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RESUMEN

Introduccion: Las pruebas de referencias para el diagnostico diferencial de leishmaniosis
para la deteccion de Leishmania presentan baja sensibilidad (microscopia) o son muy
complejas y costosas cuando se quiere caracterizarlas mediante la electroforesis enzimatica
multilocus (MLEE). Las pruebas moleculares a pesar de no estar incluidas dentro de las
pruebas de referencia, se usan ampliamente para el diagnostico de leishmaniosis por su gran
sensibilidad y especificidad; estos métodos discriminan tanto el género como el subgénero
y, para determinar la especie, se emplea otros mas complejos y costosos. Por ello, es
importante usar métodos moleculares alternativos, econdémicos, rapidos que simplifiquen
pasos y dianas moleculares con una gran expresion dentro del parasito. Disefio: Estudio
cuantitativo, descriptivo, transversal no experimental. Objetivo: Evaluar el desempefio de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa a tiempo real y analisis de fusion alta resolucion de
amplicones obtenidos de cebadores dirigidos al minicirculo del kinetoplasto para la deteccion
de Leishmania. Método: Se uso 9 cultivos almacenados (C1 a C9) de Leishmania, cuyo
comportamiento de crecimiento fue evaluado in vitro. Para la PCR en tiempo real y andlisis
de fusion de alta resolucion (PCR HRM), se seleccionaron cebadores empleados en la
bibliografia. Con el ADN obtenido de los cultivos, se realizo la PCR HRM y se analiz6 las
temperaturas de fusion halladas, ademas, se determind el limite de deteccion mediante
diluciones seriadas. Resultado: Los recuentos parasitarios de los cultivos C1 al C5
obtuvieron de 30 a 100 millones de parasitos por mL al inicio de la fase estacionaria, y los
cultivos C6 al C9 alcanzaron recuentos cercanos al inoculo inicial de 500 parasitos por mL.
Los cebadores seleccionados para la PCR HRM fueron los siguientes: MP1L-MP3H,
PASSOS F-PASSOS R y PASSOS F-MP3H. A partir de la PCR HRM con los cebadores
PASSOS F- PASSOS R, se obtuvo una Tm. de 79.07 + 0.03 °C con los cultivos C1 al C5
que correspondieron al subgénero L. Leishmania y con los cultivos C6 al C9 obtuvo un Tm.
de 80.81 £ 0.03 °C que correspondieron al subgénero L. Viannia. Con los cebadores MP1L-
MP3H y los cultivos C6 al C9, se obtuvo una Tm de 80.44 + 0.14 °C que correspondieron al
subgénero L. Viannia que fueron evaluados a su vez con los cebadores PASSOS F-MP3H de
lo cual resulto lo siguiente: Tm C6 de 77.45 + 0.06 °C, C7 de 77.65 £0.12 °C, C8 de 77.60
+ 0.08 °C y C9 de 77.53 = 0.05 °C. El limite de deteccion para los cebadores PASSOS F-
PASSOS R con el cultivo correspondiente al subgénero L. Viannia fue de 100 pg que
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equivale a 338.2 parasitos y con el cultivo del subgénero L. Leishmania fue de 100 fg o 0.57
de parasito. Con los cebadores MP1L-MP3H el limite deteccion con el cultivo del subgénero
L. Viannia fue de 1pg que equivale a 5.66 parésitos y con los cebadores PASSOS F-MP3H
para el mismo subgénero el limite de deteccion fue de 10 pg o 56.6 parésitos. Conclusiones:
Los cebadores seleccionados determinaron el género y subgénero de los 9 cultivos de
Leishmania; los cebadores PASSOS F-PASSOS R a través de la PCR HRM determinaron en
los cultivos utilizados los dos subgéneros L. Leishmania y L. Viannia con Tm diferentes entre
estos dos grupos. Los cebadores MP1L-MP3H determinaron el subgénero L. Viannia en los
cultivos C6 al C9 sin diferencias en sus Tm; y los cebadores PASSOS F-MP3H que

amplificaron los cultivos C6 al C9 no hallaron diferencias concluyentes en sus Tm.

Palabras clave: PCR HRM, Tm (temperaturas de fusion), Leishmania, cebadores,

minicirculo, kinetoplasto.
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ABSTRACT

Introduction: The reference tests for the differential diagnosis of leishmaniasis for the
detection of Leishmania have low sensitivity (microscopy) or are very complex and
expensive when they are to be characterized using multilocus enzyme electrophoresis
(MLEE). Molecular tests, despite not being included in the reference tests, are widely used
for the diagnosis of leishmaniasis due to their great sensitivity and specificity; These methods
discriminate both genus and subgenus and, to determine the species, more complex and
expensive methods are used. Therefore, it is important to use alternative, economical, rapid
molecular methods that simplify steps and molecular targets with high expression within the
parasite. Design: Quantitative, descriptive, non-experimental cross-sectional study.
Objective: To evaluate the performance of real-time Polymerase Chain Reaction and high-
resolution melting analysis of amplicons obtained from primers directed to the kinetoplast
minicircle for the detection of Leishmania. Method: Nine stored cultures (C1 to C9) of
Leishmania were used, whose growth behavior was evaluated in vitro. For real-time PCR
and high-resolution melting analysis (HRM PCR), primers used in the literature were
selected. With the DNA obtained from the cultures, the HRM PCR was performed and the
melting temperatures found were analyzed; in addition, the detection limit was determined
through serial dilutions. Result: The parasite counts of cultures C1 to C5 obtained 30 to 100
million parasites per mL at the beginning of the stationary phase, and cultures C6 to C9
reached counts close to the initial inoculum of 500 parasites per mL. The primers selected
for HRM PCR were as follows: MP1L-MP3H, PASSOS F-PASSOS R, and PASSOS F-
MP3H. From the HRM PCR with the PASSOS F-PASSOS R primers, a Tm was obtained.
0f 79.07 + 0.03 °C with cultures C1 to C5 that corresponded to the subgenus L. Leishmania
and with cultures C6 to C9 a Tm. of 80.81 = 0.03 °C that corresponded to the subgenus L.
Viannia. With the MP1L-MP3H primers and the C6 to C9 cultures, a Tm of 80.44 = 0.14 °C
was obtained, which corresponded to the L. Viannia subgenus, which were evaluated in turn
with the PASSOS F-MP3H primers, resulting in the following: Tm C6 of 77.45 + 0.06 °C,
C70f77.65+0.12 °C, C8 of 77.60 = 0.08 °C and C9 of 77.53 £ 0.05 °C. The detection limit
for the PASSOS F-PASSOS R primers with the culture corresponding to the L. Viannia
subgenus was 100 pg, which is equivalent to 338.2 parasites, and with the culture of the L.

Leishmania subgenus, it was 100 fg or 0.57 parasites. With the MP1L-MP3H primers, the
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detection limit with the culture of the L. Viannia subgenus was 1 pg, which is equivalent to
5.66 parasites, and with the PASSOS F-MP3H primers for the same subgenus, the detection
limit was 10 pg or 56.6 parasites. Conclusions: The selected primers determined the genus
and subgenus of the 9 Leishmania cultures; The PASSOS F-PASSOS R primers through
HRM PCR determined in the cultures used the two subgenera L. Leishmania and L. Viannia
with different Tm between these two groups. The MP1L-MP3H primers determined the L.
Viannia subgenus in cultures C6 to C9 without differences in their Tm; and the PASSOS F-
MP3H primers that amplified cultures C6 to C9 did not find conclusive differences in their
Tm.

Keywords: PCR HRM, Tm (melting temperatures), Leishmania, primers, minicircle,

kinetoplast.
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CAPITULO I: INTRODUCCION



1.1.DESCRIPCION DE LOS ANTECEDENTES

La leishmaniosis estd catalogada como una Enfermedad Tropical Desatendida
(EDT)!3, Actualmente se estima entre 700 000 a 1 000 000 de nuevos casos al afio;
y el Perti es uno de los paises donde se da entre 95% y el 90% de los casos que

producen la manifestacion cutdnea y mucocutdnea respectivamente®.

La leishmaniosis es una enfermedad parasitaria que en sus manifestaciones cutaneas
y mucocutaneas, causan lesiones similares a las causadas por otros microorganismos.
Las pruebas de referencia son la observacion microscopica del parasito, al tomar una
muestra de la lesion (observacion directa); la observacion del parésito, al extraer un
pedazo de tejido (biopsia) seguido de una coloracion con Hematoxilina y Eosina o la
confirmacioén microscopica del crecimiento del parasito en un medio de cultivo donde
se coloca un poco de la muestra de la lesion'®. Estas pruebas tienen una baja
sensibilidad condicionadas a una correcta toma de muestra (localizacioén de la zona
para la toma dentro de la lesion, material con la que se toma la muestra y previo aseo
de la zona para evitar contaminacién con otros microorganismos), a la carga
parasitaria de la lesion y a la exigencia de estos parasitos para crecer en los medios

de cultivos®.

Las pruebas moleculares, superan en cuanto a sensibilidad, a las pruebas de referencia
e, incluso, su especificidad es muy buena. La reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) no solo ofrece la deteccion del parasito Leishmania, sino también identificar
el subgénero y la especie, pues con una PCR convencional bastaria para saber el
género o inclusive con 2 ensayos de PCR, el subgénero; llegar a conocer la especie
involucra pasos mas complejos y costosos'”.

La PCR a tiempo real (gPCR) y analisis de alta resolucion de las temperaturas de
fusion (PCR HRM) es un método usado para identificar y discriminar entre los
subgéneros y especies de Leishmania. A diferencia de los demas métodos basados en
la PCR, la evaluacién de las temperaturas de fusion no involucra procesos pos-PCR
ni uso de sondas marcadas o electroforesis; todo se da en un solo ensayo a tapa

cerrada®.,



Diotallevi et al. en el 2020 evaluaron la utilidad de los cebadores MLF-MLR
basados en las temperaturas de fusion; emplearon muestras humanas y caninas para
la discriminacion entre los subgéneros Viannia y Leishmania. Trabajaron a ciego
con muestras caninas de leishmaniosis visceral y obtuvieron una sensibilidad del
95,6 % en médula dsea, y en muestras de sangre periférica 38,5 %. Se contd con
cepas brasilefas con las cuales se obtuvo diferencia de temperaturas de fusion entre
los subgéneros Leishmania (Viannia) (82.88 °C) y Leishmania (Leishmania) (84.20
°C). Ademés mediante las temperaturas de fusion se logré diferenciar entre la

Leishmania infantum (84.83 °C) de la Leishmania (L.) amazonensis (84.20 °C)®,

En el estudio de Sevilha et al., en el afio 2018, se utilizo cebadores dirigidos al
minicirculo para la evaluacion de precision de la gPCR en la cuantificacién de
ADNEKk en capas de piel de lesiones cutaneas de Leishmania. Para la cuantificacion
se realizd una curva estandar con diluciones de una cepa de referencia Leishmania
(V.) braziliensis; para la compatibilidad de las curvas de fusion, se usaron cepas de
referencias Leishmania (V.) braziliensis (Tm=77.69 °C), Leishmania (L.)
amazonensis (Tm=78.03 °C) Leishmania chagasi (Tm=78.74 °C). Los autores
determinaron que las capas superficiales de la piel (epidermis y dermis superior)
contenian mucho mas parasitos. En cuanto la sensibilidad, 30 de 40 pacientes
diagnosticados con Leishmaniosis tegumentaria Americana (LTA) fueron positivos
(75 %) mediante la qPCR al menos en una de las capas de piel de la lesion y, ademas,
compatibles a Leishmania (V.) braziliensis en la curva de fusion confirmado por

RFLPU!0,

En el estudio de Rojas (2017), se evalud la presencia de infecciones naturales de
Leishmania en garrapatas mediante el ensayo de PCR convencional e identificacion
de una de estas mediante la PCR HRM de ADN de kinetoplasto. De un total de 81
garrapatas de 6 especies diferentes, se logrd la deteccion de Leishmania en 3
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, de las cuales mediante el analisis de curvas

de fusion, una de ellas tenia compatibilidad del 90.23 % con la curva de referencia
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de Leishmania (V.) guyanensis; las otras 2 obtuvieron una variacion mayor al 10 %
por lo que se descarto la similitud con las curvas de fusion de las cepas de referencias

usadas en este estudio !,

En el ano 2017, Gomes et al. evaluaron la sensibilidad y especificidad del ensayo
de la PCR a tiempo real mediante SYBR Green y TagMan usando cebadores que
amplifican secuencias del minicirculo del kinetoplasto de Leishmania (par de
cebadores MP1L-MP3H vy otros dos cebadores con una sonda FAM). Las muestras
que se analizaron para este estudio procedian de biopsias e hisopos con muestra de
lesiones cutaneas y mucosas. Para la gPCR con SYBR Green en biopsias de lesiones
en mucosas y cutaneas, se obtuvo una sensibilidad de 69.23 % y 75.86 %
respectivamente. En la gPCR TagMan, la sensibilidad en biopsias de lesion en
mucosas fue de 46.15% y en las lesiones cutdneas, de 58.62 %. En cuanto a los
resultados tomados con hisopos de lesiones en mucosas la gPCR con SYBR Green
tuvo una sensibilidad de 50 % y en lesiones cutaneas fue de 94.44 %; con gPCR
TagMan en hisopados de lesiones en mucosas y cutaneas la sensibilidad fue de 42.86
% y 66.67 %, respectivamente. La especificidad de los 2 ensayos fue del 100 %;
aunque no se da informacion de las temperaturas de fusion de las cepas de control
que se usd en este estudio, se menciona el ciclo umbral de los cebadores MP1-
L/MP3-H de las Leishmania (V.) braziliensis Ct=10.84; Leishmania (V.) guyanensis
Ct=25.13 y Trypanozoma cruzi Ct=30.05"%,

En el afio 2014, Ceccarelli realizd un andlisis de curva de fusiéon para la
discriminacion de los subgéneros Leishmania (V.) y Leishmania (L.) a partir de los
cebadores MaryF-MaryR y MLF-MLR. Con el primer par de cebadores no se
encontrd una gran diferencia entre las temperaturas de fusion a nivel de subgéneros,
a diferencia de los cebadores MLF-MLR con los que se diferencio entre los dos
subgéneros con temperaturas fusion de 83.14 °C Leishmania (L.) y 84.14 °C
Leishmania (V.). Ademas, se observo diferencias en las temperaturas de fusion entre
especies del subgénero Leishmania (V.) y un doble pico en Leishmania infantum

que lo diferencia de Leishmania (V.) amazonensis.



