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DETECCION DE Leishmania POR PCR
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RESUMEN

La leishmaniasis afecta la salud publica en 88 paises del mundo y representa un serio obstaculo para su desarrollo
socioeconémico. Los métodos para diagnosticar la enfermedad toman tiempo y muchas veces son trauméaticos para el
paciente. Objetivo: Se aplic6 PCR como método alternativo para el diagnéstico rapido de esta enfermedad. Materiales y
meétodos: A diferentes especies de Leishmania se les extrajo ADN gendémico. Se disefiaron tres oligonucledtidos (LEISH 1,
LEISH 2 y LEISH 3) dirigidos al extremo carboxilo terminal de la histona H2B de Leishmania (V.) peruviana cuya secuencia
parcial sirvio para disefiar dichos oligos, los cuales fueron probados en un sistema de PCR. Resultados: Los oligonucledtidos
amplificaron exitosamente regiones de 123 pb (LEISH 1 / LEISH 2) y 139 pb (LEISH 1 / LEISH 3) de esta secuencia parcial
utilizada. La sensibilidad del PCR fue de hasta 1 fg de ADN purificado de L. (V.) peruvianay de 2 parasitos cuando se realizd
la técnica de manera directa. La especificidad fue 100% (solo reconoci6 a Leishmaniay no a Trypanosoma ni a humano). Los
oligonucledtidos disefiados también amplificaron todas las especies de Leishmania evaluadas. Conclusion: El sistema de
PCR disefiado puede ser aplicado en la deteccion del parasito a partir de cualquier tipo de muestra convirtiéndose en un
método alternativo de diagnostico de la enfermedad por su rapidez, especificidad y sensibilidad.

Palabras clave: Leishmaniasis/diagnéstico; Leishmania/genética; Oligonucleotidos/uso diagnéstico; Reaccion en cadena
de la polimerasa/métodos (fuente: BIREME).

ABSTRACT

Leishmaniasis affects public health in 88 countries of the world and represents an important obstacle for their socioeco-
nomic development. The methods used to diagnose this disease take time and are frequently traumatic to the patient.
Materials and methods Genomic DNA from different Leishmania species were extracted. The carboxi-end terminal of a
partial sequence of the H2B histone of Leishmania (V.) peruviana was used to design three oligonucleotides (LEISH 1,
LEISH 2, LEISH3) to design a PCR technique as an alternative method to diagnose this disease rapidly. Results: A PCR
was performed with these primers, which amplified succesfully 123bp (LEISH 1/ LEISH 2) and 139bp (LEISH1/ LEISH3)
of the partial sequence studied. The sensitivity of direct PCR was appropiate even when 1fg of purified DNA of L. (V.)
peruviana and 2 parasites was used. The specificity was 100% in all Leishmania species analyzed and did not recog-
nized neither Trypanosoma nor human DNA. Conclusions: The oligonucleotides designed could be used in the detection
of parasite from different kind of samples like fresh blood with anticoagulant, biopsy and dermal scrapping. PCR has
become an alternative method to diagnose leishmaniasis because of its speed, specificity and sensitivity.

Key words: Leishmaniasis/diagnosis; Leishmanialgenetics; Oligonucleotides/diagnostic use; Polymerase chain reac-
tion/methods (source: BIREME)

INTRODUCCION

Los protozoos del género Leishmania causan un gru-
po de enfermedades denominadas Leishmaniasis, cuyo
espectro va desde Ulceras cutaneas que curan espontanea-
mente hasta graves afecciones viscerales que pueden com-
prometer la vida del paciente, existiendo entre estos dos
polos una amplia gama de posibilidades clinicas.

Correspondencia: Omar Alberto Caceres Rey. Division de Biologia Molecular,
Instituto Nacional de Salud.

Direccién: Capac Yupanqui 1400. Lima 11 - Perd.

Telf.: (51-1) 4719920. Fax: (051-1)4710179.

