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1 RESUMEN

Introduccion La leishmaniasis es un grupo de enfermedades causadas por
tripanosomatidos del género Leishmania, transmitidos a través de la picadura
insectos flebotomineos. En Colombia se presentan las tres formas clinicas, siendo
la mas comun la leishmaniasis cutanea (LC). Antioquia es uno de los
departamentos que aporta el mayor niumero de casos en el pais. Debido a que no
existen sintomas Unicos para este grupo de enfermedades es necesario el
diagnéstico de laboratorio. Los métodos parasitologicos rutinarios tienen muchas
limitaciones, ademas no permiten la identificacion de especie; esto ha llevado al
desarrollo de métodos moleculares basados principalmente en la deteccion de
ADN del parasito por PCR para el diagnéstico e identificacion de especies de
Leishmania. Para este fin se ha propuesto trabajar con mdltiples moldes, siendo los
minicirculos del kinetoplasto uno de los mdas prometedores debido al alto numero de
copias. El avance en estos métodos moleculares permitiria tener un diagndstico e
identificacion de especie en menor tiempo; ademas seria de gran ayuda en estudios
epidemioldgicos, ya que se podria correlacionar la cepa encontrada en pacientes, vectores

y posibles reservorios en focos endémicos.

Objetivo Aplicar algunas técnicas moleculares en el estudio de un foco endémico
de leishmaniasis cutdnea en el corregimiento de Puerto Valdivia, municipio de

Valdivia (Antioquia).

Metodologia Se tomaron muestras a pacientes con lesiones compatibles con LC,
mamiferos silvestres y perros, se detectd la presencia de ADN de Leishmania en
estas muestras por medio de una PCR convencional. Con el fin de identificar la
especie de Leishmania se realizd6 una PCR-RFLP. Se realiz0 un muestreo
entomoldgico y se identificaron flebotomineos de importancia médica. Se utilizé la
prueba de Inmunofluorescencia Indirecta (IFl), para detectar la reactividad

inmunoldgica a la infeccién con Leishmania en los caninos.

Resultados En todas las muestras de pacientes se detectd ADN del parasito y en

algunas muestras se pudo identificar L. (V.) panamensis como la especie causante



de la infeccion. Se capturaron mamiferos silvestres identificados como Didelphis
marsupialis 'y Proechimys semispinosus siendo este Ultimo positivo para
Leishmania por PCR. El analisis seroldgico en perros arrojo dos resultados
positivos con titulos de 1:32 y 1:64; la PCR evidencio la presencia de ADN del
parasito en una de las muestras. EI muestreo entomolégicos permitiéo la
identificacion de seis especies de importancia médica como Lutzomyia trapidoi,

Lu. gomezi, Lu. yuilli, Lu. panamensis, Lu. olmeca bicolor y Lu. hartmanni.

Conclusiones La amplificacion de fragmentos de KADN de parésitos del género
Leishmania demostré su gran utilidad como blanco molecular y mayor sensibilidad
comparado con otros fragmentos obtenidos de otros genes como Hsp70. En el
futuro el desarrollo de técnicas moleculares mas especificas y sensibles permitiran
una mejor correlacioén entre la cepa encontrada en pacientes, vectores y posibles

reservorios en focos endémicos de la leishmaniasis.

Palabras clave: Leishmania, Lutzomyia, diagnéstico molecular, kinetoplasto.



2 MARCO TEORICO

2.1 Leishmaniasis

Generalidades de la leishmaniasis

La leishmaniasis es un grupo de enfermedades causadas por parasitos del género
Leishmania, transmitidos a través de la picadura insectos flebotomineos.
Actualmente un total de 98 paises reportan transmision endémica de leishmaniasis
y de acuerdo a la OMS se estima una prevalencia de 12 millones de casos en el
mundo con una mortalidad de 60.000 casos anuales y un total de 2 millones de
nuevos casos al afio, aunque solo se reporta un namero reducido de estos;
asimismo se ha determinado que existen cerca de 350 millones de personas en

riesgo de contraer esta enfermedad (WHO, 2010).

Ciclo de vida de Leishmania

El ciclo de vida del parasito inicia con la picadura de un insecto flebotomineo
hembra infectado a un hospedero mamifero para alimentarse de sangre; cuando el
insecto pica, regurgita saliva e inocula promastigotes en la dermis, estos alcanzan
rapidamente las células dendriticas o los macréfagos, donde encuentran las
condiciones adecuadas para su desarrollo y se transforman en amastigotes que se
multiplican por fisiébn binaria al interior de las vacuolas fagociticas (WHO, 2010),
Cuando un flebotomineo hembra ingiere sangre de un mamifero infectado, los
amastigotes se transforman en promastigotes en el intestino medio del vector,
posteriormente migran hacia la valvula estomodeal, donde pueden ser inoculados
durante otra picadura a un nuevo vertebrado sano. El tiempo aproximado que
necesita el parasito para completar su desarrollo en el vector y ser infectante, es
de aproximadamente 6-9 dias dependiendo de la especie de Leishmania
(Kamhawi, 2006).



2.2 Vectores de la Leishmaniasis

Las leishmanias son transmitidas por insectos dipteros, nematéceros
pertenecientes a la subfamilia Phlebotominae, por lo cual se les conoce como
flebotomineos. De los seis géneros descritos s6lo dos son de importancia médica,
Phlebotomus en el Viejo Mundo, divido en 12 subgéneros, y Lutzomyia (Lu.) en el
Nuevo Mundo (Foto 1) dividido en 25 subgéneros (Bafiuls et al., 2007). Son varias
las razones por las cuales no todas las especies de esta subfamilia desempefian
un papel como vectores de esta enfermedad, entre estas porque es posible que
sus preferencias alimentarias no incluyan un huésped reservorio, o pueden ser

incapaces de permitir el desarrollo de la Leishmania (WHO, 2010).

De las 800 especies de flebotomineos descritas (Maroli et al., 2012), al menos 60
se consideran de importancia medica ya que 31 son vectores probados de
especies patogénicas de Leishmania y 43 se han determinado como vectores
probables (Bafiuls et al., 2007), otras especies de flebotomineos se han
incriminado como vectores de otros agentes patdgenos como Bartonella

bacilliformis y algunos arbovirus que causan estomatitis vesicular (Lane, 1993).

En Colombia se han identificado como vectores de Leishmania las especies Lu.
panamensis, Lu. olmeca bicolor, Lu. trapidoi, Lu. yuilli, Lu. longiflocosa, Lu.
spinicrassa (Bejarano, 2006), Lu. longipalpis, Lu. evansi, Lu. umbratilis, Lu.
hartmanni, Lu. flaviscutellata, Lu. gomezi, Lu. antunesi y Lu. ovallesi (Ferro et al,

2011).
Foto 1: Lutzomyia spp. vector de Leishmania (a) hembra, (b) Macho. Foto: PECET




2.3 Parasito

Los tripanosomatidos del género Leishmania Ross, 1903 comprenden alrededor
de 21 especies que han sido identificadas como patogénicas para humanos
(Singh, 2006), se agrupan en los subgéneros Leishmania y Viannia de acuerdo a
la ubicacion del parasito en el intestino del vector (Laison y Shaw, 1987), a la
distribucion geogréfica y al tipo de presentaciones clinicas que produce la

infeccion por una especie de pardsitos en particular (Bafiuls et al., 2007).

El desarrollo de las especies del subgénero Leishmania se limita a las partes
anteriores del piloro en el tracto digestivo de los vectores naturales, en la union del
intestino medio y el intestino posterior (desarrollo suprapiloriano), mientras que las
especies del subgénero Viannia se desarrollan en el intestino grueso (desarrollo

peripiloriano) (Kamhawi, 2006).

Las Leishmanias durante su ciclo de vida tienen dos estadios. En el aparato
digestivo del vector se desarrolla la forma flagelada o promastigote, que mide
entre 20-30 ym, es extracelular, alargada y posee un flagelo que le permite
movilidad; tiene un ndcleo oval en la region central del parasito y un kinetoplasto
subterminal en la parte anterior, del cual se origina el flagelo de igual o mayor
tamafio que el cuerpo (WHO 2010) (foto 2a). En el vertebrado se desarrolla la
forma amastigote, que mide entre 2-5 ym, es redondeado y carece de flagelo, es
intracelular obligada y se encuentra principalmente en los macréfagos (foto 2b)
(Bard, 1989); en su citoplasma se observa un ndcleo voluminoso y esferoidal,
generalmente excéntrico, y un kinetoplasto, asociado a un rudimento de flagelo
llamado rizoplasto (Albajar et al, 2004; Alvar et al, 2000).

Foto 2: (a) Promastigotes de Leishmania tefiidos en Giemsa (40x). (b) Macréfago humano
infectados con amastigotes de Leishmania coloreados con Giemsa (40x). Foto: PECET
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En cuanto a la reproduccion de este protozoo se acepta la multiplicacion asexual
por biparticion longitudinal de los promastigotes, con excepcion de las formas
metaciclicas que no se dividen. Los amastigotes pueden dividirse bien por
biparticién o por divisibn multiple (Youssef et al, 1997; Courret et al, 2002).

A pesar de que Leishmania posee un nucleo rodeado por una membrana, la
transcripcion es policistronica y no posee intrones (Campbell et al, 2003); estos
transcriptos pueden contener muchos genes no necesariamente relacionados
funcionalmente, pero a diferencia de las bacterias, los transcriptos policistrénicos
son procesados a monocistrones mediante dos procesos, uno conocido como
transplicing y otro que consiste en la adicion de la cola de Poliadenina (polyA) en
el extremo 3’ (Cruz y Tosi, 1996). Otra de las caracteristicas particulares de estos
parasitos es la presencia de una sola mitocondria modificada, conocida como
kinetoplasto; esta organela contiene dos tipos de ADN circular denominados
minicirculos y maxicirculos, en estos Ultimos se encuentran los genes que
codifican enzimas necesarias para la produccién de energia, los cuales sintetizan
transcriptos no funcionales, pero se vuelven funcionales por un proceso conocido
como edicién del ARN, proceso en el cual intervienen los ARN guias (ARNQ),
sintetizados en los minicirculos, lo que hacen estos ARNg es dirigir la insercién o
deleccion de uracilos en sitios especificos de los ARNs mensajeros que codifican
estas enzimas mitocondriales, asistido por un complejo proteico denominado
editosoma (Madison et al, 2002).