Los cebadores MaryF-MaryR que amplifican un fragmento de Leishmania infantum
amplificaron especies del nuevo mundo, lo que demuestra que existen

subpoblaciones de minicirculos en las especies del nuevo mundo?).

En el estudio de Rojas er al. (2013) se uso cepa de referencia para evaluar la utilidad
del analisis de curvas de fusion para diferenciar entre especies de Leishmania. Los
cebadores empleados amplificaban la region conservada del minicirculo del
kinetoplasto de 120 pb (OL1-OL2). Se obtuvo 4 grupos diferenciados mediante
SYBR Green con temperaturas de fusion de: Leishmania (V.) braziliensis (81.1 °C),
Leishmania (V.) peruviana (80.3 °C), Leishmania (L.) amazonensis (82.5 °C),
Leishmania (L.) mexicana (83.1 °C). Con el fluoroforo EVA Green también se
observd 4 grupos diferenciados con temperaturas de fusion de: Leishmania (V.)
braziliensis (82.3 °C), Leishmania (V.) peruviana (81.5°C), Leishmania (L.)

amazonensis (83.5°C), Leishmania (L.) mexicana (84.5°C)1%.

En el afio 2012 Pereira et al. demostraron que se puede discriminar entre los
subgéneros de Leishmania, mediante la gPCR basada en SYBR Green dirigida a una
region conservada de 120 pb del minicirculo del kinetoplasto, para lo cual se elabord
perfiles de fusion en cepas de referencias, obteniendo Tm. promedio de 78.95 °C
para Leishmania (L.) infantum y Leishmania (L.) amazonensis y Tm. de 77.34 °C
para Leishmania (V.) braziliensis y Leishmania (V.) shawi, posteriormente los
autores anadieron los perfiles de fusion de Leishmania (V.) guyanensis-naiffi-
lainsoni con una Tm. promedio de 77.3 °C. Ademas, corroboraron los perfiles de
fusion de las cepas de referencias enfrentadas con el ADN de muestras clinicas y
vectores infectados por Leishmania previamente identificados. Las muestras
clinicas dermotopicas y vectores infectados con Leishmania (V.) braziliensis
obtuvieron una Tm. de 77.68 °Cy 77.25 °C, respectivamente. Para muestras clinicas
de leishmaniosis visceral y vectores infectados con Leishmania (L.) infantum, las

Tm. fueron de 78.94 °C y 78.98 °C respectivamente!?,



1.2.IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

La leishmaniosis es una enfermedad muy compleja por su espectro clinico variado y
los diferentes subgéneros y especies que contiene el protozoario Leishmania'®. El
diagnostico de leishmaniosis requiere de la clinica y de pruebas de laboratorio, de las
cuales el método de referencia, como se ha mencionado, es la observacion
microscopica del parasito (método parasitologico), la cual es altamente especifica,
pero su sensibilidad presenta mucha variacion en diferentes publicaciones. Es cierto
que, con el pasar de los afios, se ha mejorado la técnica (recoleccion de muestra para
frotis directo y biopsia), pero las sensibilidades halladas fluctuan de un 33 % hasta un
94%©17:18) E] aislamiento del parésito por cultivo es un método de larga duracion e
igualmente la sensibilidad reportada de diferentes estudios varia de un 20 % hasta un
70%719)_ Esta gran variacion en la sensibilidad en los métodos de referencia, a pesar
de su especificidad, genera el uso de otros métodos para la identificacion de este

parasito(6-202D,

Las pruebas moleculares detectan en muestras clinicas desde un parasito a fracciones
de este, lo que equivale a fentogramos de ADN gendmico, ribosomal o de
kinetoplasto!®??. La sensibilidad de las pruebas moleculares especificamente la
PCR, va desde un 70 % a un casi 100 % lo cual presenta una mejor sensibilidad en
muestras cutaneas raspados, hisopados o biopsias a diferencia que en lesiones de
mucosas (biopsias) o leishmaniosis visceral (biopsia de médula 6sea). Sin embargo,
esta metodologia sigue siendo mas sensible y con menos variacion que la

tradicional'®.

Los métodos basados en la PCR convencional logran determinar el género o
subgénero de Leishmania, la identificacioén de la especie se puede realizar mediante
PCR RFLP (Fragmento de Restriccion de Longitud Polimorfica), PCR multiplex,
PCR con posterior secuenciamiento o también usando la PCR a tiempo real con
sondas marcadas. Por ello la caracterizacion y tipificacion del protozoario Leishmania

implica un proceso complejo y costoso.



Usar las temperaturas de fusion a través de la PCR a tiempo real (PCR High resolution
melting), a diferencia de los demas métodos basados en PCR, no involucra una
digestion enzimatica de restriccion, sondas marcadas o electroforesis, ademas no lleva
riesgo de contaminacion. La fusion de alta resolucion (HRM) ha sido empleada para
genotipificar virus, bacterias, hongos, protozoarios, deteccion de polimorfismo de
enfermedades genéticas, etc. El cambio de las temperaturas de fusion nos brinda
informacion valiosa sobre la diferencia de nucledtido en regiones conservadas de
diferentes especies de Leishmania; esto implica que al usar un par de cebadores se
puede distinguir entre especies o subgéneros a partir de diferencias en las secuencias

de sus amplicones7?%.

En el presente estudio, se us6 el método PCR-HRM para la deteccion de Leishmania
y, ademas, se escogidé como blanco molecular las regiones conservadas de ADN del
minicirculo del kinetoplasto, las cuales presentan de 10 000 a 20 000 copias dentro
de un solo parasito, a diferencia de las dianas moleculares usadas en el genoma y el
ribosoma con menor cantidad de copias®?. En fusién de tener un método sensible,

con pocos pasos y usando menos insumos en el proceso.



1.3.0BJETIVOS
1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la Reaccion en Cadena de la Polimerasa a tiempo real y el analisis de
fusion de alta resolucion, usando cebadores dirigidos al minicirculo del

kinetoplasto, para la deteccion de Leishmania obtenidos de cultivos.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Seleccionar cebadores dirigidos al minicirculo del kinetoplasto para la

deteccion Leishmania.

- Hallar las temperaturas de fusion de los amplicones generados por los cebadores

dirigidos a los minicirculos del kinetoplasto de los cultivos de Leishmania.

- Evaluar similitudes o diferencias en las temperaturas de fusion de los
amplicones obtenidos por los cebadores dirigidos al minicirculo del
kinetoplasto de los cultivos de Leishmania.

- Determinar el limite de deteccion y especificidad de los cebadores
seleccionados dirigidos al minicirculo del kinetoplasto para la deteccion de
Leishmania.

- Evaluar el resultado de las temperaturas de fusién frente a la curva de

crecimiento de los cultivos de Leishmania.



1.4.BASES TEORICAS

1.4.1. BASE TEORICA

Leishmania

DEFINICION

Es un protozoario flagelado que parasita de forma intracelular en los macréfagos
lograndose multiplicar dentro de estos®®. Pertenece al Phylum: Euglenozoa, Clase:
Kinetoplastea, Orden: Trypanosomatida, Familia: Trypanosomatidae y Género:
Leishmania. Este pardsito tiene un ciclo de vida digenético o dimorfico, y sus
hospederos son seres invertebrados (Phlebotomus, Lutzomyia) y vertebrados, como
los mamiferos. Existen alrededor de 20 especies que son patégenas, divididas en tres

subgéneros Leishmania (L.), Leishmania (V.) y Leishmania sauroleishmania®=>®.

LEISHMANIOSIS

HISTORIA

La leishmaniosis en el hombre data de tiempos antiguos antes de cristo (a. C.); esta
enfermedad estuvo presente en el nuevo y en el viejo mundo. El parésito que provoca
la leishmaniosis es un protozoario llamado Leishmania que se origind en Africa,
aunque otros investigadores mencionan que fue en América. Existen varias teorias en
cuanto a su evolucion, pero todas ellas comparten que el ancestro comin fue
Sauroleishmania, protozoario hallado en hospederos reptilianos, del cual se

separaron en los diferentes subgéneros y especies®’?®).



LEISHMANIOSIS EN EL PERU

La leishmaniosis en el Peru se present6 en una momia peruana de hace 800 afios a.
C.; también, en los huacos retratos de la cultura Mochica y Chimu del afio 330 a. C.
al 500 d. C. y 1000 al 1400 d.C., respectivamente. En los afios 1500 hacia adelante,
muchos conquistadores observaron lesiones deformantes en la poblacion indigena en
los Andes. Mas tarde la frecuencia de estas lesiones no solo afectaba a los indios si
no a espaioles de los Andes; esto dio a entender que se trataba de una enfermedad.
En el afio 1586, Fray Rodrigo la reconocio y la asocio6 a la ocupacion y la geografia.
Por otra parte, la identificacion de la funcion de los flebotomos como agente
transmisor fue mencionado por el cronista Bueno en el afio 1764, quien también
describi6 las llagas provocadas por este insecto. Los nativos denominaban a estas
lesiones “UTA” proveniente de una palabra quechua que significa “picadura de
mosquito”. La primera identificacion de leishmaniosis en Pert se dio en el afio 1911,
por el médico peruano Escomel en un caso de “ESPUNDIA”. En la universidad de
Harvard, en 1913, se determin6 que la UTA era un tipo de leishmaniosis de forma
cutanea y la ESPUNDIA, como la forma mucocutanea. Luego de estos hallazgos,
muchos investigadores peruanos y americanos empezaron a realizar estudios del

reconocimientos de nuevos subgéneros y especies de las zonas endémicas?®3?,

LEISHMANIOSIS EN EL ORIENTE

La leishmaniosis en el viejo mundo fue conocida como “boton del Oriente”; fue
encontrada en momias egipcias con leishmaniosis visceral desde 2050-1650 afios a.
C. y registrada en papiros. También se tiene informacion que los drabes inmunizaban
en las nalgas, con las moscas de arenas o lesiones activas para evitar lesiones
desfigurantes. En la edad media, se empezd la descripcion del “botdn o llaga oriental”,
tal como lo hizo Avicena al norte de Afganistan. Los nombres que tomaba esta
enfermedad eran variados, dependiendo de la region por lo que muchos cientificos la
describieron sin pensar que era la misma. El descubrimiento del agente etiologico de
esta enfermedad generd la conclusion de que todas estas enfermedades, con una

clinica similar, tenian como responsable el mismo parasito. Las primeras
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descripciones de la morfologia del parasito que causaba el “boton del Oriente” fueron
hechas por Cunnighan en 1885, Firth en 1891 y Borowsky en 1898C%. Wright, un
médico estadounidense, encontré en 1903 a este protozoario en los frotices de
lesiones de una nifla armenia, al cual describi6 su morfologia, registré en

microfotografias y lo denominé Helcosoma tropicum®.

Fue Leishman, en 1903, quien encontrd cuerpos redondos en frotis coloreadas con
derivados de Romanowsky obtenidos del bazo de un soldado con esplenomegalia y
los describi6 como una forma de tripanosomiasis. Mas tarde Donovan, observo el
mismo caso en un paciente con Kala Azar, trazd un dibujo y se lo envi6 a Leishman
quien concluyé que era un nuevo pardsito parecido al Trypanosoma, pero, en este
caso, eran cuerpos ovales con forma de un Trypanosoma degenerado. Luego de varias
debates entre los cientificos, concluyeron que se trataba de un nuevo parasito al cual

denominaron Leishmania donovani®V.,

El protozoario que encontré Wright terminé denominandose Leishmania tropica
luego de que el protozoario cultivado, obtenido de una lesién ulcerosa (Boton de
Alepo), tuviera una morfologia parecida con el protozoario cultivado responsable de
la enfermedad Kala Azar. El cambio del nombre de Helcosoma tropicum a
Leishmania tropica fue hecho por Max Lithe en 1906. De esta manera, se
identificaron las dos formas de presentacién de la enfermedad: la visceral, hallada en
el bazo del soldado descrita por Leishman, y las formas cutaneas encontradas en las

lesiones como llagas y ulceras en la piel (Kala Azar)®*-39.

LEISHMANIOSIS AMERICANA

A raiz de estos descubrimientos, se encontro la asociacion entre el “boton del Oriente”
y las lesiones dérmicas en nuestro continente. Investigadores, tales como Alexander
Cerqueira de Brasil (1885), Indalecio Camacho (1889) y Miguel Canales (1894) de
Colombia, consideraron que el “boton oriental”, y que las distintas denominaciones

que habia recibido en los paises americanos se referian a la misma enfermedad.
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Los investigadores, tanto en el viejo como en el nuevo mundo, empezaron a comparar

si esta dermatitis americana no era mas que la Leishmania tropica descrita por Wright.

Carlos Lindenberg (Brasil), Antonio Carini (Italia) y Paranhos (Brasil) describieron
el parasito de una ulcera Bauru en Brasil y Alfonso Splendore, en lesiones
mucocutaneas tomadas de espundia. Gaspar Viannia, al observar el mismo parasito
de lesiones cutaneas, concluyd que no se trataba de Leishmania tropica por
diferencias morfolédgicas, por lo que le dio el nombre de lapsus calami Leishmania
brazilienses en 1909 por un error de transcripcion inconsciente. Luego, fue corregido

a Leishmania (V.) braziliensis por Alfredo Augusto da Matta en 19169

El avance de la tecnologia, especialmente de la biologia molecular, ha permitido el
descubrimiento de mas especies de Leishmania a nivel mundial, y su clasificacion

taxondmica, con arboles genealégicos mucho mas exactos y extensos2>-3032),

ORGANIZACION GENOMICA

El género Leishmania pertenece a la familia Trypanosomatidae, y su organizacion
gendmica se divide en ADN cromosomico en el nucleo, ADN del kinetoplasto
formado por minicirculos y maxicirculos dentro de este, y ADN extracromosdmico
en el citoplasma®?.