E-mail: ocaceres@ins.gob.pe

La leishmaniasis representa un serio obstaculo para el de-
sarrollo socioeconémico de 88 paises, por lo cual la Organiza-
cion Mundial de la Salud (OMS) ha reconocido a esta enfer-
medad como un problema de salud publica global*. Son 72
los paises en vias de desarrollo afectados por esta enfer-
medad, entre ellos el Perl. La literatura reporta que existen
aproximadamente de 12 a 14 millones de personas infecta-
das en el mundo y 350 millones de personas en riesgo de
contraer la enfermedad, de las cuales 1,5 a 2 millones se
infectaran anualmente. De este Ultimo grupo, se considera
que 500 000 sufriran leishmaniasis visceral y casi un millén y
medio sufrirdn leishmaniasis tegumentaria (cutanea)?.
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En el Peru, esta enfermedad constituye la tercera causa
de morbilidad por enfermedades transmisibles después
de la malaria y la tuberculosis. En 1999, se reportaron 4 645
casos entre probables y confirmados, en tanto que para
el 2002 hasta la semana epidemiolégica N° 45 se han
reportado 5 998 casos de Leishmaniasis cutanea y 380
casos de Leishmaniasis mucocutanea?®.

El diagnéstico de la enfermedad en el laboratorio se realiza
usando métodos microscopicos y cultivos in vitro e in
vivo a partir de biopsias de la lesién, demostrando la
presencia del parasito. Estos métodos son lentos, traba-
josos y de limitada sensibilidad, ademads, requieren per-
sonal calificado®.

Numerosos intentos de diagnostico fueron desarrolla-
dos con el fin de evitar procedimientos traumaticos y/o
dificiles de realizar; de esta manera surgio el Test de
Aglutinacion Directa (DAT), el ELISA, el Inmunoblot y la
inmunofluorescencia, que permitieron una alternativa rapi-
da y menos costosa herramienta de diagnoéstico de la
enfermedad; sin embargo, su baja sensibilidad y especifi-
cidad, han hecho que estos métodos sean limitados,
causando que estas técnicas no sean muy confiables,
debido a la presencia de falsos positivos y a las reac-
ciones cruzadas con otras enfermedades como malaria,
enfermedad de Chagas, Bartonelosis, entre otras.
Ademas, la limitacion se hace evidente cuando la para-
sitemia en las muestras clinicas es baja, en pacientes
inmunosuprimidos o cuando se trata de una Leishma-
niasis cuya morfologia es atipica®"

En el Peru, los procedimientos de diagnéstico incluyen el
frotis, el cultivo, la histopatologia, la intradermoreaccion
de Montenegro o leishmanina, el ELISA y la Inmunofluo-
rescencia Indirecta (IFl); todos ellos con elevadas limita-
ciones a nivel de sensibilidad y especificidad®.

En las dltimas dos décadas numerosas técnicas de de-
teccion basadas en la tecnologia del ADN recombinante
han mostrado ventajas sobre las técnicas convenciona-
les. El uso de oligonucledtidos especificos para el ADN
del minicirculo en el kinetoplasto (ADNK) por la técnica
de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha
superado a los procedimientos de deteccion parasitologi-
ca convencional convirtiéndose en una herramienta Util
para el diagndstico de esta enfermedad®®%°. Ademas, el
uso de PCR como herramienta para diagndstico ha pro-
bado ser muy especifico, sensible y rapido!®!® compara-
do con el cultivo, frotis, IFI, ELISA, DAT e inoculacion en
animales, pudiendo ser usado en areas rurales?'?,
ademas de emplearlo también para tipificacion de las
especies de Leishmania®.

Basado en estas evidencias, nuestro objetivo fue acondi-
cionar y aplicar la técnica de PCR para diagnosticar la
leishmaniasis; para ello se disefiaron oligonucleétidos
que al ser usados en la reaccién de PCR, amplificaron
una region de la Histona H2B del parasito.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

La cepa de Leishmania empleada para el disefio
de los oligonucleétidos fue una cepa de referencia del
banco de la OMS codificado como MHOM/PE/84/LC26,
esta cepa fue catalogada como Leishmania. (V.) pe-
ruviana por estudios con isoenzimas.'” 8. Ademas, se
utilizd6 ADN extraido de otras cepas de leishmanias y tri-
panosomas las cuales también fueron referenciales del
banco de la OMS (Tabla N°1). De igual manera se aislo
ADN humano proveniente de linfocitos extraidos a partir
de sangre perteneciente a un individuo sano.

Tabla N°1. ADN de las especies de tripanosomatidos usados
para la evaluaciéon de los oligonucleétidos.