En la membrana celular de este parasito se han identificado varias moléculas
implicadas en la capacidad invasiva del protozoo, la modificacién de la longitud del

flagelo (Wiese, 2007), y la capacidad patogénica (McConville y Handman, 2007).

2.4 Reservorios

En la leishmaniasis los reservorios son animales mamiferos donde el agente
patogeno logra mantenerse de manera indefinida y que ademas contribuyen con la

transmision de la enfermedad al permitir que continde la transmisién al vector
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(WHO, 1984 y Ashford, 1996). Para que un vertebrado se pueda incriminar como
un reservorio debe interactuar con la poblacion intermediaria o vector y garantizar
el mantenimiento de un tamafo poblacional adecuado de modo que se pueda

mantener el agente etioldgico largos periodos de tiempo (Ashford, 2003).

La incriminacién de un animal como posible reservorio esta relacionada con la
especie del parasito que hospeda, y las manifestaciones clinicas en el foco natural
de infeccion. En Colombia se han incriminado como reservorios de Leishmania en
manifestaciones cutaneas, mamiferos silvestres como Choloepus hoffmanni,
Didelphis marsupialis, Proechimys canicolis (Corredor et al, 1989); y cada vez hay
mas evidencia del papel de reservorio que juega en el hombre en la LCA (Vélez,
1990) en cuanto a la forma visceral tenemos como reservorios al perro Cannis
familiaris (Vasquez, 2006; Vélez et al, 2001). En la tabla 1 se mencionan algunos

reservorios probables de LC en el pais.

Tabla 1: Vectores y reservorios de Leishmania en Colombia, 2009.

Leishmania spp. Clinical form Proven or suspected Proven or

Lutzomyia vector suspected animal
reservoir
L. braziliensis ZCL, MCL Lu. spinicrassa Dog, Rattus
rattus, Didelphis
marsupialis
L. panamensis  ZCL, MCL Lu. trapidoi, Lu. Dog, Choloepus
gomezi, Lu. hoffmani,
panamensis, Lu. Metachirus
yuilli nudicaudatus,
D. marsupialis,
Coendou spp.
L. guyanensis ZCL, MCL Lu. umbratillis, Lu. Unknowm
longiflocossa
L. colombiensis  ZCL Lu. hartmanni Unknowm
L. amazonensis ZCL, DCL Lu. flaviscutellata Unknowm
L. mexicana ZCL D. marsupialis,
L. infantum ZVL Lu. longipalpis, Lu. Dog, D.
evansi marsupialis

Tomado de WHO, 2010.
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2.5 Ciclos de transmisién

Desde el punto de vista ecoepidemioldgico se pueden diferenciar tres ciclos de

transmision: selvético, rural y urbano.

Ciclo selvatico

Este tipo de transmision se da cuando el hombre entra en contacto con el vector
gue se ha infectado por un reservorio de habitat selvatico (Vélez et al, 2001).
Actualmente es la forma de transmision que mas se presenta en las fuerzas
militares, en las personas que se dedican a los cultivos ilicitos en areas selvéticas

y en actividades de mineria y extracciéon de madera.

Ciclo rural

Se presenta cuando el vector ha logrado adaptarse totalmente al ambiente
doméstico, y es capaz de tener su ciclo de vida completo en cercanias del
domicilio (Vélez et al; 2001), evidencia de esto es la aparicion de casos de la
enfermedad en mujeres y nifios. También se presenta en la leishmaniasis visceral
producida por L. infantum y que afecta principalmente a nifios menores de 5 afios

residentes en areas rurales.

Ciclo urbano

En este caso el vector ha logrado adaptarse a ambientes urbanos como
consecuencia de los procesos de deforestacion y el calentamiento global (Vélez et
al; 2001). En Colombia este proceso es mas reciente pero ya se ha demostrado
trasmision tanto de LC como de LV en ciudades como Sincelejo, Monteria,
Bucaramanga, y Cartagena (Vélez et al; 2001). En Medellin y Envigado se
demostré la presencia de especies vectoras aunque aun no se han descrito casos

autoctonos (Agudelo et al; 2002).
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2.6 Leishmaniasis en Colombia

En Colombia la leishmaniasis es endémica en casi todo el territorio con excepcion
de San Andrés, Atlantico y Bogota, DC; se presentan las tres formas clinicas de la
enfermedad: cutanea, mucocutanea y visceral. Los focos naturales de infeccion
estan localizados en una gran diversidad de regiones naturales que incluyen tanto
zonas selvaticas como rurales; esto se debe a la gran diversidad de especies
vectoras, ya que hasta el momento se han incriminado 14 especies dentro del
género Lutzomyia; también se ha demostrado la presencia de 6 especies de
Leishmania a saber: Leishmania panamensis, L. braziliensis, L. guyanensis, L.

mexicana, L. amazonensis y L. infantum (Ovalle et al, 2006).

El nimero de casos de leishmaniasis en nuestro pais ha aumentado en gran
medida para el afio 2010 segun el SIVIGILA se reportaron 15.000 casos, y se
acepta un gran subregistro y se estima que la poblacion en riesgo es de cerca de
20 millones, en alturas comprendidas entre los 0 y los 1.800 msnm.

Es importante mencionar que Colombia es uno de los 3 paises con mayor nimero
de especies de Leishmania que afectan al humano. Cerca del 98,4 % de los casos
son leishmaniasis cutanea, el 1 %, leishmaniasis visceral y el 0,6 % restante
leishmaniasis mucocutanea (Alvar et al, 2012). Los brotes epidémicos de
leishmaniasis cutanea (LC) son causados principalmente por L. braziliensis, L.
guyanensis y L. panamensis y se ha reportado transmision intra y peridomiciliaria
desde 1984 (Martinez et al, 1995).

En la figura 1 se muestra la prevalencia de casos de LC en Colombia para el afio
2008, la enfermedad predomina en gran parte del territorio nacional,
especialmente en focos selvaticos y en las llanuras andinas, donde el trabajar en
plantaciones de café, puede ser un factor de riesgo (Alexander et al, 2009), los
departamentos que reportan mayor incidencia de leishmaniasis cutdnea son
principalmente Antioquia, Caquetd, Meta, Tolima, Santander, Norte de Santander,

Narifio, Cundinamarca, Boyaca, Guaviare, Caldas y Risaralda.
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Figura 1: Mapa de prevalencia de casos de LC en Colombia (2008)

Cutaneous Leishmaniasis
Number of cases (2008)

[Jo
[a-35
[189-199
[ 258 - 819
B 1111 - 1803

Tomado de: Leishmaniasis Worldwide and Global Estimates of Its Incidence (Alvar et al, 2012)
Segun los reportes de la Direccion Seccional de Salud de Antioquia (DSSA),
Valdivia es el municipio que ha aportado el mayor nimero de casos de LCA en la

subregion Norte de Antioquia desde 1985, (Fig. 2), y es uno de los municipios que

reporta el mayor nimero de casos para el departamento.
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Figura 2: Nimero de casos de LCA reportados desde 1985 hasta 2011, para cada municipio

de la subregidon Norte de Antioquia.
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Fuente: DSSA 1985-2011.

Durante el periodo 1985-2011, este municipio ha mantenido una transmision
constante y se ha visto un notable incremento anual de casos de LCA (Fig.3), es
por esta razén que se considera este municipio como un area hiper-endémica para
leishmaniasis (DSSA, 2012).

Figura 3: Casos reportados desde el afio 1985 hasta el 2011, en el municipio de Valdivia.
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Fuente: DSSA 1985-2011.
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2.7 Formas clinicas de la leishmaniasis

La leishmaniasis en el hombre tiene diversas manifestaciones clinicas que
dependen primordialmente de la especie de Leishmania y de la respuesta inmune

desencadenada por el hospedador, entre las principales tenemos:

2.7.1 Leishmaniasis Cutanea Americana (LCA)

La lesion consiste en un pequefio nédulo, redondeado e indoloro. El nédulo puede
aumentar de tamafio y adquirir forma de placa o como consecuencia de la
necrosis en el centro de la reaccion granulomatosa, convertirse en ulcera de
bordes bien definidos, levantados e indurados, lo que hace que se asemeje a la

imagen de un créater (Bailey y Lockwood, 2007) (foto 3c y 3e).

2.7.2 Leishmaniasis cutanea difusa (LCD)

Se caracteriza por lesiones nodulares no ulceradas que se extienden a areas tales
como la cara, superficies de miembros inferiores y superiores. Esta es la forma
clinica mas rara y la mas severa de la enfermedad; esta relacionada con L. (L)
amazonensis (Bailey y Lockwood, 2007; Silveira et al, 2004) (foto 3c).

2.7.3 Leishmaniasis mucosa (LM)

Causada principalmente por L. braziliensis y L. panamensis, se presenta cuando el
parasito se disemina por via linfatica y sanguinea desde una lesién cutanea e

invade las mucosas de la regidn naso-oro-faringea (Carvalho et al, 2007) (foto 3b).

