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RESUMEN

a leishmaniasis visceral (LV)
.ges una severa enfermedad cau-
sada por el parasito Leishmania in-
fantum, que es transmitido por la pic-
adura de flebétomos del género Lut-
zomyia y en zonas urbanas involucra
al perro como reservorio principal. En
Asuncién, se ha registrado elevado
porcentaje de infeccion en reservorios
(32%), lo que involucra el incremen-
to del riesgo de infeccion humana y
hasta el momento no se dispone de un
método con poder discriminatorio que
se pueda aplicar de manera universal
a la identificacion de Leishmania,
considerando que otras cepas podrian
estar en simpatria en un mismo foco.
Este estudio evalud si los aislados
de perros diagnosticados con LV del
Centro Antirrdbico Nacional (CAN)
corresponden a L. infantum. Las
muestras de perros fueron cultivadas
en NNN para la extraccion de ADN y
amplificadas por PCR. El analisis in-
dico la region especifica de 1300 pb
en el gen de hsp70 como un blanco
valido sensible para la deteccion del
parasito. Con la restriccion enzimati-
ca del producto todos los aislados
mostraron perfiles correspondientes a
L. infantum.

PALABRAS CLAVES: Leishma-
niasis visceral, Leishmania infantum,

hsp70 (proteina del choque térmico
de 70 kD).

ABSTRACT
Visceral leishmaniasis (VL) is a se-

vere disease caused by the parasite
Leishmania infantum, which are

transmitted for bite of sandflies of the
genus Lutzomyia sp. in urban areas in-
volves the dog as the main reservoir.
In Asuncion, is registered high per-
centage of infection reservoirs (32%),
which involves the increased risk of
human infection and so far there is
no discriminatory power method that
can be applied universally to identify
Leishmania, considering other strains
could be in sympatric in one focus.
This study assessed whether isolated
from dogs diagnosed with LV in the
National center Anti-Rabies (CAN)
correspond to L. infantum. Dogs sam-
ples were grown in NNN medium for
DNA extraction and PCR amplified.
The analysis indicated the specific re-
gion of 1300 pair base in the hsp70
gene as a valid target for sensitive de-
tection of the parasite. With the enzy-
matic restriction product all isolates
showed profiles corresponding to L.
infantum.

KEY WORDS: Visceral Leishman-
iasis, Leishmania infantum, hsp70
(shock termic protein 70kD).

INTRODUCCION

Leishmania infantum, es_un proto-
zoo flagelado de la familia Tripano-
somatidae, es el agente causal de la
Leishmaniasis Visceral (LV), la cual
constituye un-serio problema de salud
publica siendo endémica en 98 paises
de cuatro continentes. (PAHO-WHO,
2012; Vasquez et al, 2002).

En América el reservorio principal de
la leishmaniasis visceral urbana es el
perro doméstico infectado y en el ci-
clo rural del norte de América del Sur
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podrian estar involucrados también
roedores y marsupiales. (Echenique
etal., 2010).

La infeccion en los caninos es causada
por parasitos del subgénero Leishma-
nia, especie L. infantum. El impacto
de la parasitosis canina se visualiza en
las implicaciones en la salud publica,
debido a su caracter zoonotico; en la
afectacion de la sanidad animal, te-
niendo en cuenta incidencia de la en-
fermedad, dificultad en el diagndstico
y el costo efectividad del tratamiento.
Dada la importancia epidemioldgi-
ca de los caninos en el control de la
leishmaniasis visceral y la necesidad
de determinar el impacto real de la
infeccion en las zonas endémicas, es
fundamental el empleo de pruebas
diagnosticas eficientes, que no sub-
estimen la prevalencia de la enferme-
dad y que permitan obtener resultados
confiables, minimizando reacciones
falsas positivas asi como reaccion
cruzada con otros parasitos. (Canesse
etal., 2011, Torres et al., 2009).

En afios anteriores Paraguay ha noti-
ficado tasas de L. infantum en perros
del 58%, para el Dpto. Central (Mi-
ret et al., 2010).

En el ano 2012, el Centro Antirrabi-
co Nacional registr6 sobre el total
de muestras caninas analizadas, que
3546 perros con resultado serologico
positivo (28,3%) para leishmaniasis
visceral (Miret y cols., 2012).

Teniendo en cuenta estos datos y que
la taxonomia del género Leishma-
nia no estad definitivamente cerrada,
existe la necesidad de caracterizar

las poblaciones de hemoflagela-
dos que proceden de los reservorios
mamiferos, con el fin de mejorar el
diagnostico y reevaluar las recaidas
o reinfecciones. Es bien sabido que
hasta el momento no existe un método
con alto poder discriminatorio, que se
pueda aplicar de manera universal a la
identificacion de Leishmania, es decir
que no existe consenso en relacion
con la metodologia mas apropiada
para la identificacion.