Especie Cepa
Leishmania (V) peruviana MHOM/PE/84/LC26
L. (V) braziliensis MHOM/PE/84/LC53
L. (V) braziliensis MHOM/BR/84/LTB300
L. (V) braziliensis MHOM/BR/75/M2903
L. (V) guyanensis MHOM/BR/75/M4147
L. (V) lainsoni MHOM/BR/81/M6426
L.(L) amazonensis IFLA/BR/67/PH8C5
L.(L) mexicana MNYC/BZ/62/M379

L.(L) infantum MHOM/ES/62/LLM-320

Trypanosoma cruzi Tulahuen

T. cruzi Y

CRECIMIENTO DE PARASITOS

Las cepas de Leishmania fueron cultivadas y man-
tenidas en medio bifasico® el cual esta constituido por
una fase sodlida y una fase liquida. La fase sélida esta
compuesta por 4% w/v de Agar Base Sangre (Difco) su-
plementada con 15% de sangre desfibrinada de conejo,
obtenida por puncién cardiaca; la fase liquida esta com-
puesta por NaCl 0,85% estéril, el cual se agrega al medio
antes de cultivar a los parasitos. Para evitar el crecimien-
to bacteriano se agregé a la fase liquida una solucion
de antibidticos que consta de penicilina sodica y sulfato
de estreptomicina, ambos a una concentracion de 750
pg/mL. Para controlar la contaminacion por hongos o
levaduras se utilizé 5-Fluorocitosina al 1% (Sigma). Los
parasitos fueron cultivados y mantenidos a 28°C. Cada
cuatro o seis dias se renovaron los cultivos dependien-
do del crecimiento del parasito. Las cepas mantenidas
en tubos de ensayo fueron crecidas en frascos de culti-
vo de 500 mL conteniendo el medio bifasico (30 mL de
agar sangre y 5 mL de sobrenadante de cultivo). Los
cultivos fueron mantenidos por siete dias hasta que los
parasitos alcanzaron la fase estacionaria temprana de
crecimiento.



Rev Peru Med Exp Salud Publica 2002; 19(3)

PCR y Leishmaniasis

OBTENCION DE PARASITOS A PARTIR DE CULTIVO

A los parasitos crecidos en los frascos de cultivo, se
les agregd 5 mL de solucidn salina estéril, luego estos
frascos se agitaron ligeramente para desprender los
parasitos de la fase so6lida; la fase liquida fue filtrada por
una doble capa de gasa para atrapar el debris del medio
de cultivo, sobre tubos de centrifugacion frios. A los tubos
se les agregé 5 mL de solucién salina y después se cen-
trifugaron a 4°C (IEC Centra MP 4R) a 5000 r.p.m. por 15
min. El sobrenadante fue descartado agregandose al pellet
10 mL de solucion salina fria, se volvié a suspender el
pellet suavemente y se centrifugé como la vez anterior.
Este lavado se repitid por tres veces mas, luego del cual
nuevamente se suspendio el pellet en 1 mL de solucién
salina fria, se centrifugdé a 10 000 r.p.m. por 1 minuto, se
descart6 el sobrenadante y se guardo6 el pellet a -70°C.

Una alicuota (10 pL) de la suspension final se diluyo
hasta 102, se tomaron 10 pL de la dltima dilucion y se
colocaron sobre una camara de Neu Bauer para contar
los parasitos.

AISLAMIENTO DE ACIDOS NUCLEICOS DE PARASITOS

El pellet de parasitos (2 x108) fue descongelado y trata-
do segun protocolo descrito®. Brevemente: los parasitos
fueron suspendidos una vez mas en 10 mL de buffer de
digestién (100 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM
NaCl), se le afiadié SDS al 1% y proteinasa K a una con-
centracion final de 1mg/mL, la solucion se incub6 a 55°C
por cinco horas en un bafio Maria con agitacion suave
ocasional. Posteriormente, se afiadié6 ARNasa a una con-
centracion final de 100 pg/mL y se incub6 a 50°C por 2
horas més.

A la solucién anterior se le afiadié 10 mL de fenol / cloro-
formo / alcohol isoamilico (25:24:1) mezclandose por in-
version cuidadosamente, se centrifugd a 1 2000 r.p.m.
por 10 minutos y a 4°C, se repitid la extraccion una vez
mas y luego solamente con cloroformo. A la fase acuosa
de la ultima extraccién se le agregé 0,1 volimenes de

acetato de sodio 3M y 2,5 volumenes de etanol absoluto
helado. EI ADN se dejé precipitar a -20°C por 2 horas,
luego los tubos se centrifugaron a 1 2000 r.p.m. por 30
min. y a 4°C. El pellet se lavo 2 veces con etanol al 70% y
se dejo secar a 40°C hasta que este se evapor6 total-
mente. Finalmente, el pellet fue nuevamente suspendido
en 10 mL de buffer TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1mM
EDTA) y almacenado a 4°C.

