivas y negativas, empleadas en el
estudio. LLa recoleccién de las muestras de sangre
en papel de filtro, facilité la obtencién, transporte
y almacenamiento de las muestras y fue adecuada
para el aislamiento de ADN empleado en la técnica

de Ln-PCR.
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