Por tanto, se siguen utilizando diver-
sas técnicas moleculares que facili-
ten la identificacion de entidades ta-
xonomicas de Leishmania (Montalvo,
2006), asi como niveles de variacion
inter e intra especies. Las técnicas fre-
cuentemente usadas son RAPD (Ran-
dom Amplified Polymorphic DNA),
IRT (Intergenic Ribosomal Typing) o
la reaccion en cadena de la polimerasa
(Polymerase Chain Reaction) que ha
incrementado la sensibilidad y espe-
cificidad en la deteccion del parasito
y combinada con la técnica de poli-
morfismos de longitud de fragmentos
de restriccion o RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism).
Los patrones de bandas resultantes se
generan por la presencia o ausencia de
los sitios de corte de la enzima y la
variabilidad est4 dada por los tamafios
distintos de estos fragmentos. Asi esta
técnica de PCR —RFLP se ha erigido
en una importante herramienta, no
solo para la identificacion, sino para
la caracterizacion de especies (Can-
nova, 2007).

Las dianas genéticas mas utilizadas
para desarrollar la PCR-RFLP son los
genes que codifican la glicoproteina
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de 63 kd (gp63) (Victoir et al., 2003)
y la proteina de 70 kd (hsp70) (Garcia
et al., 2004). Entre estas dianas, el
gen que codifica la proteina Hsp70
citoplasmatica en Leishmania esta
altamente conservada en numerosos
organismos y no esta sujeto a selec-
cion (Folgueira y Requena, 2007). Asi
estas técnicas permiten la diferencia-
cion entre las especies: L. donovani,
L. infantum, L. chagasi, L. aethiopica,
L. tropica, L.major, L. mexicana, L.
amazonensis, L. braziliensis, L.guya-
nensis y L. panamanensis (Miranda et
al, 2003).

Finalmente se destaca que la identifi-
cacion y caracterizacion precisa de las
especies es importante para determi-
nar por ejemplo; diferentes esquemas
de tratamiento segun la clinica que
presente el organismo parasitado. La
caracterizacion, por tanto, de especies
de Leishmania sp., es necesaria para
alcanzar los objetivos epidemiologi-
cos, asi como para documentar la
distribucion de las especies y disefiar
medidas de control apropiadas (Orue,
2005-Adamuz 2008, De Santis et al.,
2012). Por tanto el estudio resulta de
especial relevancia para evaluar si los
aislados de los caninos corresponden
a la especie en estudio, considerando
que mas de una especie de parasito
podria encontrarse en un mismo foco,
y la falta de determinacion adecuada
podria presentar implicaciones clini-
cas y taxonoémicas, o bien modifica-
ciones tales como la resistencia a far-
macos y cambios en la patogenia.

La leishmaniasis visceral constituye
un problema creciente en el ambi-
to de la salud publica debido a la

mayor exposicion de las personas
frente a los vectores de la enferme-
dad, quizas por la mayor densidad de
vectores en las zonas urbanas a cau-
sa de factores como la urbanizacion
continua y/o a la tala de arboles. De
esta forma, con la caracterizacion
molecular se pretende conocer mejor
el comportamiento y las variaciones
genéticas de las especies que estan
involucradas con la transmision de la
Leishmaniasis visceral en Paraguay,
teniendo en cuenta que la variabilidad
dentro de un mismo foco podria rep-
resentar un problema en el momento
de proponer medidas preventivas y
realizar el tratamiento de la enferme-
dad. Por esta razon se propone carac-
terizar las cepas de L. infantum que
afectan actualmente a cdninos y por
ende puede afectar a los humanos.

El estudio busca evaluar si los parasit-
os aislados de perros diagnosticados
con leishmaniasis visceral, en el Cen-
tro Antirrabico Nacional (CAN) de
Paraguay corresponden a la especie L.
infantum.

MATERIALES Y METODOS

Area de_estudio: Se tomaron mues-
tras de diversos barrios del area me-
tropolitana de Asuncién, acorde a la
disponibilidad del CAN. (Municipios
de San Lorenzo, Lambaré, Fernando
de la Mora, Villa Elisa y otros.)