La concentracion del ADN extraido fue cuantificada usan-
do un espectrofotémetro UV/Visible (Spectronic 21D), para
ello se agreg6 20 pL de ADN a 100 pL de NaCl 2N y se
complet6 con agua bidestilada hasta un volumen final de
2mL Sé leyo la absorbancia a 260 y a 280 nm.

Se asumi6 que para un ADN de doble hebra 1 D.O,, es
igual a 50 pg/mL de ADN. La pureza del ADN extraido se
obtuvo de la relacion de D.O 260nm/280nm el cual debe
ser mayor de 1,72,

DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS

Se eligid una secuencia parcial de 189 nucleoti-
dos que corresponde al extremo carboxilo terminal del
gen de la histona H2B de L. (V.) peruviana® y que esta
clonada en el pldsmido pUC19. Para el disefio de los
oligonucledtidos se uso el software OLIGO version 3,0,
tomandose en consideracién las secuencias homoélo-
gas de la histona H2B de L. peruviana, L. enriettii, T. cruzi
y la humana?>%. El software nos permitio calcular y con-
trolar ciertos parametros de los oligonucle6tidos como el
tamafio del producto amplificado, AG de estabilidad in-
terna de cada oligonucleétido, contenido de guaninas y
citosinas, temperatura de hibridaciéon o “annealing” (Th),
temperatura de fusién (Tm), formacién de estructuras
secundarias, falso apareamiento de cada oligonucleoti-
do (false priming) entre otros. Se disefiaron tres oligonu-
cledtidos: LEISH 1, LEISH 2y LEISH 3 (Tabla N°2) con los
cuales se formaron dos juegos de amplificacion (LEISH
1/ LEISH 2 y LEISH 1 / LEISH 3). Los oligonucledtidos
disefiados fueron sintetizados quimicamente (Integrated
DNA Technologies, Inc. USA).

Tabla N°2. Caracteristicas de los oligonucledétidos disefiados.

NOMBRE SECUENCIA T° FUSION PORCENTAJE
(50 mM NaCl) GC

Leish 1 5'TTC GCG TGA ACA AGA AGC GC 3' 58,74°C 55%

Leish 2 5'ACG CGT TCG ACA CGG CCT TC 3 61,86°C 65%

Leish 3 5' AAA CCG GCT TAG CGG GAC GC3' 62,03°C 65%
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Las amplificaciones para la optimizacion de los diver-
sos parametros necesarios para la estandarizacion del PCR
fueron realizadas segun lo descrito.?¢?” La concentracion
final de la reaccién de PCR fue de 1X para el buffer, 200 uM
para la mezcla de nucledtidos, 0,2 uM para cada uno de los
oligonucledtidos, 5 mM de MgCl, y 1 U de Taq Gold ADN
polimerasa (Applied Biosystems) para 20 puL de volumen
final de reaccion. El PCR fue realizado en un termociclador
PERKIN ELMER 9600. El ciclo de amplificacién para am-
bos juegos de oligonucledtidos fue el siguiente: 1 ciclo de
denaturacion inicial a 95°C por 10 min, 30 ciclos de 95°C
por 35 seg, 61°C por 45 seg, 72°C por 30 seg y una exten-
sion final de 72°C por 10 min. Los viales conteniendo los
productos de amplificacion fueron guardados a -20°C.

5 pL de la reaccion de PCR fue mezclado con buffer de
muestra 6X y colocado en un gel de agarosa al 2% (BioRad)
en buffer TAE 1X junto con un marcador de peso molecular
(100 bp ladder, Promega) y sometido a electroforesis hori-
zontal, a 100 voltios constante por 30 min.

El gel fue tefiido con una solucién de 1 pg/mL de bromuro
de etidio por 10 minutos y los productos de amplificacion
fueron visualizados en un transiluminador de luz UV (UVP)
y fotografiados usando una camara Polaroid®.

Para evaluar la sensibilidad del sistema se hicieron diluciones
seriadas de ADN gendmico purificado de L. peruviana desde
10 ng a 1fgy para la evaluacion de la especificidad del PCR se
utilizé 1 ng de ADN purificado de T. cruziy de humano.

Para evaluar el sistema con parasitos totales, se utilizaron
paréasitos obtenidos de cultivo. A partir de 2 x 108 individuos
se hicieron diluciones seriadas, 10 pL de cada dilucion fu-
eron colocados en viales de 0,5 mL y hervidos en bafio
Maria por 5 min. Luego de la ebullicién, los tubos se enfriaron
en hielo por 2 min, luego centrifugados a 10 000 r.p.m. por 2
min, y finalmente se tomo 5 pL del sobrenadante de cada
tubo para realizar el PCR descrito anteriormente.