El material genético de la Leishmania esta organizado en cromosomas, aunque no se
puedan ver mediante citogenética convencional, debido al corto periodo de division
y la formacion difusa de estos. Gracias a la introduccion de la técnica de Electroforesis
en Campo Pulsado, se encontr6 el cariotipo de la Leishmania en el cual se observa su
complejidad y polimorfismo. En particular los cromosomas tienen tamafos de 150
kilobases (Kb) para los mas pequefios y de 4 megabases (Mb) para los mas

grandes®339),

El nimero de cromosomas en las Leishmania del viejo mundo (Leishmania infantum,
Leishmania major) equivale a 36 cromosomas; y en las del nuevo mundo, 35

cromosomas, donde, para el complejo Leishmania (V.) braziliensis, se tiene fusiones
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en los cromosomas 20 con 34 y en el complejo Leishmania mexicana, 34 cromosomas
con fusiones en los cromosomas 8 con 29 y 20 con 36. A pesar de estos
reordenamientos a gran escala en los cromosomas, la colinealidad de los genomas

entre las diferentes especies de Leishmania es muy alta®?.

KINETOPLASTO

El kinetoplasto es una region especializada dentro de la mitocondria, compuesta por
una red de moléculas de ADN de forma circular. Este KADN representa el 30 % de la
totalidad del ADN de toda la célula®® y estd conformado por minicirculos y
maxicirculos, los cuales estan presentes en muchas copias dentro del kinetoplasto.
Los minicirculos representan el 90 % del contenido del ADN del kinetoplasto, y
codifican pequefios ARN guia que serviran para la edicion de ARN. La cantidad de
copias que se presentan dentro del kinetoplasto es de mas de 10 000 copias con un
tamaflo de alrededor de 800 pb®7>?. La cantidad de minicirculos es diferente en cada
especie de Leishmania y entre ellas comparten diferentes poblaciones de
minicirculos, por lo que se intenta clasificar a las especies mediante esta caracteristica
en un futuro. Las secuencias de minicirculos contienen una regioén conservada de 180
a 200 pb entre las diferentes especies de Leishmania, las cuales contienen tres bloques

superconservados CSB: conserved sequence blokcs®®.

Los maxicirculos son moléculas de ADN circular dispuestas en menos de 100 copias
y con tamafios de alrededor de 20 kb. Estos cumplen funciones energéticas en la
mitocondria (Citocromo b) y ensamblan ARN funcionales. En la division celular, la
division del kADN es crucial y debe ser precisa, pues la pérdida de algin minicirculo
conllevaria a la falla de edicion de los maxicirculos y, por ende, la muerte de la

célula®37),
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METODOS DE DIAGNOSTICO

MICROSCOPIA

Es el método considerado como el Gold Standar o método de referencia para el
diagnostico de leishmaniosis. Para lo cual se usa el colorante Giemsa derivado de
Romanowsky. La muestra es un frotis tomada de la lesion ulcerosa para leishmaniosis
cutanea o aspirado de bazo, médula o ganglio en caso de leishmaniosis visceral.
Este método tiene como ventajas que es muy sencillo, especifico rentable y no
demanda mucho tiempo; las desventajas son la baja sensibilidad (poca carga
parasitaria), y poca informacion del tipo de Leishmania“?.

El analista debe tener pericia y examinar 2 frotices en 1 hora buscando los amastigotes
en el frotis dentro de los macréfagos. Se recomienda, para mejorar la sensibilidad,
tomar de dos lugares de la lesion en caso de leishmaniosis cutanea; en el borde y el
fondo de la tlcera. En leishmaniosis mucocutanea, se requiere de la extraccion de
pequeiios tejidos (biopsia) y del estudio histopatolégico coloreado con Hematoxilina
y Eosina, pues existe una mayor positividad cuando son lesiones mucosas multiples

que en lesiones mucosas tnicas “V.

CULTIVO

El cultivo de Leishmania es un método tradicional en el que el parasito debe crecer
en un medio que puede ser monofasico o bifésico.

Los medios monofasicos son liquidos, cuyo principal ingrediente es el suero bovino
fetal el cual estd en concentraciones de 10 al 20 %; entre ellos tenemos al medio
Eagle, MEM (Minimal Esscential Mediun), medio 199 TC, RPMI 1640 y Schneider.
Los medios bifasicos contienen una fase soélida (agar) y una fase liquida; el primer
medio bifasico usado fue el NNN (Novy MacNeal Nicolle), posteriormente se uso
medios mas nutritivos como el Medio de Agar Sangre USAMRU, medio de Senekjie,
etc.’). La sensibilidad de los cultivos se ve limitada por la carga parasitaria, la

contaminacion muy frecuente, y la gran variedad de subgéneros y especies de
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Leishmania, que no crecen de la misma manera. El tiempo de crecimiento puede

variar de 15 a 30 dias en un cultivo tradicional como el NNN.

La solucion a estos problemas ha sido la administraciéon de antibacterianos y
antifingicos, el enriquecimiento de estos medios modificados (medio mycoNNN) o
la creacién de nuevos medios de cultivos alternativos“**¥. El microcultivo usando el
medio NNN empleado en capilares mostr6 mejor sensibilidad que el método
tradicional (71 % a 54 %); la desventaja era la extraccion del pardsito por el capilar y
la solucion fue el minicultivo que se realizé en un tubo de Eppendorf con un volumen
de 1,5 mL. Este método obtuvo una sensibilidad menor que el microcultivo, pero
mayor que el método tradicional; no obstante, ambos métodos reducen el tiempo de

incubacion de 2 a 14 dias“V,

Por otra parte, el cultivo de Leishmania usado para obtener material genético para
estudios moleculares; debe tener los componentes adecuados que no alteren

caracteristicas como virulencia, infectividad y morfologia de la Leishmania“?.

METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Existen diferentes métodos de biologia molecular para la identificacion de
Leishmania; todos tratan de encontrar el ADN o ARN de este parasito. La utilidad de
estos métodos se evidencia en la presencia de este aln si el parasito no es viable en la
muestra. Los métodos moleculares pueden ser basados en PCR o no basados en PCR

y los que son después de la PCR (pos-PCR)“).

La Reaccion de Cadena Polimerasa (PCR) y las variaciones de la PCR convencional
como PCR anidada, PCR RFLP, PCR tiempo real, etc., son los métodos por mucho
mas sensibles y especificos que los métodos convencionales, como la microscopia y
cultivo. La PCR se basa en reacciones enzimaticas por ciclos repetidos usando un
termociclador, en el cual una enzima llamada Tag ADN polimerasa, en cada ciclo,

logra amplificar una secuencia especifica de ADN o ARN mediante la utilizacion de

15



cebadores (forward y reverse) que se dirigen exclusivamente a la secuencia diana, y

logran obtener como producto millones de copias que denominan amplicones*.

La PCR es una prueba muy util para el diagndstico de Leishmania en casos de poca
carga parasitaria y muestras poco invasivas. Es utilizada para evaluar la curacion
clinica en leishmaniosis visceral, a excepcion de leishmaniosis cutanea, en la cual los
resultados pueden salir positivos hasta los 8 afos de curacion. Obtener informacion

sobre epidemiologia, mecanismo de resistencia y factores de virulencia®®.

Ademas de ello, la biologia molecular se emplea para la busqueda de los parasitos
Leishmania en nuevos vectores (flebotomos) y reservorios; un ejemplo de esto son
los perros, siendo un riesgo para la transmision de leishmaniosis en su forma
visceral 743,

La deteccion de Leishmania por biologia molecular se logra mediante el
conocimiento del genoma. Los blancos moleculares utilizados son el ADN nuclear y
el ADN del kinetoplasto, cuyos minicirculos presentan mas copias por parasito, asi

se logra que las pruebas moleculares tengan mayor sensibilidad®?.

PCR High Resolution Melting (PCR HRM)

La PCR HRM es un método molecular alternativo derivado de la PCR a tiempo real,
su uso creciente para tipificar diferentes microorganismos y caracterizar diferentes
enfermedades ha sido el motivo para que se emplee como un nuevo método de

diagnostico de leishmaniosis®?),

El principio de este método se basa en la caracteristica de la molécula de ADN. El
ADN es una molécula bicatenario que esta compuesta por dos cadenas simples
unidas, cada una conformada por nucleotidos. Al enfrentar esta molécula de ADN a
un aumento de temperatura se logra separar las dos cadenas simples gradualmente
hasta su totalidad a lo que se le denomina desnaturalizacion, la temperatura de

separacion depende de los nucledtidos que la conforman y del tamafio de la molécula.
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El andlisis de fusion de alta resolucion es una técnica que busca las diferencias de las
temperaturas de fusion entre amplicones. Este método usa un colorante saturante que

disminuye su fluorescencia a través del paso de doble cadena a cadena simple.

En el analisis de fusién pos gPCR la fluorescencia de los amplicones disminuye con
la separacion de las cadenas de ADN mientras aumenta la gradiente de temperatura.
La temperatura de fusion dependera del contenido de guanina y citosina, la

complementariedad entre las cadenas de ADN o la longitud del amplicon.

Las curvas de fusion son analizadas con diferente software, que tienen en comun
normalizar las curvas para ser interpretadas; la tecnologia HRM es usada para
genotipificar microorganismos, virus, identificaciéon de mutaciones, etc. Unas de las
ventajas es el menor costo, rapidez y la no contaminaciéon de la muestra (a tubo

cerrado)®!%2),

La metodologia de la PCR HRM puede encontrar diferencias entre dos moléculas de
ADN a partir de una sola base o nucledtido distinto entre ellas. Las curvas de
temperatura de fusion generadas se interpretan como un aumento de fluorescencia
cuando las cadenas de ADN estan unidas completamente, y una disminucion de la

fluorescencia tras el aumento de la temperatura.

La temperatura de fusion se define cuando las cadenas de ADN estén en la proporcion
50 % monocatenario y 50 % de forma bicatenario, es decir la mitad de la molécula de
ADN debe tener las cadenas separadas. El colorante empleado es el mismo que se usa
para la PCR a tiempo real; es un colorante intercalante que se une a la molécula de
ADN en su estado bicatenario y detecta heteroduplex, aunque no todos tienen la

misma sensibilidad, ademas, el més usado es el SYBR Green (Figura N° 1).
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Figura N° 1. Temperatura fusion (molécula de ADN dividida en 50 % bicatenario y
50 % monocatenario).

Fuente: Imagen obtenida de DNA-UTAH®?

El SYBR Green es eficaz cuando existen grandes diferencias entre las temperaturas
de fusion de los genotipos. Pese a ello, la deteccion de heterocigotos se puede realizar
inclusive, aunque no se detecte los heteroduplex. Los tintes o colorantes de ADN
elevan la temperatura de fusion, por lo que si el amplicon tiene una temperatura de
fusion alta, se puede inhibir la separacion de la molécula de ADN@?),

Es muy importante a la hora realizar la metodologia de la PCR HRM, evaluar el
tamafo del amplicon; pues uno muy grande disminuye la sensibilidad del método, ya
que a mas grande el amplicon mas pequefias son las diferencias halladas. Ademas,
antes de la eleccion o el disefio de los cebadores se debe tener dos criterios en
consideracion el tamafio del producto y la presencia de polimorfismo en el amplicon

a estudiar®?.
ANALISIS DE LAS TEMPERATURAS DE FUSION

Luego de obtener los amplicones, estos pasan a una gradiente de temperatura para
generar curvas de fusion. Los datos obtenidos son trasladados a un software de
analisis de datos. Este software normaliza los datos muy variables a datos sencillos
que coinciden con alglin genotipo. Es importante que el software elimine el fondo de

fluorescencia para una mejor comparacion de las curvas de fusion®?.
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CEBADORES USADOS PARA EL DIAGNOSTICO DE LEISHMANIOSIS

Los cebadores usados para Leishmania pueden ser obtenidos de ADN nuclear o ADN
del kinetoplasto. Los minicirculos dentro del kinetoplasto estan dispuesto en una
cantidad de 10 000 a 20 000 copias por cada parasito de Leishmania, por lo que son
mas sensibles en cuanto a deteccion en comparacion con los genes de ARN
ribosémico que contienen de 40 a 200 copias por parasito y el gen mini-exén del ADN
nuclear de 100 a 200 copias.

Aqui presentamos los cebadores mas usados para el diagnostico de Leishmania y las
sensibilidades y especificidades obtenidas por diferentes autores en sus respectivos

estudios.

ADN ribosomal

Los cebadores LV1 (forward) 5 'CGTCTTCCGGCAACATTT 3'y LV2 (reverse) 5
'CGTTAGTTGG AAGCCCAAGG 3' son genes mini-exon obtenidos del ADN
nuclear que genera un producto de 177 pb; estos genes se encuentran en el genoma
del parasito en un numero de repeticiones de 200 copias en tandem. La sensibilidad
de estos cebadores detecta minimo 1,5 parésitos por muestra, por lo que es especifico
solo para Leishmania (V.). Se obtuvo 62 % de positividad en muestras embebidas en

parafina, y 46 % en muestras almacenadas en formol®?,

El gen ITS (espaciador interno transcripto) tiene importancia para estudios
filogenéticos, especies relacionadas, evolutivos, etc. Se encuentran en repeticiones en
tandem a lo largo del genoma, y su variabilidad ha permitido la identificacion del
protozoario Leishmania. La region conservada que comparten las especies de
Leishmania tiene un tamafio de 300 a 350 pb. La sensibilidad encontrada usando este

gen fue 1 parasito por mililitro en una PCR convencional®®),

ADN cromosdémicos

El gen HSP20 es utilizado para analisis filogenéticas, pero se ha visto su aplicacion

en la deteccion del género Leishmania. Este gen presenta los siguientes cebadores:
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HSP20  (forward) RGRGACTCGCTCAKCAACAGCG HSP20 (reverse)
CGTTGAAGSTGGCCT TGATTTTGCTG que generan un producto de 720 pares de
bases. El gen HSP20 codifica una proteina de choque térmico que le permite al
parasito defenderse de los cambios de temperatura cuando parasita a su hospedero,
sea el reservorio, el vector o cuando llega a infectar a un ser humano®”*®. Se ha
encontrado anticuerpos frente a esta proteina en el suero de personas infectadas, y se
ha demostrado también su presencia en los perros. El limite de deteccion de estos
cebadores llega hasta 10 fg en 14 especies de Leishmania (V.) y Leishmania (L.); a
excepcion de la Leishmania tropica y Leishmania major, donde logra detectar 100 fg
de ADN. Su sensibilidad en muestras clinicas llegé a un 86,5 % y una especificidad

de 100 %%

El gen HSP70 es otra proteina de choque térmico; este gen esta presente en el ADN
cromosomico de las Leishmania, y presenta una zona muy conservada que contiene
gran polimorfismo entre las diferentes especies de Leishmania. El gen HSP70 es un
gen de 1422 pb, cuya organizacion y expresion no es clara, especialmente en la
Leishmania (V.). La cantidad de genes hallados en la Leishmania (V.) braziliensis
fueron un total de 7 genes con una repeticion en tandem del locus de 3,3 kb por unidad
de repeticion. Diferentes autores han disefiado cebadores con objetivo diana a este
gen para posterior uso de enzimas de restriccion (PCR RFLP). También se ha visto
su utilidad en la metodologia PCR HRM por la gran cantidad de polimorfismo que

presenta®?-60),

ADN kinetoplasto

Los cebadores 13 A (forward) 5'-GTGGGGGAGGGGCGTTCT-3'y 13 B (reverse)
5'- ATTTTACACCAACCCCCAGTT -3' fueron obtenidos de los minicirculos de
ADN de kinetoplasto presente en varias especies de Leishmania que generan un
amplicon de 120 pb, pero, en caso de Leishmania infantum, un amplicon de 116
pb®2 Para la identificacion de Leishmania tropica y Leishmania major, estos

cebadores obtuvieron una buena sensibilidad de 100 % y una especificidad de 71 %
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en muestras de lesiones cutdneas de Marruecos; aunque no diferencia entre especies
detectan por muestra 0.1 promastigotes®. Otros autores mencionan que puede
detectar de 10 fg de Leishmania (V.) braziliensis hasta 1 fg de Leishmania
mexicana®V. Oliveira et al. consideraron estos cebadores con un bajo rendimiento
teniendo un limite de deteccion de mas de 512 pg para leishmaniosis cutdnea, con
sensibilidad de 22 % para muestras cutdneas con previa microscopia positiva®®.
Chena et al. obtuvieron una sensibilidad de 71 % en muestras clinicas de lesiones

cutaneas y mucosas; menciona también que el exceso de ADN de la muestra podria

afectar a estos cebadores(®®.