Diserio y criterios del trabajo

Se realizo un estudio de tipo observa-
cional descriptivo de corte transverso.
Las muestras tomadas consistieron
en trocitos de tejido del bazo y gan-
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glio linfatico, obtenido de perros que
fueran destinados a eutanasia huma-
nitaria con diagnostico positivo para
Leishmaniasis Visceral en el CAN.
La muestra fue tomada desde el mes
de diciembre del 2012 hasta agosto
de 2013 acorde a la disponibilidad
del CAN. Se incluyé una N=40 pe-
rros de diversas razas, edad y de am-
bos sexos, todos procedentes del area
metropolitana de Asuncion. Se rea-
liz6 un muestreo no probabilistico por
conveniencia.

Las muestras fueron procesadas inme-
diatamente y cultivadas en triplicado,
en medio de cultivo bifasico de Agar
Sangre, NNN, 3N (Medio de Novy,
McNeal, Nicolle). Los cultivos fueron
controlados cada 48 horas hasta lograr
una concentracion de crecimiento de
10 © parasitos/mL. Como control de
crecimiento y para fines comparativos
se cultivaron las cepas de referencia
L. infantum M/CAN/ES/96/BCN 150
y L. braziliensis M/Hom/CO/88/UA
301, mantenidas en medio de cultivo
Schneider’s en el Dpto. de Medicina
Tropical.

Extraccion de ADN gendmico a par-
tir de muestras de cultivo: A partir de

alicuotas de 200 ul del cultivo NNN
que contenia los pardsitos, se pro-
cedio a realizar la resuspension de los
parasitos en buffer de lavado PBS
(tampon fosfato 0,1 mol/L, NaCl 0,15
mol/L) pH= 7,2. Los procedimientos
posteriores se realizaron siguiendo el
protocolo del fabricante. (PureLink®
Viral RNA/DNA Mini Kit, USA). El
sedimento resuspendio en 50 o 100
uL de agua milli Q estéril.

El ADN total aislado fue chequeado
por electroforesis en agarosa (0.8%
w/v). La electroforesis fue corrida a
100 V en buffer TAE 1X durante 45
minutos. La concentracion de ADN
fue calculada de manera aproximada
de forma comparativa por la inten-
sidad obtenida, con el patrén de peso
comercial.

Reaccion en cadena de la polimera-
sa (PCR): amplificacion del gen de
la proteina del choque térmico de 70
kD (Hsp70).

Se utilizé la PCR para amplificar los
genes de interés. En primer lugar el
gen que codifica la Hsp70, constituye
el blanco del analisis (Garcia et al.,
2004). Este gen se amplifico para la
obtencion de las secuencias nucleo-
tidicas correspondientes al parasito en
un tamafio de 1300 pares.

Cebadores para la amplificacion del
gen hsp70

Se utilizaron cebadores que amplifi-
can una region de 1,3 Kpb del gen que
codifica la proteina Hsp70 reportados
por Garcia et al., 2004 y sintetizados
por Life Technology (USA). Estos
son:

HSP70Sen:
GACGGTGCCTGCCTACCAA
HSP70Anti: CCGCCCATGCTCTG-
ACATC

Optimizacion de la PCR- Hsp70

Se utilizaron las dos cepas de refe-
rencias ademas de algunas muestras
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propias para del estudio. La mezcla de
reaccion (50pul), contenia 200 uM de
cada ANTP; 1X del tampon (Tris-HC1
670 mmol/L pH=8,8; (NH4)

2S804 160 mmol/L; Tween 20 (0,1%)
y cantidades variables de MgCI2
(1,5; 2,0; 2,5 y 3 mmol/L); enzima
Taq platinum DNA polimerasa (1,5
U) y cebador (5- 10 — 20 umol/uL).
Ademas, 0,25 % de DMSOy 10 ng de
ADN genomico. Se incluy6 en todos
los experimentos agua destilada como
control negativo.

Las reacciones de amplificacion se
realizaron en los termocicladores
PTC-100 Mini-Cycler (MJ Research,
Waltham, MA, EUA).

Condiciones de la PCR- hsp 70

Se realizaron mezclas con volumenes
finales de 25 y 30 uL., conteniendo
los reactivos del kit de PCR de la Taq
Platinum de Invitrogene.

El protocolo consistio: desnatural-
izacion inicial (94°C, 2 min) segui-
do de 40 ciclos de desnaturalizacién
(94°C, 30 seg), hibridacion (60°C,
Imin) y extension (72°C, 3 min), con
una extension final a 72°C, 10 min,
para obtener un amplicon de 1300 pb.
Electroforesis en agarosa (Verifi-
cacion de Amplificacién)

Los resultados de la amplificacion se
verificaron mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2 % en tampdn de
corrida TAE, corrida a 100 V durante
1 hora. La electroforesis se visualizo
en un transiluminador de luz UV.