PCR APARTIR DE SANGRE TOTAL

A un paciente con diagndstico clinico de leishmaniasis
activa y sin tratamiento, con frotis positivo y confirmado por
IFI en el Laboratorio de Parasitologia del Instituto Nacional
de Salud (Lima - Peru), se le extrajo 3 mL de sangre periféri-
ca en un tubo con EDTA potésico (Venoject Il Merck) pro-
cediéndose luego a aislar los leucocitos, los cuales fueron
contados en una camara de Neu Bauer.

A la sangre sin coagular se le afiadié 3 mL de solucion salina
estéril fria y se mezcld cuidadosamente. Esta solucion fue
afadida lentamente a otro tubo conteniendo 3 mL de solu-
cién precipitante de eritrocitos (Histopaque 1077 Sigma) fria,
formando 2 fases bien definidas. Se centrifugd a 1 600 r.p.m.
por 40 min y a 18°C. Después de la centrifugacion se obser-
varon tres fases definidas: La fase superior, de suero mas
anticoagulante, fue retirada cuidadosamente (este suero se
puede usar en estudios serolégicos); la fase media, es una
capa delgada a manera de anillo y que esta formada integra-
mente por leucocitos, fue retirada cuidadosamente y coloca-
da en tubos de microcentrifuga estériles; y la fase inferior,
formada por la solucién precipitante y los eritrocitos precipita-
dos, que fue descartada.
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Los leucocitos fueron precipitados por centrifugacion a 3 000
r.p.m. por 10 min. a temperatura ambiente, las células
fueron resuspendidas y lavadas con solucién salina es-
téril fria y precipitadas como la vez anterior, repitiéndose
este lavado por dos veces mas. Finalmente, el pellet fue
resuspendido en 100 pL de solucion salina estéril fria y
guardada a -70°C.

Para la extraccion del ADN, se us6 la metodologia de extrac-
cion con sales de guanidina.?® 50 pL del pellet de leucocitos
fueron colocados en un tubo de microcentrifuga al cual se le
afiadié 800 mL del reactivo DNAzol (Gibco BRL), se homoge-
neizé por dos minutos y se centrifugé a 11 000 r.p.m. por 10
min. a temperatura ambiente. El sobrenadante fue traslada-
do a otro tubo al cual se le afadié 500 pL de alcohol absoluto
para precipitar el ADN, se dejé en reposo por 3 minutos y se
centrifugd a 3 000 r.p.m. por 5 min. El pellet fue lavado dos
veces con alcohol al 95% y centrifugado cada vez a 3 000
r.p.m. por 5 min, el ADN fue secado a 40°C hasta evaporar el
alcohol. Finalmente, se resuspendié en 50 L de agua libre
de nucleasas, se cuantificé y guardd a 4°C.

Se prepararon las condiciones de reacciéon para PCR tal
como se sefald anteriormente, en este caso 3 pL del
ADN (aproximadamente 5 ng) extraido de los leucocitos
fue usado en la reaccion.

Para evaluar la sensibilidad del PCR en sangre, se
hicieron diluciones seriadas a partir de 2x10* leucocitos/mL
y se procedid a realizar el PCR.

RESULTADOS

LOCALIZACION DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS

Los oligonucledtidos disefiados exitosamente dieron
un producto de amplificacién de 123 pb para LEISH 1 /
LEISH 2 (Figura N°1) y de 139 pb para LEISH 1/ LEISH 3.
El oligonucledtido LEISH 1 abarcé los nucleétidos del 17
al 36, siendo esta region poco conservada entre L.(V.)
peruviana con L.(L.) enrriettiiy L. (L) infantum (25% de
homologia) y algo méas conservada entre L. (V.) peruviana
con T. cruziy el humano (30% de homologia).