2.7.4 Leishmaniasis visceral (LV)

Es la forma mas severa, casi siempre fatal si no es tratada; puede ser endémica o
esporadica; entre los principales sintomas estan fiebre irregular prolongada,
esplenomegalia, hepatomegalia, pérdida de peso, linfoadenopatias y anemia. El

agente etioldgico es L. infantum (WHO, 2010) (foto 3a).
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Foto 3. Manifestaciones clinicas de Leishmaniasis en Colombia. (a) Leishmaniasis visceral,
(b) Lesiones de leishmaniasis mucocutanea, (c,e) Lesiones de leishmaniasis cutanea (d)
Lesiones de leishmaniasis cutanea difusa. Foto: PECET.

2.8 Diagnoéstico

Debido a que no existen sintomas Unicos para este grupo de enfermedades es
necesario el diagnostico de laboratorio para verificar la sospecha clinica de
leishmaniasis. Las herramientas diagnésticas varian dependiendo de la forma
clinica de la enfermedad y se han desarrollado métodos parasitolégicos,

inmunolégicos y moleculares.

2.8.1 Pruebas parasitoldgicas

Estas pruebas buscan detectar el parasito en la muestra clinica obtenida de un
paciente con sospecha de leishmaniasis. Entre sus principales inconvenientes se
destaca que el aislamiento es inversamente proporcional al tiempo de duracion de

la enfermedad, debido a que se disminuye la carga parasitaria.
Examen directo

Esta prueba pretende la demostracion microscopica de amastigotes, en un
extendido o aspirado de la lesion o de un érgano afectado. La sensibilidad de este
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examen depende del tiempo de evolucion de la lesion, la experticia de quien toma

y lee la muestra y del uso de tratamientos tépicos (Ramirez et al, 2000).
Aislamiento del parasito en cultivo

Este método se basa en el aislamiento del parasito en cultivo, estos se pueden
cultivar en medios liquidos, medios bifasicos o medios sélidos, sin embargo para
el diagnostico es mas comun emplear el medio bifasico conocido como NNN
(Novy-MacNeal-Nicolle). El aislamiento se puede hacer a partir del aspirado de la
lesion en piel o de médula ésea, macerados de higado, bazo y ganglio linfatico. La
mayor ventaja de este método es que se pueden realizar estudios posteriores de
identificacion, genotipificacion, analisis de polimorfismos, entre otros (Vélez y
Agudelo, 1996).

2.8.2 Métodos inmunoldgicos

Estas pruebas se basan fundamentalmente en la deteccion de anticuerpos
producidos durante la respuesta inmune contra el parasito. Es preciso mencionar
que este tipo de pruebas tienen dos limitaciones importantes, los anticuerpos
especificos siguen siendo detectables afios después de la infeccion y ademas una
proporcion significativa de personas sanas que viven en zonas endémicas, sin
antecedentes de leishmaniasis son positivos para anticuerpos antileishmania
debido a las infecciones asintomaticas. Entre las pruebas serolégicas mas

comunmente empleadas estan:
Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

La deteccion de anticuerpos circulante anti-Leishmania se realiza empleando
parasitos enteros fijados sobre una placa de vidrio. Los anticuerpos estan
presentes muy temprano luego de la infecciéon y son indetectables entre seis y
nueve meses después de la curacion. Las principales desventajas de esta técnica
son, la baja especificidad y el tiempo de lectura por muestra que se debe invertir.

Ademas se pueden presentar reacciones cruzadas (Vélez y Agudelo, 1996).
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Inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA)

El resultado de esta prueba se obtiene mediante una lectura en un
espectrofotometro determinando la densidad éptica de la reaccion antigeno-
anticuerpo. Esta se puede llevar a cabo usando como antigeno proteinas o
fracciones del parasito. Entre los antigenos empleados en la prueba de ELISA
para el diagnostico de leishmaniasis, ademas de los lisados totales de parasitos,
esta el ligando manosa-fucosa, expresado en amastigotes y promastigotes. Con
este antigeno se han reportado sensibilidades del 100% y especificidad de 96%.

2.8.3 Diagnostico molecular

Este tipo de diagndstico se apoya principalmente en la reaccion en cadena de la
polimerasa, mas conocida como PCR (por sus siglas del inglés polymerase chain
reaction), que consiste en la amplificacion del ADN del parasito mediante el uso de
diferentes secuencias de oligonucleétidos que funcionan como iniciadores para la
extension de las nuevas cadenas de ADN que se amplifican. Aunque se han
evaluado diferentes métodos como son la electroforesis de campo pulsado y
electroforesis enzimatico multilocus, la PCR es la mas empleada dada su facilidad,
buena sensibilidad y especificidad, ademéas de una notable reduccién en costos.
Existen variaciones como la PCR en tiempo real, que la hacen mucho mas
sensible. El material de partida para la PCR puede ser un raspado de la lesién, un
pequefio fragmento de la biopsia preservado en alcohol hasta su procesamiento,
el aspirado de la lesion o también la biopsia o sangre total (Deborggraeve et al,
2008).

Para una mayor sensibilidad de esta técnica se ha propuesto buscar un tipo de
molde que pueda tener multiples copias, para suplir el problema de la baja carga
parasitaria en algunos casos. Para resolver este inconveniente se ha sugerido
trabajar con ADN del kinetoplasto (KkADN), debido a que los minicirculos pueden
tener de 500 a 10.000 pares de bases, concatenados entre si y un kinetoplastido
puede albergar entre 5.000 y 10.000 copias por célula; ademas todos los
minicirculos del KADN de tripanosomatidos poseen una 0 varias regiones

altamente conservadas (RC) y una o varias regiones variables (RV) (Saravia et al,
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2005 y Nicolas et al, 2002). Particularmente dentro de las especies de Leishmania,
en la regidn conservada de los minicirculos, se pueden encontrar tres bloques de
secuencia conservada (BSC), con una homologia entre especies del 90%
aproximadamente, dentro de las RCs: BSC1, BSC2 y el BSC3. EI BSC1 y el BSC3
son casi idénticos en todas las especies investigadas a la fecha, mientras que el

BSC2 es menos universal (Kolesnikov et al, 1999).

Esta organizacion de los minicirculos permite utilizar varias estrategias para la
amplificacion de kKADN por PCR como método diagnostico. Una de la estrategias
es amplificar el fragmento conservado del minicirculo, utilizando los bloques de
secuencia conservada como molde, con esto podria lograrse una alta sensibilidad
para la deteccion del parasito, sin embargo, no se obtiene ninguna informacion

acerca de la especie de Leishmania implicada en la infeccion (Nicolas et al, 2002).

El hecho de poseer un blogue de secuencia con cierto grado de polimorfismo
(BSC2) podria ser aprovechado para la aplicacién de técnicas que permitan la
diferenciacion de especies, este podria ser el caso de la LSSP-PCR (de las siglas
en inglés Low Stringency Single Specific Primer-PCR o PCR de baja astringencia
con un unico primer especifico), el fundamento de la técnica consiste en hacer una
PCR en dos pasos, primero se amplifica el fragmento que tiene la region variable,
y posteriormente se lleva a cabo una PCR usando un solo primer especifico bajo
condiciones de muy baja astringencia, el primer se une especificamente a una
regibn complementaria y también en forma no especifica a multiples sitios dentro
del fragmento en forma dependiente de la secuencia, produciendo multiples
productos de reaccién que pueden ser resueltos por electroforesis, generando un
sello genético particular, caracterizado por un unico patrén de bandas (Brusés et
al, 2004), la combinacién de baja astringencia y alta concentracion de primer son
fundamentales para la efectiva formacion de alineamientos inespecificos del
primer con el ADN molde, y sumado a una alta concentracién de polimerasa, se
asegura una rapida reaccion de extension antes de que ocurra la disociacion del
primer del ADN molde (Barreto et al, 1994), se plantea que si esta técnica se

llevara a cabo sobre el fragmento obtenido de la amplificacion de la region
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conservada de los minicirculos, se podrian detectar diferencias interespecificas
debidas a la variabilidad del BSC2 (Barreto et al, 1994). La LSSP-PCR ha sido
ampliamente utilizada para la tipificacion molecular de otras especies de parasitos
como Trypanosoma cruzi y T. rangeli (Mejia et al, 2005 y Lages et al, 2007).

Otra estrategia para la identificacion de especies ha sido trabajar sobre la region
variable de los minicirculos utilizando los BSC1 y BSC3 como molde para los
primers, pero ambos orientados hacia fuera de la region conservada, de esta
manera se obtiene un fragmento de entre 600pb hasta 750pb, que representa la
region variable del minicirculo del kinetoplasto y que permitirian la caracterizacion
hasta especie del parasito en las especies del subgénero Leishmania en funcién
del tamafio de la banda (Nicolas et al, 2002 y Bailey et al, 1998).

Actualmente para la deteccion e identificacion de especies de Leishmania, una de
las técnicas mas usadas es el analisis de los polimorfismos en la longitud de los
fragmentos de restriccion (PCR-RFLP), esta técnica requiere, en primer lugar la
amplificacion de un fragmento de ADN, que tenga cierto grado de polimorfismo,
posteriormente estas secuencias especificas son reconocidas y cortadas por
enzimas de restricciobn. Las secuencias de restriccion presentan usualmente
patrones de distancia, longitud y disposicién diferentes en el ADN esto proporciona
un patrén de bandas diferencial que puede discriminar entre especies (Dedet et al,
2006). En el PECET esta prueba ha sido estandarizada amplificando el gen que
codifica para la proteina de choque térmico Hsp70 de 1300 pb, posteriormente se
hace una digestion enzimatica con Haelll, y debido al polimorfismo existente en
esta region la enzima corta en diferentes regiones, generadndose un patrén
diferencial de bandeo que permite discriminar entre especies de Leishmania
(Dedet et al, 2006). Esta técnica se ha estandarizado de manera que se puede
aplicar no soélo en parasitos de cultivo, sino también a partir de la muestra tomada
directamente de la lesién, sin embargo, muchas veces aunque la muestra es
positiva por otros métodos de diagndstico (directo o cultivo) resulta negativa por
esta PCR.