Restricciones Enzimdticas

Los productos amplificados se utiliza-
ron para realizar las correspondientes
restricciones enzimaticas. en un vol-
umen total de 10ul, se utiliz6é Sul del
ADN precipitado, tampon de la enzi-
ma y la enzima Haelll, siguiendo las
instrucciones del fabricante. La mez-
cla se centrifugd brevemente previa
incubacion. Los tubos se colocaron en
bafo maria a 37°C, y se incubo toda la
noche. Posteriormente, los productos
de la digestion se visualizaron medi-
ante corrida electroforética tefiida con
bromuro de etidio.

El marcador de peso molecular uti-
lizado fue el hiperladder V de Bioline
(USA). Esto permitié comparar los
patrones de bandas entre los aislados.

RESULTADOS

Se establecieron las condiciones y se
optimizaron los pardmetros analiticos
necesarios para lograr una amplifi-
cacion adecuada del gen Asp70 medi-
ante PCR.

Las condiciones 6ptimas de la mezcla
de reaccion fueron: concentracion de
cebadores (10umol/L de cada uno),
MgCl2 (1 mmol/L) y cantidad de la
enzima empleada (1 U), los demas
parametros’ se utilizaron siguiendo
las condiciones recomendadas por la
literatura (Garcia et al., 2004). Los
resultados obtenidos en la evaluacion
de cada uno de estos componentes,
pueden observarse en las figuras 1y 2.
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Figura 1: En la foto se muestran los productos de amplificacion por PCR del
gen de la proteina del choque térmico Hsp 70, de los aislados de parasitos de
Leishmania sp que proceden de muestras de perro y de muestras de referencia
mantenidas en el laboratorio de Medicina Tropical.
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Referencias: PM = Peso molecular Hiperladder I 200 pb (Bioline,USA, Inc). Carril 1 a 7: aislados de
parasitos de perros positivos con leishmaniasis procedentes del CAN, Asuncion. Carril 8: L. braziliensis
(cepa referencia), Carril 9: L. infantum (cepa referencia), Carril 10: 7. cruzi, (sin amplificacion), Carril
11: L. amazonensis (sin amplificacion), CN: control negativo.

Figura 2: Amplificacion por PCR del gen de la proteina del choque térmico
Hsp 70, de aislados de parésitos de Leishmania sp previamente cultivada en
medio NNN a partir de muestras de perros positivos que llegaron al CAN.
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Referencias: Carril | a 5: aislados de parasitos de diferentes perros positivos con leishmaniasis proce-
dentes del CAN, Asuncion. PM: Peso molecular Hiperladder I 200 pb (Bioline,USA, Inc). CN: Control
negativo.

Bajo estas condiciones, se obtuvo am- Polimorfismo en la Longitud de los
plificacion mediante PCR hsp70 en Fragmentos de Restriccion (RFLP)
las 37 muestras de Leishmania anal- con enzima de restriccion Haelll
izadas. Tres muestras no amplificaron

por probable degradaciéon del ADN. La digestion de los productos de am-
plificacion con la enzima Hae I,
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mostro reconocimiento de sitios en
la secuencia del ADN del gen de la
proteina de choque térmico de 70 kD
(Hsp70) de Leishmania y los detalles
individuales del patron teoérico de di-
gestion para cada secuencia se pueden
observar en la figura 3, donde se indi-

ca también la talla teérica de los frag-
mentos de restriccion. El analisis del
tamafio de los fragmentos generados
permitié establecer los patrones de
bandas caracteristicos para la especie,
registrando la presencia o ausencia de
bandas en cada caso.

Figura3: Producto de la digestion con Hae III obtenido mediante el método
PCR- RFLP. Perfil de bandas correspondiente al corte de fragmentos obteni-

dos entre 100 y 400 pb.
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Referencias: PM = peso molecular de 50 pb (Bioline). Carril 1 a 7: aislados de parasitos de perros proce-
dentes del CAN, Asuncion. Carril 8: L. braziliensis (referencia), Carril 9: L. infantum (referencia), Carril
10:T.cruzi, (sin amplificacion), Carril 11: L. amazonensis (sin amplificacién), CN: control negativo.

DISCUSION

Los datos de vigilancia epide-
miologica a nivel global indican que el
numero de casos de leishmaniasis se ha
incrementado en las ultimas décadas.