1 2 34567 89101

123 pb —p

Figura N° 1. Productos de amplificacion de PCR a partir de dife-
rentes especies de Leishmania con el juego LEISH 1/LEISH 2.
En cada carril se coloco 5 pL de muestra: 1 (Control sin ADN), 2
(LC26), 3 (LC53), 4 (LTB300), 5 (M2903), 6 (M4147), 7 (Marcador
100 pb), 8 (M6424), 9 (PHBC5), 10 (M379), 11 (LLM-320).
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El oligonucledtido LEISH 2 hibrida especificamente entre
los nucledtidos 120 y 139, siendo esta regién mediana-
mente conservada entre L. (V.) peruviana con L. (L.) en-
rriettii, L. (L.) infantum'y T. cruzi (60%-66,6% de ho-
mologia), pero divergente entre L. (V.) peruviana y hu-
mano (33,3% de homologia). El oligonucleétido LEISH 3
hibrida especificamente entre los nucleétidos 136 al 155
y traslapa 5 nucleétidos del oligonucle6tido LEISH 2,
ademas, abarcé el coddn stop y 8 nucleétidos de la region
3'no traducible (3' UTR) el cual se caracteriza por ser una
region muy variable entre las especies. La Figura N°2
muestra la secuencia parcial de la histona H2B vy la lo-
calizacion de los oligonucledtidos disefiados.

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DEL PCR

Al probar las diferentes concentraciones de ADN
gendmico, se logré obtener una amplificacion evidente a
una concentracion tan baja como 1 fg (Figura N°3). Esto
indica que tedricamente el PCR puede detectar hasta un
parasito en la muestra.

La sensibilidad del sistema con parasitos totales fue ele-
vada, de modo que se detect6 producto de amplificacion
hasta una concentracion tan baja como 2 parasitos pre-
sentes en el tubo de reaccion (Figura N°3).

El sistema de PCR amplifico exitosamente todas las ce-
pas de Leishmania evaluadas con ambos juegos de oli-
gonucleétidos (Figura N°4). No se observé amplificacion
alguna con Tripanosoma, ni con humano.

17 LEISH1 36

>
GAGGCTGNGTCGATTGTTCGCGTGAACAAGAAGCGCACGCTGGGTGCGCG
E A X L | \% R \% N K K R T L G A R

CGAGGTGCAGACGGCGGTGCGCCTTGTGCTGNCNCCCGAGCTCGCGAAGC
E V Q T A \ R L Vv L X P E L A K H

136 | LEISH3
:
ACGCCATGGCTGAGGGCACGAAGGCCGTGTCGAACGCGTCCCGCTAAGCC
A°M A E G T K A V S N A S R *xx
<
155 120 LEISH 2 139

GGTTTGCCGGGTGTCGCGGGAGTAGGTGGGTGACTGCCG...... 189

Figura N°2. Secuencia de nucledtidos y aminodcidos de la regién carboxilo ter-
minal de la histona H2B de L. (V.) peruviana® en donde se sefiala la ubicacién de
los oligonucleétidos disefiados. X aminodcido no determinado, *** Codén Stop.

1 2 3% 4.5 SGERNE* 8 MOFI0)

L

®

<4— 139 pb

Figura N°3. Sensibilidad del PCR con ADN purificado y con
parésitos de L. peruviana LC26 con el juego LEISH 1/LEISH
3. En cada carril se colocd 5 pL de producto de amplifica-
cién: 1 (Control sin ADN), 2 (ADN 10ng), 3 (ADN 10pg), 4 ADN
10fg), 5 (ADN 1fg), 6 (Marcador 100 pb), 7 (Control sin ADN),
8 (200 parasitos), 9 (20 parésitos) y 10 (2 parasitos)

e
1 234 567809 101

123 pb —p <— 139 pb

Figura N°4. Especificidad del PCR con ADN purificado de
L. peruviana LC26, L. braziliensis LC53, T. cruzi y humano;
con ambos juegos de oligonucleétidos. En cada carril se
colocd 5 pL de producto de amplificacion: 1-5 LEISH 1/ LEISH
2 (123 pb), 7-11 LEISH 1/ LEISH 3 (139 pb), 2y 8 LC26,3y9 T.
cruzi cepa tulahuen, 4y 10 T. cruzi cepa Y, 5y 11 LC53, 1
control sin ADN, 7 ADN humano (10 ng) y 6 marcador 100 pb.
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SENSIBILIDAD DEL PCR EN SANGRE

El PCR disefiado utilizando el juego LEISH 1/
LEISH 3, produjo una amplificacién exitosa hasta una
dilucion que corresponde a 2,5 leucocitos/mL (Figura N°5).