22



3 PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

La leishmaniasis cutanea es una enfermedad reemergente y endémica 98 paises,
presenta ademas un gran polimorfismo clinico (WHO, 2010) lo cual hace que se
requiera un diagnostico comprobado del parasito. EI comité de expertos de la
OMS recomienda dar tratamiento especifico de acuerdo a la especie de
Leishmania que tenga el paciente; de aqui la necesidad no so6lo de un diagndstico
rapido y sensible, sino también especifico a nivel especie. El tratamiento de
primera eleccion en Colombia son antimoniales pentavalentes como el glucantime
pero debido a la toxicidad de estos no se pueden prescribir sin diagnostico

comprobado.

La razdn por la cual la leishmaniasis es un reto a la hora del diagnoéstico se debe
principalmente a la dificultad para aislar y observar el parasito, ya que los métodos
rutinarios implican técnicas microscopicas para el reconocimiento del parasito y
cultivos in vitro a partir de biopsias de lesion, pero no permiten identificar la
especie del Leishmania causante de la infeccion. Estos inconvenientes

incentivaron el desarrollo de métodos mas sensibles.

En la actualidad se han desarrollado métodos moleculares que han sido evaluados
para el diagnéstico de leishmaniasis, PCR convencional para amplificar multiples
blancos en el parésito, PCR en tiempo real, RAPD, PCR-RFLP, entre otros. Esta
PCR-RFLP ha sido estandarizada en el PECET con el gen Hsp70, que permite
una alta especificidad (hasta 100%) para identificacion de la especie causante de
la infeccidn; sin embargo este método es poco sensible ya que se requiere la
amplificacion de una secuencia muy extensa (1300 pb), ademas este tiene un
namero de copias muy reducido en comparacion con los minicirculos, que tienen
10.000 copias por célula. De otro lado, es importante mencionar que esta técnica
funciona bien con aislados del parasito a partir del cultivo (con sensibilidad del
100%), sin embargo, la capacidad de deteccion de ADN del parasito disminuye a

la hora de analizar muestras de mamiferos e insectos.

Por tales motivos se hace necesario continuar la busqueda de una estrategia que
permita una mayor sensibilidad para estudios de campo o focos endémicos de
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Leishmania dirigidos a determinar la participacion de flebotomineos, mamiferos
silvestres y domésticos. El interés particular en el KADN es dado al alto nimero
de copias de minicirculos y la presencia de regiones conservadas y variables
dentro del mismo, que lo convierten en un blanco ideal tanto para el diagnostico
como la identificacién de especies de Leishmania, en aspirados de pacientes,

flebotomineos, mamiferos silvestres y domésticos con baja carga parasitaria.

El proposito de este trabajo fue estudiar un foco endémico de leishmaniasis
cutanea aplicando técnicas moleculares, para demostrar la presencia del parasito
tanto en pacientes, como en mamiferos silvestres y domésticos; ademas comparar
estos resultados con los obtenidos por métodos tradicionales parasitolégicos y

serolégicos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Aplicacion de técnicas moleculares en el estudio de un foco endémico de

leishmaniasis en el corregimiento de Puerto Valdivia, municipio de Valdivia

(Antioquia).

4.2 Objetivos especificos

e Estandarizar una PCR convencional para la identificacion de especies de
Leishmania del subgénero Viannia.

e Estandarizar una LSSP-PCR para la identificacion de especies de
Leishmania del subgénero Viannia.

e Diagnosticar la infeccion natural con Leishmania spp. en pacientes
humanos residentes en el corregimiento de Puerto Valdivia.

e Determinar la infeccion natural con Leishmania en mamiferos silvestres y
domésticos por medio de PCR.

e Establecer la composicion de flebotomineos en el corregimiento de Puerto
Valdivia.
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5 METODOLOGIA

Tipo de estudio
El estudio fue de tipo descriptivo de corte transversal, debido a la descripcion de
los componentes que interviene en la transmision de la leishmaniasis y la toma de

las muestras se realiz6 una sola vez en el tiempo.

5.1 Areade estudio

El municipio de Valdivia esté localizado en la subregion Norte del departamento de
Antioquia, tiene un area total de 553 km2, ubicado entre los 400 y los 1.200 metros
sobre el nivel del mar, se encuentra en la cuenca hidrogréfica del rio Cauca, con
un rango de precipitacion anual de 3.500mm a 4.000mm, presenta un rango de

temperatura entre 19-22°C y un clima calido muy hamedo.

El presente estudio se llevd a cabo en la cabecera municipal del corregimiento de
Puerto Valdivia. Se realizaron dos salidas de campo, la primera durante los dias

18 y 21 de febrero y la segunda entre el 23 y el 25 de noviembre del 2012.

Puerto Valdivia esta ubicado a 7° 17" 0" Ny 75° 24' 0" O, tiene una temperatura
promedio de 21°C, y una altura de 400 msnm (IGAC, 2007).

Foto 4: Corregimiento de Puerto Valdivia. Fotos: PECET
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5.2 Toma de muestras

5.2.1 Pacientes

La busqueda de pacientes con leishmaniasis se realiz6 casa a casa; en las
veredas Buenos Aires, Cachirime y El tigre, del corregimiento de Puerto Valdivia,
entre el 18 y el 21 de febrero. Se tomé muestras a pacientes con lesiones

compatibles a leishmaniasis cutanea.

Para la toma de muestras se sigui6 el protocolo utilizado en la Unidad Asistencial
del PECET, todos los pacientes firmaron el consentimiento informado. Se tomaron
dos muestras de la lesién una para el examen directo y la otra fue almacenada en
medio NET (NaCl, EDTA y Tris) para el diagnostico molecular. Estas muestras
fueron almacenadas a 4°C hasta su procesamiento. Se hizo también un aspirado
de la lesion, el cual fue inoculado en medio NNN a temperatura ambiente, a estos
cultivos se les hizo seguimiento durante cuatro semanas, cuando se encontraron
promastigotes se hizo un pase a medio modificado y las cepas que se lograron

aislar fueron almacenadas en el banco de cepas del PECET.

5.2.2 Mamiferos silvestres y domésticos

Para la busqueda de reservorios silvestres se instalaron trampas Tomahawk® con
cebo de platano maduro, estas trampas fueron ubicadas alrededor de las casas

seleccionadas para el estudio durante cuatro dias y fueron revisadas diariamente.

Los mamiferos capturados fueron anestesiados con una mezcla de Ketamina y
Rompun (relacion 9:1). Se registraron variables en los individuos como: peso,
sexo, medidas corporales (longitudinal, de la cola y de las patas) y se les identifico
de acuerdo a las claves taxondmicas disponibles. Se tomaron muestras de sangre
para cultivo en medio NNN y una muestra de tejido de oreja para hacer
diagnéstico molecular. Posterior a la toma de muestras los animales fueron
liberados en el sitio de captura, verificando que el efecto de la anestesia hubiera

desaparecido.
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Con el apoyo del técnico de la secretaria de la seccional de salud fueron citados
los propietarios de los perros a los cuales se les tomé muestra de sangre sin
anticoagulante para obtener suero y con anticoagulante para cultivo y PCR. Se
llen6 ademas una encuesta donde los datos fueron obtenidos a partir de la
informacion brindada por el propietario del animal y por el médico veterinario que

tomoé las muestras en los animales.

5.2.3 Muestreo entomolégico

La captura de flebotomineos fue realizada con trampas de luz tipo CDC, estas
trampas fueron ubicadas en el intradomicilio (habitaciones) y en el peridomicilio,
de las 7 casas seleccionadas para el estudio, por un periodo de 12 horas entre las
18:00 y las 06:00 horas. Seguidamente se instalé6 una trampa Shannon durante
una noche entre la 17:00 y las 21:00 horas. Finalmente se hizo una bdsqueda en
reposo donde se exploraron grietas, troncos y huecos de los éarboles. Los
especimenes colectados almacenaron en viales con alcohol al 70%, y fueron
etiquetados con la fecha, la vereda, el propietario de la vivienda, el tipo de trampa
y su ubicacion. Todos los especimenes fueron llevados al laboratorio de
entomologia del PECET para una posterior identificacion taxonémica segun las

claves taxondmicas de Young y Duncan (1994).
5.3 Extraccion de ADN

5.3.1 Pacientes

La extraccion de ADN a partir del raspado de lesiones compatibles con LC, se
realizo utilizando el kit comercial de (QIAGEN®) siguiendo las especificaciones del
fabricante: el tejido fue macerado y posteriormente dispuesto en un vial de 1.5 ml,
al cual le fue adicionado 180 pul de Buffer ATL y 20 pl de proteinasa K. El contenido
del vial fue mezclado e incubado a 56°C, hasta que se completara la lisis y
posteriormente se agrego 200 ul de Buffer AL y 200 ul de etanol (100 %). Todo el
contenido del vial se pas6 a una columna de coleccion, el cual fue centrifugado a
8000 rpm durante 1 minuto, el sobrenadante fue descartado, la columna se pasé a
un nuevo tubo de coleccion, a la que se adiciono 500 ul de Buffer AW1,
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centrifugando nuevamente a 8000 rpm durante 1 minuto. El sobrenadante fue
descartado, las columnas dispuestas nuevamente en un tubo de coleccion, al cual
se le adicion6 500 pl de Buffer AW2 y se centrifugd a 14000 rpm por tres minutos.
Nuevamente el sobrenadante fue descartado y la columna pasada a un nuevo vial,
adicionandole 100 pl de Buffer AE e incubando a temperatura ambiente,

finalmente al ADN fue recuperado centrifugando a 8000 rpm por 1 minuto.