B1 (forward) 5-GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3' y B2 (reverse) 5'-
CTAATTGTG CACGGGGAGG-3' estos cebadores detectan 1 fg de ADN de
kinetoplasto, que representa 1000 minicirculos de 760 pb y fue sintetizado a partir del
complejo Leishmania (V.) braziliensis que engloban las especies del subgénero
Viannia: Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.)
peruviana 'y Leishmania panamensis, aunque no son todas las especies dentro de este
complejo®®. La deteccion del complejo de Leishmania braziliensis por medio de
estos cebadores se realiza de forma parcial y no llega detectar todas las especies, pero
tiene una buena sensibilidad y especificidad”. En el estudio de Oliveira et al. se
evidencid una sensibilidad del 100 % en lesiones cutdneas y 35 % en otras que
tuvieron un previo resultado negativo por microscopia y una deteccion de 4 fg de

ADN®Y,

Los cebadores B1 (forward) 5'-GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3"'y LV (reverse)
(5'-ATTTTTGAACGGGGT TTCTG-3'") son una modificacion del original B1 y B2,
debido a la falta de especificidad del cebador B2 que amplifica secuencias de ADN
de 718 pb presente en humanos (en altas cantidades en monocitos). Esta falta de
especificidad se solucioné creando el cebador LV que en la practica no tuvo ninguna
homologia con el ADN humano. El nuevo conjunto de cebadores logro detectar hasta

0.3 fg de ADN del parasito con un amplicén de 700 pb®”. En otro estudio se obtuvo

21



sensibilidades de 0.2 parésito por muestra, con una sensibilidad de 73 % en muestras

obtenidas por hisopo, monocitos sanguineos y aspirado de lesiones cutaneas(®®.

Los cebadores especificos MPIL (forward) 5'-TACTCCCCGACATGCCTCTG-3'
MP3H (reverse) 5'-GAACGGGGT TTCTGTATGC-3' son obtenidos de secuencias
de ADN minicirculos de kinetoplasto para amplificar secuencias del subgénero
Leishmania (V.) con un producto de amplificacion de 70 pb con un limite de deteccion
de 2 fg de ADN*%)_ Oliveira et al. obtuvieron una sensibilidad de 100 % en muestras
de lesiones cutanea humanas; en biopsias y lesiones en perros, también se obtuvo la
misma sensibilidad. En el mismo estudio se estim6 una sensibilidad de 60 % de
muestras negativas mediante evaluacion microscopica®”. Chena et al. en cambio
obtuvieron una sensibilidad de 79 % en muestras de lesiones cutaneas y mucosas(®>.
Andrea et al. obtuvieron una sensibilidad 95.7 % y una especificidad de 90% en
biopsias nasales; y en muestras obtenidas en papel filtro una sensibilidad 92.3 % y
especificidad de 100 %%, Velasquez et al. detectaron 0,9 fg de ADN equivalente

a 3.2 parasitos por muestra en un estudio de Leishmania en perros’?.

Los cebadores OL1(forward) GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA y OL2 (reverse)
CCGCCCCTATTT TACACCAACCCC son usados para la identificacion del género
Leishmania obtenidos del ADN del minicirculos del kinetoplasto, la amplificacion de
estos cebadores nos da un producto de 120 pb, generalmente usados en el campo de
entomologia’®. Se obtuvo una sensibilidad de 98 % en muestras de lesiones cutédneas
obtenidas por raspado, con un limite de deteccion de 2 pardsitos o 0.37 pg para notar

una banda visible’%.

Los cebadores LBF1 (forward) 5’-AAATTCGCGTTTTTTGGCCTCCCCG-3’) y
LBR1 (reverse) (5’- GCATAAACTAGAGACGGAACAGAG-3’) son obtenidos de
minicirculos de ADN de kinetoplasto de Leishmania (V.) braziliensis. Este par de
cebadores da un producto de 536 pb con limite de deteccion de 4 ng y es especifico
para Leishmania (V.) braziliensis">. Oliveira et al. obtuvieron una sensibilidad de

55.6 % en muestras de ulceras cutaneas confirmadas por microscopia, con un limite
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de deteccion de 64 pg®®. Estos cebadores no son tan sensibles, pero tienen una alta
especificidad al discriminar entre otras especies y amplificar Leishmania (V.)
braziliensis, aunque debido al gran polimorfismo que tiene el protozoario Leishmania

no obtuvieron los resultados deseados’®.

EFICACIA DE LOS CEBADORES DIRIGIDOS AL KINETOPLASTO

Diversos autores evaluaron la eficacia de utilizar cebadores dirigidos al kinetoplasto
mediante comparaciones entre estos con base en su sensibilidad y especificidad en
diferentes tipos de muestras de infecciones de leishmaniosis, a partir de lo cual se

obtuvieron los siguientes resultados

Oliveira et al. al comparar los cebadores de ADN de kinetoplasto, mostraron que la
mayor sensibilidad fue el MP3H-MPI1L entre muestras de humanos y caninos con
microscopia positiva e incluso en los que tuvieron una microscopia negativa. El
segundo par de cebadores que demostré mejor sensibilidad fue el B1-B2, pese a tener
un amplicén de mayor tamafio. El cebador LBF1-LBR1 quedd tercero en sensibilidad,
seguido de los cebadores 13A-13B que obtuvieron la sensibilidad méas baja. Estos dos
ultimos cebadores solo fueron sensibles en muestras humanas, pero no en caninos,

cuya sensibilidad fue de 0 %.

En cuanto a los cebadores obtenidos del mini-exon LUSA-LB3C, a pesar de estar
presente en menos copias en el ADN nuclear que los de ADN kinetoplasto, demostrd
mayor sensibilidad tanto en muestras humanas y caninas a diferencia de los cebadores

LBF1-LBR1 y 13A-13B®%),

Chena et al. concluyeron, en que el par de cebadores MP3H-MPI1L fue mas sensible
que los cebadores 13A-13B, pero la diferencia fue solo 8%. Chena considerd por
experiencia que los cebadores 13A-13B son inhibidos por el exceso de ADN de la

muestra a diferencia de los cebadores MP3H-MPI1L que no fueron inhibidos(>"
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Los cebadores obtenidos de kinetoplasto demuestran gran sensibilidad, Montenegro
demostré que la mejor sensibilidad se obtuvo del par de cebadores LV-B1 a
diferencia de los cebadores orientados a amplificar secuencias de ADN genomico,
pero observo la falta de especificidad al amplificar secuencias de kinetoplasto de

Trypanosoma 'y subgénero Leishmania (L.)".

La sensibilidad de los cebadores obtenidos de ADN kinetoplasto es muy ventajosa
para el diagnostico de leishmaniosis, pero se debe tener cuidado con la especificidad
tal como lo menciona Gabriel, quien encontré amplicones no especificos para el par
de cebadores 13A-13B que pertenecian a regiones de la anémona Nematostella
vectensis, Homo sapiens cromosoma 12 y Mus musculus cromosoma 8; los cebadores
MP3H-MPIL, con los amplicones inespecificos Leishmania major, Leishmania
donovani y Macaca mulatta; y los cebadores B1-B2 con los amplicones Leishmania
major, Macaca mulatta, H. sapiens cromosoma 2, region intergénica H. sapiens
cromosoma 2. En cuanto a los cebadores obtenidos del ADN nuclear, se demostrd
que el LUSB-LB3C no poseia alineacion con otras especies y demostrd ser el mas

especifico®”7®).

La eficacia de los cebadores usando el blanco molecular de ADN de minicirculo de
kinetoplasto, demuestra gran sensibilidad cuando la muestra es procedente de lesiones
cutaneas o mucocutaneas, pero no en muestras de sangre periférica o de puncion
medular donde son inhibidas y se obtiene sensibilidades muy bajas o incluso nulas;
algunos cebadores también son inhibidos con altas cargas de ADN de la muestra, sin
embargo, el limite de deteccion de estos cebadores en concentraciones de ADN o
copias de pardsito son tan pequefios que son usados para tamizajes, estudio de

vectores o diagndstico.

PCR HRM APLICADO AL DIAGNOSTICO DE LEISHMANIOSIS

La fusion de alta resolucion en la PCR HRM se usa para la tipificacion rapida, segura

y confiable del protozoario Leishmania. El gran polimorfismo entre las especies de
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Leishmania ha sido de utilidad para el uso de este método en el ADN cromosémico
HSP70, ADN ribosomal ITS1 y ADN kinetoplasto. Estas diferencias en las zonas
conservadas, también conocidas como polimorfismo, generan curvas de temperaturas

de fusion distintas para discriminar entre los subgéneros y especies.

Los trabajos realizados con el método PCR HRM han demostrado una sensibilidad,
especificidad y reproducibilidad frente a otros métodos como PCR RFLP y enzimas
multilocus. Entre los blancos gendémicos usados para evaluar la fusion de alta
resolucion, tenemos el kinetoplasto con los cebadores MLF-MLR; estos

discriminaron solo hasta nivel subgénero entre Leishmania (V.) y Leishmania (L.)">.

Los cebadores de origen cromosomico y de ADN ribosomal HSP70 e ITS,
discriminaron entre seis especies de Leishmania: Leishmania (V.) guyanensis,
Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania panamensis, Leishmania (L.) amazonensis,

Leishmania mexicana, y Leishmania infantum.

Los cebadores Pan081, Guy901 y BralC disefiados a partir del HSP70, también
lograron discriminar entre la Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.)

braziliensis y Leishmania panamensis®.

Los resultados de las temperaturas de fusion de cada una de las especies de
Leishmania no siempre diferencian totalmente una especie de otra, por lo que es
necesario, el uso de dos pares de cebadores para lograr una mayor diferenciacion. Un
ejemplo de ello es el trabajo de Ceccarelli et al., donde los cebadores MLF-MLR solo
llegaron a discriminar hasta el nivel subgénero. El limite de deteccion por este método
va desde una copia del blanco o diana, 0.001 parésito hasta 10 parasitos/mL. Dentro
de los colorantes intercalantes, el SYRB Green demostrd ser de utilidad para el
ensayo de la PCR HRM ante otros de mayor sensibilidad de heteroduplex como el

LC Green, SYTO o EVA Green'?.
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1.4.2. DEFINICION DE TERMINOS

Amastigotes: Forma parasitaria e intracelular del ciclo de vida de algunos
protozoarios. Generalmente son ovalados, no moviles con kinetoplasto prominente

en forma de barra y un flagelo interno rudimentario®?).

Amplicones: Producto de pares de bases que se genera en un ensayo de reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR)“Y.

Cebadores: Secuencias de oligonucleétidos que van a definir la secuencia que se
desea amplificar en una reaccion en cadena de la polimerasa. Son generalmente dos:

el forward y el reverse®V,

Coloracion Giemsa: Método de tincion diferencial de tipo Romanowsky que se usa
para distinguir componentes celulares. Estd compuesto de eosina, azul de metileno y

azure B®?,

Cultivo: Proceso que permite el crecimiento y proliferacion de microorganismos en
un medio que contiene todos los nutrientes, suplementos y demas condiciones

necesarias®?.

Kinetoplasto: Masa de ADN circular que se encuentra en la mitocondria de
Leishmania, se compone de una red de discos llamados minicirculos y

maxicirculos®®®,

Lesion de leishmaniosis: Herida ulcerosa con un borde sobreelevado que puede ser
exudativa o seca, ademads, puede desarrollar hiperqueratosis o ser nodular. Esta lesion
comienza con una picadura que evoluciona a una papula que crece hasta ulcerarse'®.
Minicirculos: Moléculas de ADN circulares de un tamafio de 750 a 800 pb los cuales
poseen una region conservada de 120 pb©®.

Promastigote: Estadio celular del parasito de Leishmania que presenta una forma
flagelada movil dentro de sus vectores. Presenta un nicleo central y un kinetoplasto
centrado donde sale un flagelo®*+89),

Reservorio: Habitad en el cual un microorganismo infeccioso crece y se multiplica

normalmente sin causar la enfermedad o sintomas®,
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Tag ADN Polimerasa: Enzima que proviene de la bacteria termofila Thermus
aquaticus. Es usada frecuentemente para realizar la PCR, por su capacidad de
soportar altas temperaturas>.

Temperatura de fusion: Temperatura en la que molécula de ADN se encuentra en
un estado 50 % monocatenario y el otro 50 % bicatenario. Conocida como Tm
(melting temperatura)®>.

Vector bioldgico: Organismo que puede transportan microorganismos de un
portador infectado a un nuevo portador. Estos pueden ser mosquitos, flebétomos,
triatomas, roedores, etc. 7.