(SENORNS AN b N6at 8579 F10:11

Figura N°5. Productos de amplificacion de diluciones
seriadas de leucocitos extraidos de sangre, perteneciente
a un paciente con leishmaniosis activa (2x10* leucocitos/
pL), con el juego LEISH 1/LEISH 2. En cada carril se colocé 5
mL de producto de amplificacion: 1 control sin ADN, 2 (1 x 10
leucocitos/mL), 3 (1 x 10% leucocitos/mL), 4 (0,5 x 10°
leucocitos/mL), 5 (0.5 x 10? leucocitos/mL), 6 (Marcador 100
pb), 7 (0,25 x 10? leucocitos/mL), 8 (0,25 x 10! leucocitos/mL),
9 control de inhibicion 1ng de ADN de L. peruviana mas 5ng
de ADN humano y 10 control positivo (1ng ADN L. Peruviana).
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L.peruviana T CGC GTG AAC AAG
L. enriettii C GCG CAC AAG AAG
L. infantum C GCG AAC AAG AAG
T. cruzi G AAC AAG AAG CGC
Humano T TAC AAC AAG CGC

TCG ACC A........ AAG

EVALUACION DEL PCR CON MUESTRAS

Muestras de sangre enviadas desde los laboratorios
referenciales de Huanuco, Cajamarca y Puno fueron proce-
sadas dentro de las 24 horas de ser recibidas en el labora-
torio, realizandose el PCR a un total de 18 muestras, 5 de
las cuales fueron positivas por frotis, todas fueron positi-
vas por ELISA al evaluar el suero obtenido durante el
proceso de aislamiento de leucocitos, y so6lo 4 fueron
positivas a PCR.

DISCUSION

Al disefiar los oligonucleétidos se tuvo cuidado para
que éstos hibriden especificamente al ADN molde, para
lograr esto se tuvo en cuenta la divergencia a nivel de
nucledtidos entre la secuencia parcial de L. (V.) peruviana
y las secuencias comparadas de L. (L.) enriettii, L. infan-
tum, T. cruziy humano (Figura N°6).

La regién donde hibridan los oligos LEISH 2 y LEISH 3 es
parcialmente conservada entre las Leishmanias y T. cruzi
(60%-66,6% de homologia), mientras que con la secuen-
cia de humano es muy divergente (33,3% de homologia).
Como se observa, la probabilidad de que los oligos re-
conozcan las secuencias que no sean de L. (V.) peruviana
es muy alta, por lo que la especificidad de estos oligonu-
cleétidos se logra elevar al aumentar la temperatura de
hibridacion, haciendo asi mas riguroso su apareamiento
con la hebra molde apropiada.
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TCG TGC CGT TAA
GCG TCG GCT TGA
GCC TCT AGT TAG

TAC ACC AAG TAA

A
AGCGCT
(Insercion)

Comparacién entre especies

% de homologia, extremo

% de homologia, extremo

C terminal N terminal
L. peruvianacon L. enriettii 66,6 25,0
L. peruvianacon L. infantum 60,0 25,0
L. peruvianacon T. cruzi 60,0 30,0
L. peruviana con humano 33,3 30,0

Figura N°6. Nucledtidos divergentes en las regiones de la secuencia parcial de la Histona H2B de
L.(V.) peruviana a donde fueron dirigidos los oligonucleétidos.
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El oligonucledtido LEISH 1 hibrida en una region cercana
al extremo amino terminal de la secuencia de la histona
(Fig. 1). Esta region es muy divergente entre L. (V.) peru-
viana con L. Infantum, L. (L.) enriettii, T. cruzi, y humano
(25%-30% de homologia). Este oligo seria responsable
de la elevada especificidad de nuestro PCR (Figura N°6).

Probablemente, el componente mas critico y el que de-
manda mas tiempo para la optimizacion de la especifi-
cidad de un PCR es la eleccion de la temperatura de
hibridacién. Los oligonucleotidos deben realizar una
“busqueda gendmica” hasta que encuentren el sitio com-
plementario en la hebra molde para luego hibridar?®.

Entre otras cosas, la probabilidad de una hibridacion exitosa
en los primeros ciclos del PCR y la especificidad de la hibri-
dacion del oligonucleétido depende de la temperatura, del
tiempo para la busqueda genémica, el nimero de sitios com-
plementarios del oligonucledtido al ADN molde (complemen-
tariedad), el disefio del oligonucledtido en si y el nimero de
copias de la regiéon a amplificar pues, a mas copias, mas es
la probabilidad de una amplificacion exitosa®.

Se esperaba que el PCR fuera especifico solo para L. (V)
peruviana, sin embargo, al evaluar el PCR con el par
LEISH 1/ LEISH 2 se logro una amplificacion solo con L.
(V.) peruviana'y no con T. cruzi ni humano, pero observa-
mos ademas amplificacion exitosa con L. (V.) brazilien-
sis y con las demas especies de Leishmania evaluadas.
Probablemente este comportamiento se debe a que los
genes de las histonas son altamente conservadas en
todas las especies, con algunas divergencias, favore-
ciendo la hibridacion de los oligos®.