5.3.2 Mamiferos silvestres y domésticos

La extraccion de ADN de muestras de tejido (aproximadamente 10-15 mg de
oreja) de mamiferos silvestres, se realizo con el kit DNeasy Blood and Tissue kit

(QIAGEN®) siguiendo las especificaciones del fabricante.

Para las muestras de sangre de los caninos se realiz6 la extraccion de ADN por el
método salting out: la muestra fue centrifugada durante 10 minutos a 1500 rpm, el
sobrenadante fue descartado, el botdn fue resuspendido en 200 ul de una solucién
de lisis (10 mM Tris, pH 8.0, 5 mM EDTA, 20 mM NacCl) y 40 pl de proteinasa K
(15 ng/ul), las muestras se incubaron a 56°C durante una hora, el ADN fue
precipitado con etanol absoluto y recuperado mediante centrifugacion a 8.500 rpm
durante seis minutos. Finalmente se descart6 el sobrenadante y el ADN
precipitado fue reconstituido con Buffer AE (10mM Tris-CIl, 0.5mM EDTA, pH 9.0) y
almacenado a -20°C hasta su utilizacion.

En todos los casos el ADN extraido se cuantific6 en el espectrofotdmetro
Nanodrop 1000 (THERMO SCIENTIFIC®).

5.4 Aplicacion de técnicas moleculares

Esta parte se realizé en dos fases, en primer lugar se hizo una estandarizacion de
LSSP-PCR y PCR convencional. Posteriormente, dependiendo de los resultados
de la estandarizacion se procesaron las muestras de pacientes, mamiferos

silvestres y domeésticos, tomadas en el area de estudio.
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5.4.1 Estandarizacién de LSSP-PCR

Primero se llevo a cabo una PCR usando los primers Jwll Fw 5-CCT ATT TTA
CAC CAA CCC CCA GT-3'y Jwl2 Rv 5-GGG TAG GGG CGT TCT GCG AAA-3
descritos por Nicolas et al (2000), que amplifican un fragmento de 120 pb del
minicirculo, se us6 ADN extraido de cepas de cultivo L. panamensis (UA140 y
LS94), L. guyanensis (CLO07), L. braziliensis (UA301 y M2903). El producto de
PCR, se purificé por tres metodologias diferentes con el QIAquick PCR Purification
Kit de Qiagen® siguiendo las recomendaciones del fabricante, cortando la banda a
partir del gel y puncion directa con aguja hipodérmica. Posteriormente se realizo la
LSSP-PCR para lo cual se probaron los primer Jwll y J12 por separado. La
reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 25 L conteniendo 40 pmol del
primer, 0.2 mM de cada deoxi-nucleétido, y 4 unidades de Taq polimerasa. Se
utilizé 1 uL del ADN molde correspondiente al fragmento. Las condiciones de la
PCR fueron: un paso de desnaturalizaciéon durante 3 minutos a 95°C, seguido de
35 ciclos de: 95°C durante 1 minuto, 36°C durante 30 segundos y 72 °C por 30

segundos, con una extension final de 5 minutos a 72°C.

Durante la estandarizacion se probaron diferentes concentraciones del primer, 1.0
mM, 0.8 mM y 0.6 mM, para detectar cambios en el patron de bandeo, ademas de
cambios en el numero de ciclos (35X y 45X).

Todos los productos obtenidos fueron resueltos en geles de agarosa al 3% a 80 V
durante 90 minutos, teflido con 0,5 pg/mL de bromuro de etidio, revelandose en un
transiluminador ultravioleta para verificar la presencia de los productos

amplificados. Se utilizd un marcador de peso molecular de 50 pb (Fermentas®).

5.4.2 Estandarizacion de una PCR convencional para la amplificacion
diferencial de laregién variable del minicirculo

Los primers Jw13 Fw 5’-ACT GGG GGT TGG TGT AAA ATA GG-3'y Jw14 Rv 5'-

TTT CGC AGA ACG CCC CTA CCC-3’ descritos por Nicolas et al (2002), fueron

utilizados para amplificar los fragmentos de la region variable del minicirculo a

partir del ADN extraido de cepas de cultivo de especies de Leishmania (Viannia),
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L. panamensis (UA140 y LS94), L. guyanensis (CLO07), L. braziliensis (UA301 y
M2903).

La reaccién fue realizada en un volumen final de 25 pL, conteniendo 0,25 mM de
cada uno de los primers, 0.2 mM de cada deoxi-nucleétido, 2 mM de MgCl,, y una
unidad de Taq Polimerasa (Fermentas®). Para cada reaccion se us6 1 pL de
ADN. EI programa de amplificacion se llevdo a cabo usando un paso de
desnaturalizacion durante 5 minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos de: 90°C
durante 1 minuto, 55°C durante 30 segundo y 72 °C por 30 segundos, con una
extension final de 10 minutos a 72°C. Los productos obtenidos se corrieron en
geles de agarosa al 1.7% a 70 V durante 1 hora, tefiido con 0,5 pg/mL de bromuro
de etidio. Se utiliz6 un marcador de peso molecular de 100 pb (Fermentas®) y se

reveld en transiluminador ultravioleta para verificar la presencia de ADN.

Durante la estandarizacion de la técnica se probaron diferentes concentraciones
del ion MgCl; (1.5, 2.0 y 2.5 mM), ademas de variaciones en la temperatura de
hibridacién del primer (50, 52.5, 55 y 57.5 °C), con el fin de hallar las condiciones

ideales para la técnica.

Con el propdsito de evaluar la reproducibilidad de los resultados, se trabajé con
cepas de referencia internacional, 50 muestras de parasitos de cultivo aislados de
pacientes identificadas con la técnica de referencia en el PECET (RFLP-PCR) y 16
muestras de parasitos de cultivo identificados por isoenzimas en el Instituto

Oswaldo Cruz, en Brasil.

5.4.3 Aplicacién de PCR convencional para el diagnostico de Leishmania

Para el diagnostico molecular de Leishmania se usaron los primers Jwll y Jwl2,
que amplifican un fragmento de 120 pb dentro de la region conservada del

minicirculo del género Leishmania.

Esta prueba se aplicO para las muestras de pacientes, mamiferos silvestres y

domésticos.
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La PCR fue realizada en un volumen final de 25 uL, que contenian 0,5 mM de
cada uno de los oligonucleédtidos, 0.2 mM de cada deoxi-nucleétido, 2 mM de
MgCI2, una unidad de Taq polimerasa (Fermentas®) y 1 uL de ADN. Las

condiciones de temperatura fueron similares a las descritas en el puto anterior

Los productos obtenidos se corrieron en geles de agarosa al 2% a 70 V durante
una hora, tefiido con 0,5 pg/ml de bromuro de etidio, se utiliz6 un marcador de
peso molecular de 50 pb (Fermentas®), revelandose en un transiluminador
ultravioleta para verificar la presencia de ADN.

5.4.4 PCR-RFLP paralaidentificacion de especies de Leishmania

Para la identificacién de especies del parasito en las muestras de pacientes, se
realizé la RFLP-PCR usada en el PECET, utilizando los primers Fw 5 - ACG GTG
CCT GCC TAC TTC AA-3' y Rv 5- CCG CCC ATG CTC TGG TAC ATC-3 que
amplifican un fragmento del gen Hsp70 de 1300 pb. Las condiciones usadas
fueron: 20 pM de cada uno de los oligonucledtidos, 200 uM de cada deoxi-
nucleétido, 1,5 mM de MgCl,, 5% de DMSO y 1 unidad de Taq Polimerasa
(Fermentas®). Se utilizaron 50 ng de ADN de las cepas de referencia L.
braziliensis (UA301), L. guyanensis (CL0O07) y L. panamensis (UA140) y 50 ng de
ADN de las cepas de cultivo aislados de pacientes de la zona de estudio y ADN
extraido a partir del raspado de lesiones sugestivas de pacientes de la zona de
estudio. Las condiciones de temperatura fueron: 5 minutos a 94°C, 35 ciclos de:
94°C durante 1 minuto, 61°C durante 1 minuto y 72 °C por 2 minutos, con una
extension final de 10 minutos a 72°C. Los productos obtenidos fueron corridos en
geles de agarosa al 1% a 70V durante 1 hora, tefiido con 0,5 pg/mL de bromuro de
etidio, se utilizd6 un marcador de peso molecular de 1kb (Fermentas®) y se revelo

en transiluminador ultravioleta.

Para la RFLP se tomaron 10 pL del producto de la PCR inicial, y se adicioné la
enzima (Haelll), buffer Tango (Tris-acetate pH 7.9, Mg-acetate, K-acetate y BSA) y
agua; esto se incubod a 37°C durante 24 horas, siguiendo las recomendaciones del
fabricante. El tamafo de los fragmentos productos de las digestiones (RFLP) se

visualizé por electroforesis en gel de agarosa al 4% tefiido con Bromuro de Etidio.
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5.5 Pruebas seroldgicas y parasitoldgicas

5.5.1 Pacientes

La tincion directa con Giemsa y observacion al microscopio optico (100X) fue la
coloracion utilizada para demostrar la presencia de amastigotes en muestras de
lesiones compatibles con LC. Los aspirados de la lesion fueron tomados con 0,5
ml de fase estéril suplementada con penicilina G sddica (1000 U/ml) e inoculados
en medio NNN con el fin de poder aislar la cepa causante de la infeccion en el

paciente, a estos cultivos se les hizo seguimiento durante cuatro semanas.

5.5.2 Mamiferos silvestres y domésticos

Las biopsias (oreja) de los de los mamiferos silvestres capturados fueron
maceradas en PBS mas antibiotico e inoculados en medios de cultivo NNN. En los
mamiferos silvestres el cultivo se realiz6 a partir de sangre periférica en medios de
cultivo NNN y los sueros obtenidos en campo fueron almacenados a -20°C, todos

los cultivos se les hizo seguimiento durante cuatro semanas.