Virulencia: Grado de capacidad de un patégeno para causar enfermedad®,

1.4.3. FORMULACION DE LA HIPOTESIS

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa a tiempo real y el analisis de fusion de alta
resolucion usando cebadores dirigidos al minicirculo del kinetoplasto permite la

deteccion a nivel de género, subgénero o especie de Leishmania obtenidos de cultivos.
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CAPITULO II: METODOS
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2.1. DISENO METODOLOGICO
2.1.1. TIPO DE INVESTIGACION
Estudio de tipo cuantitativo.
2.1.2. DISENO DE LA INVESTIGACION
Estudio descriptivo y transversal.
2.1.3. POBLACION

Cultivos viables de Leishmania almacenados en el LEMYG del Instituto de Medicina

Tropical “Daniel Alcides Carrion” —CITBM.

2.14. MUESTRA Y MUESTREO

Se uso todos los cultivos de Leishmania, a los cuales se le extrajo el ADN para evaluar

la utilidad del método PCR a tiempo real y anélisis de fusion de alta resolucion.

2.14.1.  CRITERIOS DE INCLUSION

— Cultivos de Leishmania obtenidos de lesiones epiteliales de pacientes

confirmados con la infeccion leishmaniosis.

= ADN de Leishmania obtenidos de cultivos.

2.1.4.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

— Cultivos de protozoarios flagelados negativos con la PCR a nivel de género.

— Cultivos de Leishmania contaminados con otros microorganismos.

2.1.5. VARIABLES

Principales variables de estudio:
a) La PCR en tiempo real y andlisis de fusion de alta resolucion de amplicones.

b) Leishmania.
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2.1.6. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE
DATOS

TECNICAS DE RECOLECCION DE DATOS

Se usaron fichas de recoleccion de datos para la elaboracion de la curva
parasitaria, y el registro de las concentraciones de ADN obtenido de cada cultivo,
la eleccion de cebadores, temperaturas de fusion y limite de deteccion. Estas

fichas fueron validadas y aprobadas por jueces expertos (Anexo 7).
INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Se utilizaron las siguientes fichas para la recoleccion de datos:

— Ficha de datos para elaboracion de la curva parasitaria de Leishmania

(Anexo 1).
— Ficha de registro de concentraciones de ADN de Leishmania (Anexo 2).

— Ficha de registro de cebadores dirigidos al minicirculo de kinetoplasto de

Leishmania (Anexo 3).

— Ficha de registro de temperaturas de fusion de los cultivos de Leishmania

(Anexo 4).

— Ficha de registro de limite de deteccion de los cebadores dirigidos al

minicirculo de kinetoplasto de Leishmania seleccionados (Anexo 5).

30



2.1.7. PROCEDIMIENTOS Y ANALISIS DE DATOS:

PROCEDIMIENTOS

PLAN DE PROCEDIMIENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Se reactivaron 9 cultivos de Leishmania los cuales estaban almacenados en el Instituto
de Medicina Tropicales (IMT) "Daniel A. Carrion"(DAC) y el LEMYG-CITBM
usando el medio bifdsico NNN (Novy, Mac Neal y Nicolle) modificado. En este
medio bifasico se realizd pasajes consecutivos hasta obtener una poblacion

homogénea de promastigotes, sin restos muertos de los cultivos viejos.

Con los parasitos reactivados se realizdo un pasaje en el medio Schneider a una
concentracion de 500 parasitos por mL y temperatura de incubacion de 26° C. Para la
elaboracion de esta curva parasitaria, se realizd pasajes por triplicado del medio
Schneider a partir de cada cultivo reactivado en el medio NNN modificado. El
recuento de promastigotes se hizo con camara Neubauer para evaluar la cantidad de

parasito obtenido cada 24 horas para graficar la curva parasitaria®”.

EXTRACCION DE ADN DE Leishmania

Para obtener la mayor cantidad ADN se realizo la extraccion al inicio de la fase
estacionaria donde se obtuvo los mayores recuentos en la curva parasitaria. Ademas,
se registrd la concentracion parasitaria y la concentracion de ADN que se extrajo para

cada cultivo de Leishmania.

ANALISIS GENOMICO

Se uso el programa AliView donde se colocd las secuencias completas de ADN de
minicirculo del kinetoplasto de Leishmania obtenidas de la base de datos GenBank.
Con el programa se alinearon las secuencias del ADN de diferentes especies, las

cuales se usaron para la seleccion de los cebadores.
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SELECCION Y ESTANDARIZACION DE CEBADORES DIRIGIDOS AL
MINICIRCULO DEL KINETOPLASTO DE Leishmania

La seleccion se realizd partiendo de cebadores usados en estudios anteriores, los

cuales se dirigen al minicirculo del kinetoplasto. Para la seleccion, se usaron criterios

basados en el método PCR HRM como:

e Presencia de regiones polimorficas en las secuencias de nucleotidos de los
subgéneros y especies de Leishmania, donde van dirigidos los cebadores.

e Amplicones que presenten un tamafio igual o menor a 200 pb para mejor precision

del analisis de las curvas fusion.

Con los cebadores seleccionados, se estandariz6 la PCR variando los componentes
como la concentracion del cebador y la temperatura de anillamiento, y se buscoé la

optimizacion del método.

PCR EN TIEMPO REAL Y PCR HRM

A continuacion, se realizd una gPCR con SYBR Green en el termociclador
MiniOpticon Real Time PCR System e, inmediatamente, una curva de fusion de los
amplicones obtenidos con una rampa de 0.1 °C cada 20 segundos comenzando de 60
°C a 95 °C. Las curvas de fusion obtenidas se analizaron con el Software de fusion de
alta resolucion CFX Maestro, y se establecid las temperaturas fusion para cada uno

de los cultivos de Leishmania utilizadas en este estudio.
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ANALISIS DE DATOS

El andlisis estadistico para la determinacion del grado de significancia de la prueba
fue obtenido a través del TEST DE ANOVA, el cual valid6 que los datos cumplieran
una distribucién normal. Para las comparaciones, se usé el METODO DE TUKEY y
el programa SPSS 25. Por ultimo, se us6 MICROSOFT OFFICE EXCEL 2016 para
la elaboracion de las curvas parasitarias, analisis de las curvas de fusion y calculo de

concentracion parasitaria y ADN extraido.

LIMITE DE DETECION DE LOS CEBADORES SELECIONADOS

El limite de deteccion se realizo con diluciones seriadas del ADN total extraido de
los cultivos de Leishmania a concentraciones de 100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg,
1 pg, 100 fg, 10 fg y 1 fg. Para este estudio, se consideré como limite de deteccion el

pico de fusion observable y homogéneo obtenido en la curva de fusion.

2.1.8. CONSIDERACIONES ETICAS.

El presente estudio, no se utilizd datos del paciente ni la historia clinica, por lo que
no se considera necesario el consentimiento informado, de acuerdo con la pauta
nimero 11 del CIOMS-2016. Para el desarrollo del trabajo de investigacion se contd
con la aprobacion de la coordinacion y direccion del LEMYG-CITBM (Anexo N° 9).
Finalmente se present6 al CIEI del Instituto de Medicina Tropical "Daniel A. Carrion"

de la Facultad de Medicina de la UNMSM.
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CAPITULO III: RESULTADOS
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3. RESULTADOS

CURVA PARASITARIA

En el estudio se reactivaron 9 cultivos de Leishmania, 5 almacenados en el IMT/DAC-
UNMSM vy 4 en el CITBM, los cuales fueron enumerados del C1 al C9. Al observar las
curvas de crecimiento obtenidas, se encontrd que los cultivos C1 al C5 describieron un patrén
de curva similar en contraste con los cultivos del C6 al C9. Los cultivos del C1 al C5
obtuvieron recuentos altos de promastigotes en comparacion con los cultivos del C6 al C9,

cuyos recuentos fueron cercanos al inoculo inicial (Figura N° 2).

5.00E+08
—4—CULTIVO 1
5.00E+07
—O—CULTIVO 2
—0—CULTIVO 3
5.00E+06
—8—CULTIVO 4
5.00E+05 ——CULTIVO 5
—8— CULTIVO 6
5.00E+04 —8— CULTIVO 7
—O—CULTIVO 8
5.00E+03
—A— CULTIVO 9
5.00E+02 #N
0

Figura N° 2. Curva parasitaria de promastigotes de los cultivos almacenados en el
IMT/DAC y el CITBM.

Fuente: Elaboracion propia

Los cultivos del C1 al C5 obtuvieron la mayor cantidad de promastigotes por mL en las fases
logaritmica y estacionaria, llegando a cifras entre los 30 a 70 millones de parasitos por mL,
mientras los cultivos del C6 al C9 solo mantuvieron recuentos alrededor de 500 parasitos por

mL.
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A partir de los datos de las curvas parasitarias se calcul6 los tiempos de la fase de latencia y

de la fase de generacion de cada cultivo de Leishmania usando la ecuacion de Gompertz©®?.

Al comparar las fases de latencia de los 9 cultivos se encontrd que el tiempo de latencia de
C1 era estadisticamente diferente del cultivo C4 (0.017; p < 0.05), diferente al cultivo C5
(0.007; p < 0.05) y diferente al cultivo C8 (0.026; p < 0.05). En cuanto a los tiempos de
generacion, el cultivo C1 es estadisticamente diferente a los cultivos C5 al C9 (p < 0.05); el
cultivo C2 es diferente a los cultivos C5 al C9 (p < 0.05); el cultivo C3 es diferente a los
cultivos C5 al C9 (p < 0.05); el cultivo 4 es diferente a los cultivos C6 al C9 (p < 0.05); el
cultivo C5 es diferente a los cultivos C6 al C9 (p < 0.05); los cultivos C7 y C8 son diferentes
entre ellas y diferentes a los demdas cultivos (p < 0.05), los cultivos C6 y C9 son

estadisticamente similares (1.000; p > 0.05) y diferentes a los demas cultivos (p < 0.05).

En la Tabla 1, se visualiza subconjuntos homogéneos con los tiempos de latencia con un p >
0.05. El primer grupo agrupa a todos los cultivos excepto al cultivo C1 que tiene un tiempo
de latencia diferente al resto de cultivos; y el segundo grupo agrupa los cultivos C2, C3, C6,
C7 y C9 y separa a los cultivos C4, C5 y C8 por tener tiempos de latencia diferentes a este

subconjunto de cultivos.

Tabla 1. Comparacion de los tiempos de latencia de los cultivos de Leishmania

TIEMPO DE LATENCIA

CULTIVOS DE Leishmania Subconjunto para p = 0.05
1 2

C5 24.24
C4 26.83
C8 27.96
C3 33.07 33.07
C2 34.57 34.57
C7 37.53 37.53
Cé6 43.09 43.09
C9 43.09 43.09
Cl 49.96

Significancia 0.08 0.14

Fuente: Elaboracion propia
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En la Tabla 2, se observa subconjuntos homogéneos de los cultivos de Leishmania con

tiempos de generacion similares con p > 0.05. Los cultivos C4 y C5 presentan tiempos de

generacion similares (0.708; p > 0.05). Los cultivos C1, C2, C3 y C4 son similares (0.090; p

> 0.05) y este conjunto es diferente a los demas cultivos. Los cultivos C6 y C9 presentan

tiempos de generacion iguales y diferentes al resto, mientras que los cultivos C8 y C9 son

diferentes a los demads al agruparse individualmente.

Tabla 2. Comparacion de los tiempos de generacion de los cultivos de Leishmania

TIEMPO DE GENERA CION
CULTIVOS DE Subconjunto para p = 0.05
Leishmania 1 2 3 4 5
C5 8.34
C4 10.64 10.64
C3 13.38
Cl 13.84
C2 15.22
C6 32.59
C9 32.59
C8 51.55
C7 69.35
Significancia 0.79 0.09 1.00 1.00 1.00

Fuente: Elaboracion propia
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SELECCION DE CEBADORES

La seleccion de los cebadores se realizo recopilando las secuencias de los minicirculos del
kinetoplasto de Leishmania almacenadas en la base de datos GenBank (Fotografia N° 1).
Estas secuencias se ingresaron en el programa AliView donde se seleccionaron las secuencias
de minicirculos de Leishmania completas, eliminando las secuencias parciales y secuencias
pertenecientes al Citocromo. Las secuencias restantes de minicirculos se alinearon en el

programa para la posterior evaluacion de homologia con los cebadores encontrados en la

bibliografia (Tabla 3).
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Tabla 3. Secuencias de ADN de minicirculos de kinetoplasto GenBank

Microorganismo ARTICULOS Secuencias de ADN
GenBank completas de minicirculo de
kinetoplasto

Leishmania (V.) braziliensis 465 404
Leishmania (V.) guyanensis 430 320
Leishmania (V.) lainsoni 181 100
Leishmania (V.) naiffi 134 120
Leishmania (L.) amazonensis 116 42
Leishmania (V.) peruviana 9 0

Leishmania (V.) shawi 2 0

Fuente: Elaboracion propia

Se alined en total 986 secuencias de los minicirculos con el programa AliView, donde se
observa la regiéon conservada de 120 a 200 pb y los 3 bloques de secuencias
superconservados®”. De toda la secuencia del minicirculo, se quedé con esta zona

conservada para el analisis de homologia frente a las secuencias de cebadores.