Cuando se evaluo el juego LEISH 1/ LEISH 3, se observo
una amplificacion en todos los casos excepto cuando se
tratdé de L. (L.) amazonensisy L. (L.) mexicana donde la
amplificacion fue mas tenue y presenté ademas una ban-
da de aproximadamente 400 pb (dato no mostrado). Este
comportamiento nos indica que estas dos especies pre-
sentan una divergencia mas marcada en la secuencia
de nucledtidos donde se hibridan los oligos, haciendo
que el PCR sea poco favorable.

El PCR con el par LEISH 1/ LEISH 3 abriria la posibilidad de
gue si se ajustan los parametros del PCR, principalmente
la temperatura de hibridacion, podria diferenciar a las leish-
manias del subgénero Viannia del subgénero Leishmania,
a donde pertenecen L. (L.) amazonensisy L. (L.) mexicana.
Este resultado podria complementar los resultados obteni-
dos por otros investigadores, que también pueden discrimi-
nar estas especies.’*3% La diferencia radica en que estos
trabajos fueron realizados amplificando regiones conser-
vadas o variables de los minicirculos del ADNk, que como
se sabe existen en gran numero y por lo tanto hay muchas
copias de las regiones a amplificar existiendo mas opor-
tunidad de una amplificacion exitosa, comparado con las
copias del gen de la histona H2B (20 copias en T. cruzi, 3
copias en tandem en L. (L.) enriettii).

Existen trabajos que hablan de la utilidad del PCR para
diagndstico en sangre circulante tanto para leishmania-
sis visceral como leishmaniasis cutanea'#323% por ello
se realizé un ensayo piloto donde evaluamos nuestro

PCR con leucocitos aislados de sangre para que pueda
ser utilizado para diagnosticar la enfermedad temprana-
mente y evitar los procedimientos convencionales los
cuales son dolorosos y demandan tiempo.® La dilucion
de leucocitos hasta donde el PCR logro detectar al parasi-
to, nos indicd que el PCR podria ser utilizado para diag-
nosticar la enfermedad a partir de muestras sanguineas.
Al evaluar nuestro PCR con muestras de sangre de pa-
cientes con lesiones leishmanicas, se encontré un bajo
namero de positivos, esto puede ser explicado entre otras
cosas: por la demora en ser enviada la sangre al labora-
torio desde el momento de la toma de muestra (> 5 dias)
y al descuido en no ser mantenidas en cadena de frio
durante su transporte, ocurriendo la lisis del parasito y
por consiguiente, la degradacion del ADN.

Se debe considerar ademas que faltan estudios seria-
dos que determinen si la presencia de macréfagos para-
sitados en sangre estan de forma permanente en el tiem-
po o estan sujetos a fluctuaciones® por lo que si no hay
correspondencia entre el PCR y la historia clinica es re-
comendable repetir el estudio y aislar el parasito por
métodos convencionales®?.

Finalmente, el sistema de PCR disefiado ha probado ser
util para detectar Leishmania tanto a partir de ADN puirifi-
cado como directamente de parasitos evitando la
necesidad de aislar el ADN, ambos con una elevada
sensibilidad y especificidad pudiendo ser utilizado como
diagnostico rapido y confiable. Sin embargo, el PCR no
debe ser utilizado como técnica rutinaria pues a pesar de
su amplia difusion y aplicacion sigue siendo una técnica
costosa, pero su utilizaciéon esta plenamente justificada
para confirmar cuadros clinicos o cuando las técnicas
convencionales fallan en la deteccion del parésito, tal
como sucede en casos de leishmaniasis atipica o con
baja parasitemia o para estudios epidemioldgicos, donde
la técnica ha probado ser muy valiosa. Otra utilidad muy
importante es el uso de PCR para confirmar la elimi-
nacién del parasito después del tratamiento.

Estamos haciendo estudios para evaluar la efectividad
de este PCR en la deteccion del parasito a partir de san-
gre periférica, en vectores y para estudios de epidemiologia
molecular.

El presente trabajo es uno de los pocos que ha utilizado
ADNg para detectar al parasito pues la gran mayoria de la
literatura reporta el uso de ADNk teniendo nuestro PCR un
comportamiento similar a los PCR dirigidos a ADNK.
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