Con el objetivo de detectar anticuerpos anti-Leishmania se realiz6 una IFI, para
esto se us6 como antigeno promastigotes de Leishmania panamensis (LS94) en
formol al 4% a una concentracién final de 6x10° parasitos por mililitro. Se
prepararon diluciones 1:8 de los sueros de las muestras empleando el PBS como
diluyente. Posteriormente se depositaron 20 pL de esta diluciéon en cada pozo y se
montan los controles de los sueros de perros negativos y positivos en la misma
dilucion, se agregaron 20 pL del conjugado anti-DOG IgG marcada con FITC en
una dilucién de 1:100, la lectura de estas placas se realizdé en un microscopio de
fluorescencia con lente de 40x. Cuando la muestra dio reactiva en una dilucién 1:8
se montd nuevamente la prueba con diluciones seriadas 1:8, 1:16, 1:32, 1.64 y
1:128. Para Leishmania se toma como positiva cuando la fluorescencia continua

hasta la dilucién 1:32.
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6 RESULTADOS

6.1 Estandarizacion de una LSSP-PCR para la identificacién de especies de

Leishmania (Viannia)

Con el objetivo de evaluar la capacidad de cada primer para unirse al fragmento
molde con la LSSP-PCR se prob6 con cada uno de los primers Jwll y Jwl2,
encontrandose que con Jwll no se visualizd ningun producto amplificado, caso
contrario ocurrio con Jwl2 donde fueron observadas bandas de diferentes

tamafos para cada especie (foto 5).

Foto 5: Perfiles electroforéticos por LSSP-PCR usando los primers Jwlly Jw12.

Los carriles 1, 2, 3y 4 usando el primer Jwll y los carriles 5, 6, 7 y 8 usando Jw12. MP: marcador
de peso molecular de 50 pb; carriles 1 y 5: L. guyanensis; 2 y 6: L. panamensis; 3 y 7: L.
braziliensis; 4y 8: control negativo (muestra sin ADN). Los productos se corrieron en un gel de
agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio.

Una vez el producto de la PCR inicial (120 pb) purificado con el kit comercial,
obtuvimos tres bandas de tamafios aproximados a 350, 400 y 550 pb, este patron
de bandeo se mantiene entre las especies L. guyanensis (carriles 1, 5y 9), L.
panamensis (carriles 2, 6y 10) y L. braziliensis (3, 7 y 11).

Cuando se usaron diferentes concentraciones de primers (1.0 mM, 0.8 mM y 0.6
mM), se observd que la mejor intensidad de bandas se obtuvo con la

concentracion de 0.8 mM del primer (carriles 5, 6 y 7 de la foto 7).
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Foto 6: Perfiles electroforéticos por LSSP-PCR usando el primer JW12 a diferentes
concentraciones.

Carriles 1, 2, 3: concentracién del primer en la reaccién 1.0 mM; carriles 5, 6, 7: concentracién del
primer en la reaccion 0.8 mM; carriles 9,10, 11: concentracién del primer en la reaccién 0.6 mM.
Carriles 1, 5y 9 L. guyanensis; carriles 2, 6 y 10 L. panamensis; carriles 3, 7 y 11 L. braziliensis.
C-, control negativo (muestra sin ADN). M, marcador de peso molecular de 50 pb. Gel de agarosa
al 3%, tefiido con bromuro de etidio.

Resultados similares fueron obtenidos cuando usamos otras técnicas de
purificacion donde no se evidencié un patrén diferencial ni reproducible entre las
especie L. guyanensis, L. panamensis y L. braziliensis.

6.2 Estandarizaciobn de PCR convencional con Jwl3-Jwl4 para la

identificacién de especies de Leishmania (Viannia)

En la foto 7, se muestra la amplificacion diferencial de la regidén variable del
minicirculo en las especies de Leishmania (Viannia), para L. guyanensis se
obtuvieron dos bandas, una de un tamafio de 300 pb y otra de 750 pb; para L.
panamensis se obtuvo sélo una banda de 700 pb, y para L. braziliensis no se
obtuvo ningun producto. En la PCR de gradientes se encontré que la temperatura
de hibridacion de los primers adecuada es 55°C y se observa un mejor producto

usando una concentracion de MgCl, de 2 mM (foto 8).
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Foto 7: Amplificacion diferencial del ADN del minicirculo en diferentes especies de

Leishmania (Viannia).

MP: marcador de peso molecular de 100 pb; carril 1: L. guyanensis (CLO07) dos bandas: de 300 y
750 pb; carril 2: L. panamensis (UA140) 700 pb; carril 3: L. braziliensis (UA301); carril 4: control
negativo (muestra sin ADN). Los productos se corrieron en un gel de agarosa al 1.7% tefiido con

bromuro de etidio.
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Foto 8: Amplificacion diferencial del ADN del minicirculo en diferentes especies de

Leishmania (Viannia), con gradiente de temperatura.

MP: marcador de peso molecular de 100 pb; carril 1: L. guyanensis (CLO07) dos bandas: de 300 y
750 pb; carril 2: L. panamensis (UA140) 700 pb; carril 3: L. braziliensis (UA301); carril 4: control
negativo (muestra sin ADN). El grupo A muestra la hibridacion a 50°C, el grupo B a 52,5°C, el
grupo C a 55°C y el grupo D a 57,5°C. Los productos se corrieron en un gel de agarosa al 1.7%

tefiido con bromuro de etidio.
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Con el fin de establecer la sensibilidad de los primers Jwl13-Jwl4 en la PCR
convencional se realizaron diluciones de ADN L. panamensis, encontrandose que

hasta la concentracion de 0.29 ng/ul se obtiene una banda visible (foto 9).
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Foto 9: Sensibilidad de la PCR convencional con Jw13-Jwl4 en diluciones de L. (V.)
panamensis (UA140).
MP: marcador de peso molecular de 1 kb. C-, control negativo (muestra sin ADN). Gel de agarosa

al 1.7%, tefiido con bromuro de etidio.

Comparacioén de resultados con PCR convencional vs RFLP-PCR

La comparacion de la PCR convencional (Jwl3-Jwl4) con la RFLP-PCR,
amplificando el gen de la proteina de choque térmico (Hsp70) o cistein proteasa
tipo 1 (Cpb), demostré una correspondencia del 90.0% (45 /50) en la muestras
evaluadas que incluyeron cepas de referencia y aislados de pacientes registrados
en el banco de cepas del PECET. De otro lado, el 100 % (16/16) de las muestras
identificadas por isoenzimas coincidié con el resultado obtenido por esta PCR
(Jw13-Jw143) (Anexo 1).
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6.3 Aplicacion de técnicas moleculares a las muestras clinicas

6.3.1 Deteccion de ADN de Leishmania por PCR convencional en pacientes

El 100 % (8/8) de las muestras de pacientes del corregimiento de Puerto Valdivia,

fueron positivas para Leishmania por medio de la PCR convencional usando los

primers Jwl1-Jw12, el fragmento amplificado fue de 120 pb (foto 10).
wp_1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Foto 10: Amplificacion por PCR de la region conservada del minicirculo del KADN, en
muestras clinicas.

MP: Marcador de peso molecular de 25 pb, carril 1: Control negativo (muestra sin ADN), carriles 2,
3,4,5,6, 7,8, 9: Muestra de raspado de lesiones de pacientes; 10: Control positivo (muestra con
ADN de promastigotes de cultivo). Los productos se corrieron en gel de agarosa al 2.5% tefido con
bromuro de etidio.

6.3.2 Identificacién de especies por PCR convencional

Cuando se realiz6 la PCR convencional (Jwl3-Jwl4) para la identificacion de
especie en las muestras clinicas se obtuvo que el 87.5 % (7/8) pertenecian a la
especie L. (V) braziliensis ya que no se registrd ninguna banda y el 12.5 % (1/8)

pertenece a la especie L. (V) panamensis donde se observé una banda de 700 pb

(foto 11). M 1 2 3 4 5 & 17 8 9 10 m 1

Foto 11: Amplificacion diferencial de la region variable del minicirculo del kADN, en
muestras clinicas.

MP: Marcador de peso molecular de 100 pb, 1: L. guyanensis (CLO07); 2: L. panamensis (UA140); 3:
L. braziliensis (UA301); 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11: Muestras de pacientes; 12: Control negativo
(muestra sin ADN). Los productos se corrieron en gel de agarosa al 1.7% tefiido con bromuro de
etidio.
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6.3.3 Identificacion de especie en cultivos aislados de pacientes de la zona
de estudio

Se realizo el aislamiento de dos cepas proveniente de pacientes, a las cuales les
fueron asignados los cédigos UA3332 y UA3337, en la foto 12 puede verse el
producto de un tamafio de 700 pb en ambas muestras, lo cual indica que estas
cepas son de la especie L. (V) panamensis.

Foto 12: Amplificacién diferencial de la region variable del minicirculo del KADN, en

muestras de cultivo.

MP: Marcador de peso molecular de 100 pb, carril 1: L. guyanensis (CLOQ7); carril 2: L.
panamensis (UA140); carril 3: L. braziliensis (UA301); 4: ADN de promastigotes UA3332; 5: ADN
de promastigotes de UA3337; 6: Control negativo (muestra sin ADN). Los productos se corrieron en

geles de agarosa al 1.7% tefiidos con bromuro de etidio.

6.3.4 Diagnostico e identificacion de especies de Leishmania por PCR-RFLP

El 37.5 % (3/8) de las muestras tomadas de raspado de lesiones de pacientes
fueron positivas por PCR para el gen Hsp70 (foto 13a) y con la digestion

enzimatica se identificaron como L. (V) panamensis (foto 13b).