En la Fotografia N° 2, se observa parte de la region conservada donde se encuentran los 3
bloques superconservados: CSB, conserved sequence blokcs que comparten las Leishmania.
En esta region conservada se buscd la homologia entre las secuencias de los cebadores
hallados en la bibliografia y las 986 secuencias de minicirculos alineados de Leishmania. En
la fotografia solo se muestra algunas secuencias de los minicirculos de cada especie de

Leishmania de manera informativa, debido a la cantidad de secuencias que se analizaron.
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! AliView - SECUENCIAS DE LEISHMANIA fasta

File Edit Selection View Align Primer External commands Help
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KY598590. 1 Leishmania braziliensis
KY598496. 1 Leishmania braziiensis
KY638599. 1 Leishmania braziiensis
KY698686. 1 Leishmania braziiensis
KY698797. 1 Leishmania braziiensis
KY598449. 1 Leishmania braziliensis
KY598788. 1 Leishmania braziiensis
KY638554. 1 Leishmania braziliensis
KY598558. 1 Leishmania braziiensis
KY§38512, 1 Leishmania braziiensis
KY598587. 1 Leishmania braziliensis
KY698460. 1 Leishmania braziiensis
KY898624. 1 Leishmania braziliensis
KY&92020,1 Leishmania guyanensis
KY£99055. 1 Leishmania guyanensis
K¥698295. 1 Leishmania guyanensis
KY599182, 1 Leishmania guyanensis
KY699143. 1 Leishmania guyanensis
KY698915. 1 Leishmania quyanensis
KY599208. 1 Leishmania guyanensis
KY698943. 1 Leishmania guyanensis
KY698950, 1 Leishmania guyanensis
KY¥599163. 1 Leishmania guyanensis
KY635072.1 Leishmania guyanensis
KY598934, 1 Leishmania guyanensis
K¥599154. 1 Leishmania quyanensis
KY699108. 1 Leishmania guyanensis
KY&98978, 1 Leishmania guyanensis
KY629271. 1 Leishmania lainsoni strz
KY599278. 1 Leishmania lainsoni strz
KY639398. 1 Leishmania lainsoni strz
KY699385. 1 Leishmania lainsoni stre
KY639266. 1 Leishmania lainsoni strz
KY539240. 1 Leishmania lainsoni stre
KY699243, 1 Leishmania lainsoni strz
KY§39307. 1 Leishmania lainsoni strz
KY559274. 1 Leishmania lainsoni strz
KY699285. 1 Leishmania lainsoni strz
KY699276. 1 Leishmania |ainsoni strz
KY599296. 1 Leishmania lainsoni strz
KY639392. 1 Leishmania lainsoni strz
KY639237. 1 Leishmania lainsoni strz
KY§99290. 1 Leishmania lainsoni sirz
KY699526, 1 Leishmania naiffi strain
KY639471. 1 Leishmania naiffi strain
KY653515. 1 Leishmania naiffi strain
KKY699415. 1 Leishmania naiffi strain
KY653497. 1 Leishmania naiffi strain
KKY699455, 1 Leishmania naiffi strain
KY639492. 1 Leishmania naiffi strain
KY699486. 1 Leishmania naiffi strain
KKY699482. 1 Leishmania naiffi strain
KY653507. 1 Leishmania naiffi strain
KY699493. 1 Leishmania naiffi strain
KY693401.1 Leishmania naiffi strain
KY699456, 1 Leishmania naiffi strain
KKY699484. 1 Leishmania naiffi strain
KY653505. 1 Leishmania naiffi strain
KY§98901. 1 Leishmania amazonens
KY638891. 1 Leishmania amazonens
KY838852. 1 Leishmania amazonens
KY698896. 1 Leishmania amazonens
KY698865. 1 Leishmania amazonens
KY858842. 1 Leishmania amazonens
KY598846. 1 Leishmania amazonens
KY638911. 1 Leishmania amazonens
KY838858. 1 Leishmania amazonens

KY698907. 1 Leishmania amazonens
KY638841. 1 Leishmania amazonens
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5§ect&d: KY638434. 1 Leishmania braziiensis strai.

BRABAATGGCATACL
AARAATGGLATACL
AAAAATEECLATAC
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RARAATGGCATAC
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GCATACAGAAMCCCCGTTC-AAARRT - - E.I.GJHHH\ -PeccBr-TrTTrNE SC--BCAATT
coaracacarrecccorre-aAAAAT--Mecloaaaall-Mocc@Mr-Trrrree S0--ACAATT
GCATACAGAANCCCCGTTCAAAAAAT - - CCOCGAAAAT-CGC TTTITHG SC--ACAATT
GCATACAGAANCCCCGTTC-AAARATI-COCUGARART - CO-CGT-TTTTTGE SC--ACAATT
searacacaarececcerre-aaaaare-cocc@aaallr-co-cer-TrrTTRG SC--ACAATT
ceatacacarrcceccorTe-aAAAA[M-coccoaraaT-co-clll-TTTITRG SU--ACAATT
cearacacaarecccorrel-arana/l-coccflla - cl-cofl-TTTTTR G SC--ACAATT
coaTacacAANCeCCoTTe-AA AR/ cooc s r-c@- cofl-TTTTTRG SC--BCAATT
coaracacarMeccoorTel-aAAna/M-cococ s r-c@- cofl-TTTTTER G S0--ACAATT
cearacacaadeecccrrel-aaaaafill coccfils r-c@ ccfl-rrrTTe St--ACAATT
ceAThcaGAANCeCCoTTe-AAARANM-coocfly r-c@-cofl-tTTTTERG SC--ACAATT
GCATATAGAAMCCCCGTTCAAAARAT --Goerla r-cl-coll-trrTTR SC--ACAATT

nuautttu'r'rt—n.uaarl GGCCGARAAT- Cl-COT-TTTTTGG SC--BCRATTE
acaaacccccrrel-aaaraTM-cocceaaaar-cfl-ceT-TITTTEG SC--RCAATTS
acaaacecccrrefiasaaaar--ceeccaraar-cfll cer-TTTTTCE SC--ATAATTS
BGAAACCCCGTTORAARAAT - -GCCCGRAAAT -Cll-CET-TTTTTEG SC--BCRATTE
AGAAACCCCGTTORAAAAAT - -GUCTGAARAT-C6-0 TTTTTGE SC--RCAATTS
nu)\urunruunuml nnltnnnn)\'r—t _coT-TTTTTEG SC--ATAATTS
aeaanccccstrel-AaarAaT-cocMeeraanr-cf-coT-TrTTTRS SC--RCRATTS
aGaAAccerGTTC-AAAAATI-coccGaaAAT-cll-coT-TTTTTEG SC--RCAATTE
avaaacccceerrel-aaaaar--Meccaaaarres-cer-TrTTIRE SU--ACAATTS
RGAAACCCCGTTC|-AARAAT--CCCCRRARATTCG-CGT-TITTTGG SC--RCRATTS
asaaaccccsrrel-aaararfl-coccMaaallr-co-cer-rrTTrRS SC--RUAATTE
nuauttturnnaaaar——ntttnnu\'r—ut‘ SITTTEG SC--BCRATTE
AGAAACCCCGTTCRARRAAAT - -GCCCGRARAT-C6-C TTTTTGE SC--RCRATTS
searacacaarceecorre)-aaraarl-scccranaar-cf-cor-rrrrTol SC--RUAATTE
ceaTAcheaAMccccoTTeARAAAAT--cecceanallr-¢ T—TTTTTG C--ACAATTI
aracAcaaMrrcceTTel-aaAaAAT[R-cHrcEAAAAT- oot nnnun C_ACEATT!
aracacarrccccerTel-AnARAT-ccccoannaT-coclilir-TTrITf - -ACGATT]
ATACAGAAMECCCRTTC-AAARAT -ilrt A ARAT-CG-CETTTTTTITR - -AcGATT)
aracacaarccccrrre-aaaaaT-Mocc@ranar- collc@rrrroofle - -ACtGATT
aracacarrccccerTe-AnARAT-cocoMranaT-coclr-TrroTEcer - -ACGATT]
aracacaadrcccrrrel-anArATM-se6ccaarAT-cocfMlr-TrrrT ol - -acGaTT)
aracacasrocccerre-anaraTM-coccoananaT-Moc v -rrrr ol - -ACGATT]
aracacaarecccerre-aaarATM-coecoaanaT-cocfMlr-rrrrT e - -AcGATT]
aracacaadecccerrel-aaaaaT-clecfrararccl-Jllr-rrrrr Ol o - -atcatTr)
aracacassocccerre-anaraTM-cocoMaanaToc-MBr-rrrrTEcere - -ACGATT]
aracacaareccoerrel-aaaaaT-cocc@ianaroo-clr-rrrrrecMerl - -AcGATT]
ATACACAAMCCCCETTC|-ARARAT rulln ranarcof-Jl-rrorr@ecere--- SACEATT
aracacarrccccerTel-ARARATI- clcc@ianarocltl-Qlr-TTTITE trl -- SACGATT!
aracacaaMecccerTel-aAAaATE-ccec@iaraT-cocfMlr-rrrrTecMerl-- - SATGATT
aracacaadccccrrre-aaaaaTE-cooclaanar-cocfilfr-rrooTEcfere-- - SAUGATT/
ATacAcARMCCCCGTTC-AARRAT- -receanaall- EEEGT—TTTTTEEEE:I[—[ SRCAATT
aracacardeccoorre-aaaaaT--Mecccarrafl-Moccor-rrrrroccc Oe - SACAATT
aracacaadeccccrrel-aaaaaT--Meeccaarafl-WMeccer-TTrTTEECceTEE - E SATAATT
atacacarMocccorTe-AAARAT- -Mclloeanrafll- r.ttu-'r'r'rnuct:lt-t SRCAATT
aracacaardrcccorre-aanaaT--Mecceaarafl-Meccer-Trrrroscc Ol - -ACAATT
aTacacarsocccorTe-aaaaaT- -Meccearaafl-MocceT-TTTTTRGCCTOE ¢ SRCAATT
aracacarseccoorre-aaaaaT--Meeceaarall-Weccor-rrrrTRcceToe-t SACAATT
aracacaadececcrrel-aaaaatf-ccecfrarar-co-Wer-TTrrrEEceTer - SATAATT
aracacarrocccorTe-AAARAT(M- coi@rarar--cccer-rrrr@occc @M« SRCAATT
aracacaardrcccorrel-aanaaT(l-colle@aarar-co-cer-rTrrTRSceTOE - -ACAATT
atacacarsocccorre-aaaraT/M coco@aAAATeC- - CET-TTTTTRGCCTOC-C SRCAATT
aracacaarecccorrel-aanaafill-coce AAM.T-M.-IH-TTTTM“r'ru-r -ACAATT
aracacaasccccorre-aaaza/l-cocc@aarar-co-Mer-TTrTTRRCCTOE T SRCAATT
aracacarrocccorre-aanraM-cocc@aaalr-co-ceT-TTTTTRGCCTOE T SRCAATT
aracacaadececcrrel-aanaarTll-coccfaaaar-coorer- EECCToC- T SACAATT
STECAGAAMCCCCGTTC-A - e AAAAT—Iu vl - - - -acaAfl
STECAGAANCCCCGTTE-A c-cleocaraat-Me GE-CTC-GC Y ISy
STECAGAAMCCCCGTTE-A - -Mlciccarlr-co I [ -acaAlT
-TEcaGAAMCTCCOGTTE-A W-ccecoanaar- FE-CTO-GC -RCAART
STECAGAANCCCCGTTE-A AN ey b EE-CTC-GC -RCAART
STECAGAAMCTCCOGTTE-A H-cBrocoanrar- poclElc - -ollaalr
STECAGAANCCCOGTTE-A -8 cccaallr- BE-CTO--- -RCAART
IG[ADAAA[[EEDTT[-A I CGAAAAT - o -cllaalr
GracaaMeccooTTO-A ccflc@annrar- I -acaAlT
C-TerAGAAMECOCCGTTO-A - -Meseocalllrr 06 nlu\n
C-TGCAGAAMCCCCGTTO-A H-cclMecaraar-Mecccll- 06 allaafr
G-TErAGAAMECCCGTTO-A B-cocclaaaar-ce cHl- I AcaART
C-TerAGAAMECCCGTTO-A —rrununlnwun - 06 ---acaafllr
6 -TECAGAL Mot nnal o --Mescccarlirloccccl- 06 - ---acaafiir
CSRBR.2.

Fotografia N° 2. Region conservada y bloques de region conservada de Leishmania.

Fuente: Elaboracion propia

CRITERIOS DE SELECCION DE CEBADORES
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CTTEETCTAMTATA -
CTTEGTCTANTATA -
CTTEGETGTAMTATA

CTTEETCTAMTATA -
CTTEGTGTAMTATA

GTTEGETGTAMNTATA- -
CTTEGTCTAATATA -
CTTEGTGTAMTATA
GTTEGTGTANTATA

CTTEGTCTANTATA -
CTTEGTGTAMTATA

GTTEGTGTANTATA
CTTEGTCTANTATA -
CTTCCTETANTATA-
CEEETTGGTGTANTATA -
GEEETTGGTGTANTATA -
CEEETTCCTETANTATA -
CEEETTGGTGTANTATA -
GEEETTGGTGTANTATA -
CEEETTCCTGTANTATE -
CEEETTGGTGTANTATA -
CEEETTCCTETANTATA -
CEEETTCCTGTANTATE -

CEEETTCCTETANTATA -
CEEETTGGTGTANTATA -
GEEETTGGTGTANTATA -
CEEETTCCTETANTATA -
BGLGTT

ETCTANTATA -
GTCTANTATA -
ETGCTANTATA -
GTGTANTATA-
BTGTANTATA-
GTCTANTATA-
GTCTANTATA -
ETGCTANTATA -
GTGTANTATA- -
BTGTANTATA- -
GTCTANTATA-
ETGTANTATA -
GTCTANTATA-
GTGTANTATA- -
ETGCTANTATA -
creTaAMAaTA-
GTCTANMATA- -
GTGTANMATA-
GTCTANMATA-
GTCTANMATA- -
GTGTANMATA-
GTCTANMATA-
GTCTANMATA- -
GTGTANMATA-
GTCTANMATA-
GTETRA a'u:nl

GTT
ETT
GTT

3
3

3

GETT
CCTT
GLTT
CETT
GGTT
GETT
CCTT
GGTT
CETT
GGTT
CETT
CETT
GGTT
GETT
CETT
GGTT
GETT
GGTT
GGTT
GETT
GGTT
GGTT
GETT
GGTT

6T
GT

aTA-.
AT A-
aTA-.

Nicrnocencennacnaneannannnanns

Alignment: 986 sequences 216 pos.