Esto puede explicarse, en parte, por
el desarrollo de nuevos métodos di-
agnosticos y, por tanto, el reporte de
mas casos, pero también por otras
razones como el control inadecuado
de vectores o de reservorios, la urba-
nizacion del vector, la deforestacion,
la resistencia a los medicamentos
(Reithinger et al., 2007)

Los métodos moleculares, en parti-
cular los que se basan en la PCR, han
demostrado ser sensibles y especi-
ficos para lograr la identificacion de
especies de Leishmania y facilitan
la posterior discriminacion de espe-
cimenes que infectan humanos, reser-
vorios y vectores a partir de distintos
tipos de muestras (Maia et al., 2009).

Estas caracteristicas de la PCR faci-
litan, al mismo tiempo, su aplicabili-
dad a escala epidemiologica en distin-
tos contextos geograficos (Katakura,
2009). Sin embargo, hasta el momen-
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to ninguno de los métodos reportados
se considera de referencia.

En este estudio se mantuvieron cul-
tivos de ganglios y bazos de cada
perro, hasta obtener la cantidad nece-
saria para la extraccion de ADN, asi
como para la crio preservacion de los
parasitos. Los demas organos (higado
y/o biopsias de diversos drganos) no
se pudieron procesar debido al cos-
to elevado que implica este tipo de
reacciones, sin embargo las mismas
fueron conservadas en congeladores —
70 para posteriores estudios.

Por otro lado, un principio funda-
mental para el uso de la PCR con-
tinua siendo la busqueda de su opti-
mizacion, con el fin de garantizar una
amplificacion exitosa, ya sea cuando
se establece por primera vez en un
laboratorio, cuando o se utilizan por
primera vez un juego de cebadores,
como se realizo en este trabajo.

La digestion con la enzima Hae III,
mostro reconocimiento de sitios en
la secuencia del ADN del gen de la
proteina de choque térmico de 70 kD
(Hsp70) de Leishmania sp. Sin em-
bargo, cabe destacar aqui, que aun no
se ha logrado la optimizacién comple-
ta del método de PCR-RFLP, a pesar
de observar restriccion de la enzima
en sitios similares para todos los
fragmentos de esta proteina proceden-
te de parasitos aislados de diferentes
individuos (perros). Es decir que se
verifico correspondencia con L. infan-
tum con similitud entre los patrones
encontrados, similar a otros trabajos
previos (Montalvo et al., 2008, Vol-

pini et al., 2004). Este resultado in-
dico que a pesar de los perfiles poco
claros, no se observd polimorfismo
en los aislados analizados en relacion
a este gen, demostrando parte de los
fragmentos caracteristicos de la es-
pecie y la aparente ausencia de vari-
antes genéticas en los fragmentos ob-
servados. Estos resultados mostraron
una buena concordancia con los sitios
de los fragmentos que fueron cortados
con la enzima Hae 11l para la especie
en estudio.

Por tanto el resultado muestra que la
técnica aun requiere ser estandarizada
para las condiciones de nuestro labo-
ratorio y con este estudio se debe in-
vestigar las variables que permitan la
optimizacion de resultados con el fin
de obtener los perfiles de digestion de
forma nitida y con bandas separadas,
lo que permitiria una mejor visua-
lizacion y diferenciacion de los frag-
mentos caracteristicos de L. infantum.
Con la optimizacion de esta técnica,
podria realizarse con mas frecuencia
los estudios de amplio espectro a niv-
el de epidemiologia molecular y con
la inclusion de protocolos de los mét-
odos moleculares a algoritmos dia-
gnosticos de la leishmaniasis permite
responder la pregunta epidemioldgica
de cudl es la especie de parasito invo-
lucrada en la enfermedad. A pesar de
este valioso aporte, resta aun evaluar
protocolos con mayor sensibilidad di-
agnostica.

CONCLUSIONES

* Se optimizo el método diagnos-
tico por PCR para Leishmania
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sp. utilizando el gen de la protei-
na de choque térmico de 70 kD.
(Hsp70)

* El genotipo de los pardsitos que
circulan en los reservorios cani-
dos ha presentado un perfil bas-
tante homogéneo, por tanto es
indicativo de la carencia o la
reducida cantidad de variantes
genéticas en el fragmento en es
tudio, aunque se requieren mas
estudios para afirmar esta con-
clusion.

* Se determino el perfil caracteristi-
co de bandas de cada aislado a
pesar de la necesidad de optimi-
zar la RFLP para identificar los
tamanos exactos de los sitios de
corte de los fragmentos.

* Segln los patrones observados,
los parasitos aislados de perros
diagnosticados con leishmaniasis
positiva han demostrado perfiles
genéticos, similares al descrito
por otros autores para Leishmania
infantum. Sin embargo, los per-
files obtenidos como resultado de
la técnica de RFLP no son sufici-
entes para realizar esta afirmacion
y se recomienda continuar con la
optimizacion del método.
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