MP 3 59 0 12 13 u

[—
——
—

{ —
pa—

_ [

g —-
P

Foto 13: PCR-RFLP con el gen Hsp70 en muestras de pacientes.
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MP: Marcador de peso molecular de 1 kb, carril 1: Control negativo (muestra sin ADN), carriles 2, 4,
6, 7, 8, 10: Muestra de pacientes, carril 11: Control positivo (ADN Leishmania). Los productos se
corrieron en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. b perfiles electroforéticos
obtenidos por digestién enzimatica con Hae Ill, MP: Marcador de peso molecular de 25 pb, 3, 5, 9:
Muestras de pacientes positivos para Leishmania; 11, 14: Control positivo (L. (V) panamensis); 12,
13: Control positivo (L. (V) braziliensis). Los productos se corrieron en un gel de agarosa al 4%
tefiido con bromuro de etidio.

6.4 Diagndstico parasitolégico en pacientes

Se realizaron examenes directos en las 8 muestras de raspado de lesiones
evidenciandose por microscopia, la presencia de amastigotes en cuatro muestras
de raspado. Se realiz6 el aislamiento de dos cepas proveniente de pacientes, a las
cuales les fueron asignados los cédigos UA3332 y UA3337 (tabla 2)

Tabla 2: Resultado de pruebas parasitolégicas y moleculares en pacientes, Puerto Valdivia.

Pruebas
Cédigo Directo Cultivo RFLP-PCR Hsp70 PCR (Jw11-Jw12)
W6994 Positivo Positivo  Positivo-L. panamensis  Positivo
W6995 Positivo Negativo Negativo Positivo
W6996 Positivo Negativo Positivo-L. panamensis  Positivo
W6998 Negativo Negativo Negativo Positivo
W6999 Negativo Negativo Negativo Positivo
W7000 Positivo Positivo Negativo Positivo
W7001 Negativo Negativo Positivo-L. panamensis Positivo
W7002 Negativo Negativo Negativo Positivo

6.5 Deteccion de ADN de Leishmania en muestras de mamiferos

Durante la busqueda de potenciales reservorios de Leishmania se logré la captura
de cuatro mamiferos silvestres; 3 Didelphis marsupialis (2 machos y una hembra)
y 1 Proechimys semispinosus (macho). Todos los animales fueron capturados en
el peridomicilio de una de las viviendas de la vereda de Buenos Aires. El 25 %
(1/4) de los mamiferos silvestres resultd positivo para Leishmania por PCR
convencional, este ejemplar fue identificado como Proechimys semispinosus (foto
14).
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Foto 14: Amplificacién por PCR de la regiéon conservada del minicirculo del KADN, en
muestras de mamiferos silvestres.

MP: Marcador de peso molecular de 25 pb,1, 2, 3: Didelphis marsupiali, 4: Proechimys
semispinosus; C+, L. braziliensis; C-, control negativo. Los productos se corrieron en geles de
agarosa al 2.5% tefiidos con bromuro de etidio.

En relacion al muestreo en mamiferos domésticos fueron incluidos en total 33
perros (Canis familiaris), el 54,5% (14 caninos) fueron machos; los rangos de edad
de los individuos oscilaron entre 0 y 1 afio (30,3 %), entre 1-3 afios (48,5 %), entre
3-5 afos (12,1 %) y mayores de 5 afios (9 %). La encuesta realizada a los
propietarios de los animales, estimo que el 45,4 % eran animales de compaiiia, el
42,4 % animales de compafiia en el monte y el 12,1 % eran utilizados como
caninos de caza. Se logr6 la amplificacion del fragmento de la regién conservada
del minicirculo del KADN (120 pb) en 1 de las 32 muestras procesadas.

6.6 Flebotomineos en el area de estudio

Se colectaron 555 individuos, de los cuales 363 (65,4 %) fueron hembras,
agrupadas en 13 especies del género Lutzomyia y 1 como Brumptomyia sp. El
92,4 % del total de los ejemplares colectados pertenecieron a 6 especies
distribuidas asi: a Lutzomyia trapidoi (26,3 %), seguido de Lu. gomezi (19,3 %),
Lu. yuilli (16,8 %), Lu. panamensis (12,2 %), Lu. olmeca bicolor (10,4 %) y Lu.
hartmanni (7,4 %) (Tabla 3).
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Tabla 3: Nimero de especimenes capturados, por método y sitio de captura, en el
corregimiento de Puerto Valdivia.

_ Método de captura Sitio de
Especie .
CDC Shannon Reposo captura Pi (%) Total
¢ 4 ¢ 4 2 4 | P E

Lutzomyia trapidoi* 100 34 1 - - 1 21 113 12 26,3 146
Lutzomyia gomezi* 39 42 25 1 - - 20 61 26 193 107
Lutzomyia yuilli* 50 13 28 - - - 13 52 28 16,8 93
Lutzomyia panamensis* 26 41 1 - - - 5 62 1 122 68
Lutzomyia olmeca bicolor* 31 27 - - - - 1 57 - 10,4 58
Lutzomyia hartmanni* 15 4 14 3 2 3 3 16 22 7,4 41
Lutzomyia triramula 6 3 1 1 - -2 7 2 2 11
Lutzomyia ayrozai 4 4 - - - -1 7 - 1,4 8
Lutzomyia micropyga - 7 - - - - - 7 - 1,3 7
Lutzomyia camposi 4 2 - - - -1 5 - 11 6
Brumptomyia sp. 1 2 - - - - - 3 - 0,5 3
Lutzomyia vespertilionis 1 2 - - - - - 3 - 0,5 3
Lutzomyia shannoni 2 - - - - - - 2 - 0,4 2
Lutzomyia saulensis 2 2 - - - - - 2 - 0,4 2
Total 281 183 80 5 2 4 67 397 91 100 555

6.7 Pruebas parasitolégicas y serolégicas

El aislamiento de promastigotes a partir de las muestras de mamiferos silvestres y

domésticos resulté negativo luego de tres semanas de seguimiento

En los mamiferos domésticos, se logré hallar una frecuencia de titulos contra
Leishmania de 6,3% (2/32), con titulos de 1/32 para una muestra y 1/64 para la

otra.
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7 DISCUSION

Para la LC no existe un método lo suficientemente sensible y especifico que
pueda ser adoptado como definitivo en la deteccién y diagndstico de infecciones
con Leishmania. Los métodos moleculares son una alternativa especifica, Y
sensible en el diagndstico de la leishmaniasis cutanea. La PCR es la herramienta
molecular mas comunmente utilizada permite amplificar diferentes secuencias en
el genoma de Leishmania como genes rRNA (18S rRNA y la subunidad ribosomal
SSU-rRNAmal), ademas de regiones tanto conservadas como variables de los
minicirculos del kADN (Singh, 2003), siendo este ultimo uno de los mas
prometedores debido a que se encuentran en un alto nUmero de copias en el

genoma del parasito (10.000 copias por parasito) (Nicolas et al, 2002).

Los minicirculos del kADN de Leishmania poseen una region altamente
conservada donde se pueden encontrar tres bloques de secuencia (BSC): BSC1
(AGGGGCGTTC), BSC2 (CCCCGTTC) y el BSC3 (GGGGTTGGTGTA) (Ray,
1989). EI BSC1 y el BSC3 son casi idénticos en todas las especies investigadas a
la fecha, mientras que el BSC2 no es tan conservado (Yurchenko et al, 1999).
Usando primers que amplificaron la region conservada de 120 pares de bases, se
obtuvo el mismo fragmento para todas las especies, sin embargo Yurchenko y
colaboradores (1999) habian discutido la existencia de un bloque menos

conservado.

Pena y colaboradores (1994) propusieron que la LSSP-PCR debido a la baja
astringencia de la técnica, permitia detectar uno o multiples variaciones en el ADN,
sin embargo, la reproducibilidad de los resultados obtenidos con esta técnica
parecen depender de la longitud del fragmento inicial (Pena et al, 1994; Carvalho
et al, 2003; Baptista et al, 2008; Mejia y Triana, 2005 y Assuncao et al, 2003).

Este trabajo pretendia aplicar esta técnica (LSSP-PCR) para evidenciar el
polimorfismo al interior de la region conservada, sin embargo, lo que se obtuvo fue
un patrén electroforético que no fue reproducible y los fragmentos eran de mayor
tamafo. Pena y colaboradores (1994) encontraron fragmentos de mayor tamafio

43



que el molde (569 pb) utilizado para la LSSP-PCR. Carvalho y colaboradores
(2003), trabajando sobre un fragmento inicial de aproximadamente 530 pb,
lograron identificar dos grupos de bacterias resistentes (en bacterias
Mycobacterium tuberculosis) y susceptibles a un antibidtico por medio de esta
técnica. Baptista y colaboradores (2008) utilizando un fragmento de 750 pb,
lograron agrupar subpoblaciones de la misma especie de Leishmania. Salazar y
colaboradores (2006), trabajaron sobre un fragmento de 330 pb para determinar la
posible asociacion genética entre T. cruzi de diferentes regiones geogréaficas de
Colombia. Mejia y Triana (2005) trabajaron con un fragmento de 330 pb
encontraron productos de mayor tamafio en comparacion con el fragmento molde.
Assuncao y colaboradores (2003) trabajaron con un molde inicial de 285 pb y
obtuvieron fragmentos de aproximadamente 100 a 700 pb. Nuestros resultados
fueron muy similares ya que obtuvimos bandas de mayor tamario (350, 400 y 550
pb) en comparacion al tamafio del fragmento molde (120 pb). Estas diferencias en
la reproducibilidad de la técnica resultan de la posibilidad del producto inicial de
funcionar como primer en los ciclos posteriores de la LSSP-PCR y del primer que
se utilice (Pena et al, 1994; Assuncao et al, 2003). Es posible encontrar productos
por LSSP-PCR mucho mayores al fragmento molde, pero debe haber
reproducibilidad en los patrones observados, lo que no fue posible observar en

este estudio.