Los cebadores que se evaluaron para la seleccion fueron un total de 33 (Tabla 4), de los cuales en la

seleccion se buscd cebadores con el menor tamafio de amplicon, por lo que se eliminaron todos los

cebadores con tamafios superiores a los 200 pb. En este estudio se considero tener un par de cebadores

que amplifiquen los subgéneros Viannia y Leishmania; y otro par de cebadores que amplifiquen el

subgénero Viannia. El primer par de cebadores mediante las temperaturas de fusion ayudara a discriminar

la presencia de algiin subgénero e incluso de la especie entre los cultivos y el segundo par de cebadores

ayudara a discriminar la presencia de alguna especie dentro del subgénero Viannia, por ser el de mayor

predominio en el Peru contando con 6 especies a diferencia del subgénero Leishmania donde tenemos

solo a la Leishmania (L.) amazonensis®°V.
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Tabla 4. Revision de cebadores hallados en la bibliografia

CEBADORES Forward Reverse TAMANO GENERO SUBGENERO AUTOR
(pb)
Uni2l Lmj4 GGGGTTGGTGTAAA CTAGTTTCCCGCCTCCGA  650-800  Leishmania L. Leishmania/ Mouttaki et al.,
ATAGGCC G L. Viannia 201463
LINR4 GGGGTTGGTGTAAA TTTGAACGGGATTTCTG/ 700 Leishmania L. Leishmania/ Reis et al., 2013
LIN17 ATAGGG CAGAACGCCCCTACCCG L. Viannia Aransay et al.,
LIN19 2000 099
B1 B2 GGGGTTGGTGTAAT CTAATTGTGCACGGGGA 750 Leishmania Oliveira et al.,
ATAGTGG GG 2011
McCann et al.,
1999
L. Leishmania/ De Fatima
L. Viannia Arruda Pereira et
al., 2008
de Bruijn vy
Barker,
1 992(64,94796)
M1 M2 CCAGTTTCGAGCCC GGTGTAAAATAGGGGCG  600-750  Leishmania L. Leishmania/ FEresh et al.,
CGGAG GATGCTCTG L. Viannia 1994
Oliveira et al.,
2005(97,98)
L.MC-1S CTRGGGGTTGGTGT TWTGAACGGGRTTTCTG 700 Leishmania Tiwananthagorn
L.MC-1R AAAATAG L. Leishmania/ et al., 2017
L. Viannia Kato et al., 2005
y 2007 (99—101)
F4-1 F4-2 GTTCATGCACGCCA CAGGGTACGAGATGGCG 128 Leishmania L. Leishmania/ Mimori et al.,
CTACTTGCAAGG CACATCC L. Viannia 1998 (102
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CEBADORES Forward Reverse TAMANO GENERO SUBGENERO AUTOR
(pb)
Linf.1-23F TCCCAAACTTTTCT TTACACCAACCCCCAGT 132 Leishmania L. Leishmania  Cavalcanti,
Linf.1-154R  GGTCCT TTC 2008103
kDNAf ATGCCTCTGGGTAG GGGAGCGCGGCCCACTA 138 Leishmania L. Leishmania/ De Paiva
kDNAr1 GGGCGTTC TATT / L. Viannia Cavalcanti et al.,
kDNAr2 GGGTGCGCGGCCCACTA 2013 (104
TATT
137 13Y ACTGGGGGTTGGTG CGCCCCTCCCCCACGGG 400-700  Leishmania L. Leishmania/ Rodgers et al.,
TAAAATAG L. Viannia 1990
Silva et al.,
2012(61,105)
13A 13B GTGGGGGAGGGGC ATTTTACACCAACCCCC 120 Leishmania L. Leishmania/ Rodgers et al.,
GTTCT AGTT L. Viannia 1990
Aviles et al.,
1999 (61,106)
KDNA 1 GGGTAGGGGCGTTC TACACCAACCCCCAGTT <150 Leishmania L. Leishmania/ Weirather et al.,
TGC TGC L. Viannia 2011497
KDNA 2 AACTTTTCTGGTCC ACCCCCAGTTTCCCGCC <150 Leishmania L. Donovani/
TCCGGGTAG L. Leishmania
KDNA 3 GGGTAGGGGCGTTC CCCGGCCTATTTTACACC <150 Leishmania L. Leishmania/
TGC AACC L. Viannia
KDNA 4 GGGTGCAGAAATCC CCCCGGCCCTATTTTACA <150 Leishmania L. Leishmania/
CGTTCA CCA L. Viannia
KDNA 5 CTTTTCTGGTCCTCC CCACCCGGCCCTATTTTA <150 Leishmania L. Donovani/
GGGTAGG CACCAA L. Leishmania
KDNA 7 AATGGGTGCAGAA CCACCACCCGGCCCTAT <150 Leishmania L. Leishmania/
ATCCCGTTC TTTAC L. Viannia
L. GGTCCCGGCCCAAA CCGGGGTTTCGCACTCA <150 Leishmania L. Leishmania/
amazonensis CTTTTC TTT L. Viannia

kDNA 1
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CEBADORES Forward Reverse TAMANO GENERO SUBGENERO AUTOR
(pb)
L. GGTAGGGGCGTTCT CCCGGCCTATTTTACACC <150 Leishmania L. Leishmania  Weirather et al.,
amazonensis GCGAAT AACC 2011 40N
kDNA 2
L. GGGTAGGGGCGTTC TACACCAACCCCCAGTT <150 Leishmania L. Leishmania/
amazonensis TGC TGC L. Viannia
kDNA 3
L. major ACGGGGTTTCTGCA GTAGGGGCGTTCTGCGA <150 Leishmania L. Leishmania/
minicircle1 CCCATT AAA L. Viannia
F10-1 F10-2 CTGACTGGCTCGGC GGTCGCAGTACATGGCG 263 Leishmania L. Viannia
GCTCGGTAC TAAGG Mimori et al.,
V1 V2 GCTTCTCGTTTCGC CAAGACAAGAAAAAAG 168 Leishmania L. Viannia 1998 (102)
TTTGAAC GCGGC
MP1L TACTCCCCGACATG GAACGGGGTTTCTGTAT 70 Leishmania L. Viannia Cardoso et al.,
MP3H CCTCTG GC 2019
Enrique Perez et
al., 2007198109
Al A2 (G/O)(G/O)C/G)CC(A/  GGGGAGGGGCGTTCTGC 120 Leishmania L. Viannia Romero et al.,
C)CTATA/T)TTACA GAA 2001 10
CCAACCCC
M1 M2 CCAGTTTCGAGCCC GGTGTAAAATAGGGGCG 600 Leishmania L. Leishmania  Eresh et al.,
CGGAG GATGCTCTG 1994 ©7
LBF1 LBR1 AAATTCGCGTTTTT GCATAAACTAGAGACGG 536 Leishmania L. Viannia M Marcussi et
TGGCCTCCCCG AACAGAG al., 20087
L. braziliensis AATTTCGCAGAACG GTACTCCCCGACATGCC <150 Leishmania L. Viannia
kDNA 1 CCCCTAC TCTG Weirather et al.,
L. braziliensis TGCTATAAAATCGT GAACGGGGTTTCTGTAT <150 Leishmania L. Viannia 2011 407
kDNA 3 ACCACCCGACA GCCATTT
bl b2 GTGGGCGTATCTGC CAAAAAGCGAGGGACTG 103 Leishmania L. Viannia Mimori et al.,
TGATGAC CGGA 1998102
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CEBADORES Forward Reverse TAMANO GENERO SUBGENERO AUTOR

(pb)
OL1 OL2 GGGGAGGGGCGTT CCGCCCCTATTTTACACC 120 Leishmania L. Leishmania/ Romero et al.,
CTGCGAA AACCCC L. Viannia 2001
Rojas Palomino,
2021 (110,111)
MLF MLR CGTTCTGCGAAAA CGGCCCTATTTTACACCA 111 Leishmania L. Leishmania/ Diotallevi et al.,
CCGAAA ACC L. Viannia 2020
Ceccarelli et al.,
2014 1)
Mary F Mary CTTTTCTGGTCCTC CCACCCGGCCCTATTTTA 140 Leishmania L. Leishmania/ Ceccarelli et al.,
R CGGGTAGG CACCAA L. Viannia 2014 @3
PASSOS F GGGGTAGGGGCGT GGCCCACTATATTACAC 120 Leishmania L. Leishmania/ Sevilha-Santos
PASSOS R TCTGCGAA CAACCCC L. Viannia etal., 2019
Pita-Pereira et
al., 2012
Passos et al.,
1996(10,15,112)

Fuente: Elaboracion propia, basado en la revision sistematica de Conter et al. 20192

De los cebadores expuestos en la Tabla 4, se descartaron los cebadores con un tamafio de amplicén mayor a 200 pb, sombreados de
amarillo en la columna CEBADOR; ademas, para la identificacion del subgénero Viannia, se selecciond el par de cebadores MP1L-
MP3H por presentar el amplicon de menor tamafio dentro de los que identifican este subgénero en la tabla expuesta. Los demas cebadores
que identificaron el subgénero Viannia se descartaron y se sombrearon de naranja en la columna CEBADOR al igual que los que

amplifican solo el subgénero Leishmania, quedando los cebadores que amplifican ambos subgéneros.
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El par de cebadores MP1L-MP3H presentaron homologia entre las secuencias de los minicirculos de Leishmania (V.) braziliensis y
Leishmania (V.) guyanensis. La secuencia del cebador MP1L (forward) present6 2 desajustes en los nucledtidos con la Leishmania (V.)
naiffi y 3 desajustes con la Leishmania (V.) lainsoni. Sin embargo, Cardoso et al. y Perez et al. demostraron la obtencion de producto

con estos pares de cebadores en L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi y L. (V.) peruviana (Tabla 5).

Tabla 5. Homologia entre las secuencias de los cebadores y de los minicirculos de Leishmania obtenidas del GenBank y confirmacioén

de producto mediante PCR tiempo real o convencional

CEBADORES TAMANO PRESENCIA DEL CEBADOR EN LAS SECUENCIAS DE Leishmania - PROGRAMA AliView - OBSERVACION DEL

DE PRODUCTO AMPLIFICADO SEGUN LA BIBLIOGRAFIA
AMPLICON L.(V.) L. (V.) L.(V.) L.(V.) L.(V.) L. (L)
braziliensis guyanensis lainsoni naiffi peruviana amazonensis
F R P F R P F R P F R P F R P F R P

Uni2l Lmj4 650-800 NO NO SI NO NO s NO NO NO NO NO NO - - SI NO NO si

LINR4 700 NO NO S NO NO NO NO NO NO NO NO NO - - - si NoO si

LIN17

LIN19

B1 B2 750 sf si si si si si si NO NO @ si si NO - -~ Si NO NO @ si
M1 M2 600-750 NO NO Si NO NO SI NO NO NO NO NO NO - - SI NO NO Si
L.MC-1S 700 NO  si si  No si si NO si NO NO Si NO - - -~ NO sfi si
L.MC-1R

F4-1 F4-2 128 NO NO Si NO NO S NO NO NO NO NO NO - -~ -~ NO NO si
Linf.1-23F 132 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO - - - NO Si NO
Linf.1-154R

KDNAf 138 Si Si Si Si Si Si Si N N si No Ssi - -~ - NO NO @ Si
kDNArl1

kDNAr2
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PRESENCIA DEL CEBADOR EN LAS SECUENCIAS DE Leishmania - PROGRAMA AliView - OBSERVACION DEL

TAMANO PRODUCTO AMPLIFICADO SEGUN LA BIBLIOGRAFIA
CEBADORES DE L.(V.) L.(V.) L.(V.) L. (V.) L.(V.) L. (L)
AMPLICON braziliensis guyanensis lainsoni naiffi peruviana amazonensis
F R P F R P F R P F R P F R P F R P
137 13Y 400-700 NO NO SI NO NO NO NO NO NO NO NO NO - - - S si NO
13A 13B 120 NO NO Si NO NO NO NO NO NO NO NO NO - - - Si si si
KDNA 1 <150 si No si si NO NO Si NO NO SI NO NO - - - SI  NO Si
KDNA 2 <150 NO NO Sf NO NO NO NO NO NO NO NO NO - -~ -~ NO NO NO
KDNA 3 <150 si No si si NO NO Si NO NO SI NO NO - - - SI  NO Si
KDNA 4 <150 NO NO S NO NO NO NO NO NO NO NO NO - - - NO NO si
KDNA 5 <150 NO NO Sf NO NO NO NO NO NO NO NO NO - - - NO NO NO
KDNA 7 <150 NO NO Si NO NO NO NO NO NO NO NO NO - - - NO NO si
L. amazonensis <150 NO NO Si NO NO NO NO NO NO NO NO NO - - - NO NO si
kDNA 1
L. amazonensis <150 NO NO N NO NO NO NO NO NO NO NO NO - - - NO NO si
0
kDNA 2
L. amazonensis <150 si NO Si si NO NO Si NO NO S NO NO -~ -~ -~ Ssi NO Si
kDNA 3
L. major <150 NO NO Si NO NO NO NO NO NO NO NO NO - - - NO NO si
minicircle 1
F10-1 F10-2 263 NO NO Si NO NO Si NO NO NO NO NO NO - - - NO NO NO
V1 V2 168 NO NO Si NO NO S NO NO NO NO NO NO - - - NO NO NO
MP1L. MP3H 70 St st st s  SI SI NO SI SI NO SI SI -~ -~ SI NO NO NO
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CEBADORES TAMANO  PRESENCIA DEL CEBADOR EN LAS SECUENCIAS DE Leishmania - PROGRAMA AliView - OBSERVACION DEL
DE PRODUCTO AMPLIFICADO SEGUN LA BIBLIOGRAFIA
AMPLICON L.(V.) L. (V) L.(V.) L.(V.) L (V) L.(L)
braziliensis guyanensis lainsoni naiffi peruviana amazonensis
F R P F R P F R P F R P F RPF R P
Al A2 120 NO NO SI NO NO SI NO NO NO NO NO NO - - - NO NO NO
M1 M2 600 NO NO N NO NO NO NO NO NO NO NO NO - - - NO NO si
0]
LBF1 LBR1 536 Si NO Si Si NO NO NO NO NO S NO NO - -~ - NO NO NO
L. braziliensis <150 NO NO Si NO NO NO NO NO NO NO NO NO - - - NO NO NO
kDNA 1
L. braziliensis <150 NO Si st NO S NO NO SI NO NO NO NO -~ - - NO Si NO
kDNA 3
bl b2 103 NO NO Si NO NO NO NO NO NO NO NO NO - - - NO NO NO
OL1 OL2 120 NO NO Sf NO NO Si NO NO S NO NO NO - - Si sf si @ si
MLF MLR 111 si NOo Ssi si NOo Si Si NO NO NO NO NO -~ - -~ NO NO Si
Mary F Mary 140 NO NO St No NO st st St NO SI St NO - - -~ NO NO i
R
PASSOS F 120 NO St st No St s No sSi Si NOo Sf Si - -~ - NO NO sfi
PASSOS R

Fuente: Elaboracion propia

* F: homologia del cebador forward con la secuencia del minicirculo de Leishmania.