Parece ser que el polimorfismo existente al interior de la regién conservada
reportado por Yurchenko et al (1999) y Ray D (1989) no fue suficiente para
generar patrones electroforéticos que pueden diferenciar especies de Leishmania
por medio de la LSSP-PCR.

Con la LSSP-PCR no se obtuvieron resultados que pudieran servir para la
identificacion de especies de Leishmania (Viannia) probablemente por el tamafio
del fragmento inicial o porque no hay suficiente polimorfismo en la region

conservada para generar un patrén de bandeo diferencial.
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Otra estrategia fue utilizar primers orientados hacia afuera de la region conservada
(Jw13-Jw14), con lo que obtuvimos una amplificacibn muy variable en especies
del subgénero Viannia, para L. guyanensis dos bandas, una de 300 pb y otra de
750 pb de peso, para L. panamensis s6lo una banda de 700 pb y finalmente para
L. braziliensis no se evidencié ningun producto. Esto permitié diferenciar las
especies de acuerdo al tamafo del producto, este resultado fue reproducible, ya
que el 92,4 % de las muestras procesadas coincidié con el resultado obtenido por
RFLP-PCR. Es importante mencionar que el 100 % de las muestras identificadas
por isoenzimas, que continua siendo la prueba de oro para este fin, coincidié con

el resultado obtenido por la PCR convencional.

Caso contrario ocurre en especies del subgénero Leishmania, donde Nicolas et al
(2002), usando los mismos primers (Jw13-Jwl4) obtuvieron un fragmento de un
tamafio aproximado de 600-750 pb en especies del subgénero Leishmania, este
fragmento representa la region variable del minicirculo del kinetoplasto y permitio

la identificacion de especies de este subgénero.

Por otro lado, nuestro trabajo permite evidenciar mayor sensibilidad en la
deteccién de ADN de Leishmania por PCR convencional en pacientes, cuando se
trabaj6é con primers que amplificaron una region del minicirculo del KADN, ya que
hubo mayor deteccion de ADN del parasito de la region conservada de los
minicirculos, en comparacion con la amplificacion del gen Hsp70, en muestras
tomadas directamente de la lesién, en pacientes del corregimiento de Puerto

Valdivia.

La amplificacion de la region variable de los minicirculos (con los primers Jw13-
J14) , ha permitido la diferenciacion de especies de Leishmania (Leishmania), en
funcién del tamafio de la banda, sin embargo, es necesario el cultivo del parasito
para un diagndéstico correcto, esto se evidencio con las muestras obtenidas en
Puerto Valdivia, cuando se procesaron las 8 muestras provenientes de pacientes
se determind una muestra como L. panamensis y otras siete como L. braziliensis,
sin embargo, cuando se procesaron dos de estas muestras de las cuales se pudo

obtener cultivo, se determiné que ambas muestras pertenecian a la especie L. (V.)
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panamensis, se espera poder obviar este paso, ya que en muchas ocasiones

resulta complejo obtener el aislamiento de la cepa.

Para lograr determinar la especie causante de la infeccién en las muestras donde
no fue posible obtener el cultivo se hizo la PCR-RFLP en las muestras tomadas
directamente de la lesion y se logro identificar la especie L. (V.) panamensis en 3
muestras. Estos resultados coinciden con Ovalle et al (2006), quienes reportan
que la especie circulante en Antioquia es principalmente Leishmania (V)

panamensis.

Del total de especies de flebotomineos colectados, cerca del 43 % presentan
reportes de comportamiento antropofilico y antecedes vectoriales como
transmisores de Leishmania en Colombia. Entre estas y en orden de abundancia
aproximada se encuentra, Lutzomyia trapidoi, Lu. gomezi, Lu. yuilli Lu.
panamensis, Lu. olmeca bicolor y Lu. hartmanni. Todas estas especies han sido
reportadas a nivel de departamento (Antioquia), sin embargo no se han reportado

especificamente para el municipio de Valdivia.

Este trabajo permite sefialar a Proechimys semispinosus, como portador de
Leishmania, esto podria sugerir su incriminacion como reservorio, sin embargo se
requieren otros estudios para este fin. En 2002, Travi y colaboradores encontraron
infeccion natural con Leishmania Viannia por PCR en el 15 % (5/33) de los
animales capturados pertenecientes a esta especie (Proechimys semispinosus),
ellos también lograron infectar en condiciones de laboratorio, individuos jovenes
de la especie P. semispinosus con L. panamensis y L. Chagasi, demostrando la

persistencia y diseminacion del parasito en este mamifero silvestre.

Los caninos han sido ampliamente incriminados en el Nuevo Mundo como el
principal reservorio doméstico de la Leishmaniasis Visceral (Zuleta et al, 1999;
Reithinger y Davies, 1999; Travi et al, 2001), sin embargo su papel como
reservorio de leishmaniais cutanea es controversial, Reithinger y Davies (1999),
reportan una importante relacion entre los casos de humanos y caninos, aislando

el parasito e identificandolo por pruebas serolégicas y moleculares en ambos,
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ademas encontrando vectores en el ambiente familiar, estando implicadas en la
mayoria de los casos L. panamensis, L. braziliensis y L. peruviana. En nuestro
caso, encontramos ADN de Leishmania, por medio de la PCR que amplifico la

region conservada del minicirculo (120 pb) en una de las muestras caninas.

Para el diagndstico de Leishmania, la amplificacion de la regién conservada del
minicirculo, permite ampliar el panorama y aumentar en gran medida el poder de
deteccion de ADN del parésito por medio de la PCR; sin embargo la amplificacion
diferencial de la region variable del minicirculo para la identificacién de especies,
no arrojo buenos resultados cuando se hizo en la muestra tomada directamente de
la lesion, es importante continuar trabajando con este blanco molecular
(minicirculo del kDNA) para la identificacion de especies a partir de la muestra
tomada directamente de la lesion, ya que estos arrojan mejores resultados.

Rodriguez y colaboradores (2002) en un estudio de un foco endémico de
leishmaniasis en Venezuela a través del uso de técnicas moleculares lograron
amplificar ADN de Leishmania en todos los componentes de la triada (paciente,
vector, reservorio), en este trabajo también se logré6 comprobar la existencia de
ADN de Leishmania spp. tanto en pacientes, como flebotomineos, mamiferos
silvestres y domésticos. Resultados similares se han encontrado en este estudio
donde pudimos amplificar ADN de Leishmania tanto en flebotomineos, como en
mamiferos silvestres y domésticos, ademas se logré identificar la especie en

algunas muestras de pacientes.

Todo lo anterior sefala la necesidad de avanzar en el diagndstico molecular tanto
para la deteccion del parasito, como para la identificacion de la especie, ademas el
comité de expertos de la OMS, reunido en el 2010 recomendd ofrecer un
tratamiento especifico de acuerdo a la especie. El avance en estos métodos
permitiria también realizar estudios epidemiolégicos mas precisos, en el sentido de
que se podria identificar la especie que circula en la zona de estudio no sélo en

pacientes, sino en vectores y posibles reservorios.
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Los métodos de diagndstico tradicionales (parasitolégicos y serologicos) aunque
proporcionan un resultado positivo muy confiable, tienen un poder de deteccion
menor, es por esto que es importante avanzar en las técnicas moleculares, ya que
lo ideal seria obtener un resultado a partir de la muestra tomada de la lesidon y no
esperar el aislamiento del parasito en cultivo, que muchas veces se ve afectado

por factores externos.
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10 ANEXOS

Anexo 1: Resultados RFLP-PCR, isoenzimas y PCR convencional (Jw13-Jw14)

consecutivo Cpb RF::pm Isoenzimas Convencional Jw13-Jw14
M2903 NP L. braziliensis NP L. braziliensis
UA301 NP L. braziliensis NP L. braziliensis
CLo07 NP L. guyanensis NP L. guyanensis
UA140 NP L. panamensis NP L. panamensis
LS94 NP L. panamensis NP L. panamensis
P38 L. braziliensis NP NP L. braziliensis
P46 L. braziliensis NP NP L. braziliensis
P60 L. braziliensis NP NP L. braziliensis
P71 L. braziliensis NP NP L. braziliensis
P86 L. panamensis NP NP L. braziliensis
UA218 NP L. panamensis NP L. panamensis
UA837 NP L. panamensis NP L. panamensis
UA3107 NP L. braziliensis NP L. braziliensis
UA3132 L. braziliensis NP NP L. braziliensis
UA3174 NP L. panamensis NP L. panamensis
UA3175 NP L. panamensis NP L. panamensis
UA3213 L. braziliensis L. braziliensis NP L. panamensis/L. braziliensis
UA3216 L. panamensis NP NP L. panamensis
UA3217 L. panamensis NP NP L. panamensis
UA3218 L. braziliensis L. braziliensis NP L. braziliensis/L. panamensis
UA3219 NP L. braziliensis NP L. braziliensis
UA3220 NP NP NP L. panamensis
UA3224 NP L. panamensis NP L. braziliensis
UA3225 L. panamensis NP NP L. panamensis
UA3226 L. braziliensis NP NP L. braziliensis
UA3227 L. braziliensis NP NP L. braziliensis
UA3229 NP L. braziliensis NP L. braziliensis
UA3234 NP L. braziliensis NP L. braziliensis
UA3247 NP L. panamensis NP L. panamensis
UA3269 NP L. panamensis NP L. panamensis
UA3270 NP L. braziliensis NP L. braziliensis
UA3285 NP L. braziliensis NP L. braziliensis
UA3298 NP L. panamensis NP L. panamensis
UA3301 L. panamensis NP NP L. panamensis
UA3303 L. panamensis NP NP L. panamensis
UA3305 L. panamensis NP NP L. panamensis
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NP: la muestra no fue procesada por esa técnica
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