*R: homologia del cebador reverse con la secuencia del minicirculo de Leishmania.

*P: obtencion del producto amplificado de los cebadores segun los autores en la bibliografia.
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De los cebadores restantes, se descartaron los pares de cebadores que no se conocia el tamafio exacto de pb de su amplicon y tampoco
se pudo determinar en el programa AliView por falta de homologia en las secuencias de sus cebadores con las secuencias de los

minicirculos, estos cebadores estan sombreados de azul en la columna CEBADOR en la Tabla 5.

Tabla 6. Cebadores restantes luego de la seleccion de las Tablas 4 y 5

PRESENCIA DEL CEBADOR EN LAS SECUENCIAS DE Leishmania - PROGRAMA AliView - OBSERVACION DEL
PRODUCTO AMPLIFICADO SEGUN LA BIBLIOGRAFIA

CEBADORES TAMANO L. (V.) braziliensis L. (V) L.(V.) L.(V.) L.(V.) L. (L.) amazonensis
DE guyanensis lainsoni naiffi peruviana
AMPLICON. ¥ R P F R P F R P F R P F RPF R P
F4-1 F4-2 128 NO NO S NO NO SI NO NO NO NO NO NO - - - NO NO S
KDNAF 138 st st st st st st st st st st NO S - - -~ NO NO i
kDNArl
kDNAr2
13A 13B 120 NO NO Sf NO NO NO NO NO NO NO NO NO - - - SI si Si
MP1L 70 St sI st sI Sl SI NO SI SI NO SI  SI - - SI NO NO NO
MP3H
OL1 OL2 120 NO NO SI NO NO SI NO NO SI NO NO NO - - SI SI SI S
MLF MLR 111 si NOo si Ssi NO Si S NO NO NO NO NO - -~ -~ NO NO si
Mary F 140 NO No si NO NO Si Sf st NO Sf Si NO - - -~ NO NO @ Ssi
Mary R
PASSOS F 120 NO  SI ST NO SI  SI NO ST ST NO SI SI -~ -~ -~ NO NO SI
PASSOS R

Fuente: Elaboracion propia

* F: homologia del cebador forward con la secuencia del minicirculo de Leishmania.
*R: homologia del cebador reverse con la secuencia del minicirculo de Leishmania.

*P: obtencion del producto amplificado de los cebadores segun los autores en la bibliografia revisada.
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En la Tabla 6 se descartaron los cebadores en los que no se hallé producto de amplificacion
en una o mas especies de Leishmania de los subgéneros Viannia y Leishmania. Segin los
autores expuestos en la Tabla 4, estos cebadores se sombrearon de naranja en la columna
CEBADOR.

Los ultimos cebadores restantes KDNAf-kDNArl-kDNAr2 y PASSOS F-PASSOS R se
descartd el de mayor tamafno de amplicon, quedando el par de cebadores PASSOS F-
PASSOS R con 120 pb de amplicon. La homologia de las secuencias de los cebadores
seleccionados PASSOS F-PASSOS R en la secuencia forward presenta un desajuste en un
nucleodtido de las secuencias de Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (V.) guyanensis,
Leishmania (V.) lainsoni, Leishmania (L.) amazonensis y dos desajustes con la secuencia de
Leishmania (V.) naiffi. La secuencia reverse presenta cuatro desajustes en los nucledtidos de
las secuencias de Leishmania (V.) naiffi y Leishmania (L.) amazonensis; sin embargo, esta
falta de homologia y existencia de producto sugiere la presencia de subpoblaciones de
minicirculos que hibridan las secuencias de cebadores evaluados, las cuales no estan
presentes en la base de datos del GenBank'?.

Con los cebadores seleccionados MP1L-MP3H y PASSOS F- PASSOS R se realizé una
combinacion entre la secuencia forward PASSOS F y la secuencia reverse MP3H obteniendo
un producto de 54 pb, similar a lo que realizaron Aviles et al. 1999, combinando los
cebadores 13A-MP3H con un producto amplificado de 54 pb1%®. Con este pequefio amplicon

se esperd una mayor resolucion en las temperaturas de fusion halladas (Figura N° 3).

MINICIRCULO DE Leishmania

MP1L-MP3H =70 pb
PASSOS F-PASSOS =120 pb
PASSOS F-MP3H = 54 pb

Figura N° 3. Esquema de los cebadores usados para la PCR HRM
Fuente: Elaboracion propia, basado en Aviles et al. 1999109
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ESTANDARIZACION DE LA PCR

La estandarizacion de la PCR HRM se realizd evaluando el producto obtenido con los
cebadores seleccionados mediante una PCR convencional, para ello se considerd las
concentraciones de los cebadores seleccionados, las temperaturas de anillamiento de los
cebadores y la concentracion de SYBR Green master mix. Los amplicones obtenidos en la
PCR convencional debian tener el tamafio descrito y bandas nitidas sin impurezas. Las
concentraciones y tiempos para la PCR HRM que se estandarizaron se muestran en el Anexo
N° 14. A continuacién, se muestran fotografias de las electroforesis de las PCR
convencionales que se obtuvieron luego de estandarizar los cebadores seleccionados para
este estudio.

Los 9 cultivos, usando los cebadores PASSOS F-PASSOS R obtuvieron un producto de 120
pb, amplicon que pertenece al género Leishmania''?. Ademas, se observa que los productos

presentan bandas nitidas libres de impurezas y un blanco sin producto (Fotografia N° 3).

LADDER Cultivol Cultivo2 Cultivo3 Cultivo4 Cultivo5 LADDER Cultivo6 Cultivo7 Cultivo8 Cultivo9 Blanco LADDER

Fotografia N° 3. Electroforesis de los productos amplificados por los cebadores
PASSOS F-PASSOS R. En el carril 1 y 13: Marcador molecular de 100 pb ADN Ladder
Invitrogen ™. Carril 7: Marcador molecular de 50 pb ADN Ladder Invitrogen ™. Carril 12:
Blanco. Carriles 2 al 6 y 7 al 10: Cultivos del C1 al C9.

Fuente: Elaboracion propia
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Los cultivos C6 al C9 usando los cebadores MP1L-MP3H obtuvieron un producto 70 pb,
amplicon que pertenece al subgénero Viannia'®®. Los cultivos del C1 al C5 al no evidenciar
producto pertenecieron al subgénero Leishmania. Los amplicones obtenidos con estos

cebadores presentaron bandas nitidas libres de impurezas y un blanco sin producto

(Fotografia N° 4).

LADDER Cultivol Cultivo2 Cultivo3 Cultivo4 Cultivo5 LADDER Cultivo6 Cultivo7 Cultivo8 Cultivo9 Blanco LADDER

Fotografia N° 4. Electroforesis de los productos amplificados por los cebadores MP1L-

MP3H. En el carril 1 y 7: Marcador molecular de 50 pb ADN Ladder Invitrogen ™. Carril
13: Marcador molecular de 100 pb ADN Ladder Invitrogen ™. Carril 12: Blanco. Carriles 2
al 6 y 7 al 10: Cultivos del C1 al C9.

Fuente: Elaboracion propia

El ultimo par de cebadores PASSOS F-MP3H al ser la combinacion de dos cebadores de
diferentes disefiadores, se evalud la probable presencia de dimeros, bandas inespecificas y la
obtencion de un amplicon del tamafio de 54 pb hallado en el programa AliView al enfrentar

el par de cebadores con las secuencias de minicirculos y contar los nucle6tidos que abarcaron.
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Los cultivos del C1 al C5 no amplificaron ningin producto, mientras los cultivos del C6 al
C9 si evidenciaron el producto de 54 pb. Ademas, la electroforesis muestra productos con
bandas nitidas libres de impurezas y el blanco no hubo producto, demostrando en estas

condiciones de la PCR que no hay dimeros entre los cebadores usados (Fotogratia N°5).

LADDER Cultivol Cultivo2 Cultivo3 Cultivo4 Cultivo5 LADDER Cultivo6 Cultivo7 Cultivo8 Cultivo9 Blanco LADDER

Fotografia N° 5. Electroforesis de los productos amplificados por los cebadores
PASSOS F-MP3H. En el carril 1 y 7: Marcador molecular de 50 pb ADN Ladder Invitrogen
™. Carril 13: Marcador molecular de 100 pb ADN Ladder Invitrogen ™. Carril 12: Blanco.
Carriles 2 al 6 y 7 al 10: Cultivos del C1 al C9.

Fuente: Elaboracion propia
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TEMPERATURAS DE FUSION

Las temperaturas de fusion encontradas con los cebadores usados se detallan en la Tabla 7.
Se aprecia que las temperaturas de fusion de los amplicones generados con los cebadores
PASSOS F-PASSOS R presentan una diferencia de mas de 1° C entre los cultivos del C1 al
C5 y los cultivos del C6 al C9. Los amplicones de los cebadores MP1L-MP3H y PASSOS

F-MP3H no generaron temperaturas de fusion con diferencias entre los cultivos C6 al C9.

Tabla 7. Temperaturas de fusion obtenidos de los cebadores evaluados

TEMPERATURA DE FUSION DE LOS CEBADORES

PASSOS F-PASSOS R MP1L-MP3H PASSOS F-MP3H
Amplicén 120 pb Amplicén 70 pb Amplicén 54 pb
CULTIVO
Cl 79.10 - -
C2 79.10 - -
C3 79.05 - -
C4 79.10 - -
C5 79.03 - -
Co6 80.85 80.45 77.45
C7 80.83 80.45 77.65
C8 80.80 80.40 77.60
C9 80.78 80.45 77.53

Fuente: Elaboracion propia.

Las curvas de fusion de cada cultivo evaluado representados en las figuras N° 4, 5y 6 se
puede observar, que los picos de fusion de los amplicones se agrupan si las temperaturas de

fusion son iguales o cercanas, por ello, vemos los picos alineados en las figuras siguientes.

En los cebadores PASSOS F- PASSOS R, los amplicones generados con los cultivos C1 al
C5 obtuvo temperaturas de fusion similares con picos de fusion alineados al igual que los

cultivos del C6 al C9 con picos de fusion similares pero diferentes al otro grupo de cultivos

(Figura N° 4).
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CURVA DE FUSION DE LOS AMPLICONES DE 120PB

0.045000

—CULTIVO 1

0.040000

CULTIVO 2
—CULTIVO 3
—CULTIVO 4
—CULTIVO 5
—CULTIVO 6
—CULTIVO 7
—CULTIVO 8
—CULTIVO 9

DERIVADA DE FLUORESCENCIA/TIEMPO

-0.005000
TEMPERATURA

Figura N° 4. Curvas de fusion de los amplicones de 120 pb obtenidos de los 9 cultivos de

Leishmania usando los cebadores PASSO F-PASSOS R.

Fuente: Elaboracion propia

Los amplicones de 70 pb generados con los cebadores MP1L-MP3H de los cultivos C6 al C9
obtuvo temperaturas similares y picos de fusion alineados al igual que los amplicones de 54

pb generados con los cebadores PASSOS F-MP3H con los mismos cultivos (Figura N°5 y
6).
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CURVA DE FUSION DE LOS AMPLICONES DE 70PB
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Figura N° 5. Curvas de fusion de los amplicones de 70 pb obtenidos de los cultivos del C6

al C9 de Leishmania usando los cebadores MP3H-MPI1L.

Fuente: Elaboracion propia
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CURVA DE FUSION DE LOS AMPLICONES DE 54 PB
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Figura N° 6. Curvas de fusion de los amplicones de 54 pb obtenidos de los cultivos C6 al

C9 de Leishmania usando los cebadores PASSOS F-MP3H

Fuente: Elaboracion propia
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LIMITE DE DETECCION DE LOS CEBADORES SELECCIONADOS

Los limites de deteccion de los cebadores usados en este estudio fueron hallados mediante
dilucioén seriada a partir de 100 ng hasta 1 fg de ADN extraido de los cultivos de Leishmania.
Para el limite de deteccion se informo los resultados del CT (Threshold Cycle) hallado con
la PCR a tiempo real y las temperaturas de fusion donde se evidencio picos de fusion
homogéneos en las curvas de fusion con el PCR HRM. Los tres pares de cebadores se
evaluaron tomando como referencia un cultivo de Leishmania que amplifique cada uno de

ellos.

Los CT hallados al amplificar el ADN de los cultivos de Leishmania usando los cebadores
PASSOS F- PASSOS R a una concentracion de 100 ng, obtuvieron valores cercanos entre
los cultivos del C1 al C5 y diferentes a los CT de los cultivos de los cultivos C6 al C9 siendo
el cultivo C6 un poco diferente entre estos ultimos cultivos. En cuanto a los pares de
cebadores MP1L-MP3H y PASSOS F-MP3H los CT hallados al amplificar el ADN de
Leishmania de los cultivos C6 al C9 a una concentracién de 100 ng, se observéd que el CT

del cultivo C6 presentd un valor mayor a los demas cultivos amplificados por estos cebadores

(Tabla 8).

Tabla 8. CT de todos los cultivos de Leishmania con cada cebador usado con una

concentracion de 100 ng de ADN

CULTIVO CT DE LOS CEBADORES

PASSOS F-PASSOS R MP1L-MP3H PASSOS F-MP3H
C1 23.02 - -
C2 25.35 - -
C3 24.60 - -
C4 24.27 - -
Cs 23.47 - -
Co 11.12 11.81 12.36
C7 7.31 7.31 8.57
C8 7.65 7.27 8.56
Cc9 7.46 7.43 8.86

Fuente: Elaboracion propia
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El limite de deteccion de los cebadores PASSOS F-PASSOS R se evalu6 usando los cultivos
C5 y C6; cada uno representa a un grupo de los 2 que se observan en las curvas de fusion de
la figura N° 4. Los limites de deteccion de los cebadores MP1L-MP3H y PASSOS F-MP3H
se hall6 usando el cultivo C6 como representante, ya que no hubo diferencias en las curvas

fusion de los amplicones de los cultivos C6 al C9 con estos cebadores (Figura N° 5y 6).

Antes de las extracciones de ADN total de los cultivos de Leishmania se identifico la
concentracion parasitaria de cada uno; por lo que ademas de contar con una concentracion
de ADN conocida, también se contd con la concentracion de parasito de Leishmania al

momento de hallar el limite de deteccion de estos cebadores.

El par de cebadores PASSOS F-PASSOS R presento un CT de 24.24, en el cultivo C5, mayor
al CT del cultivo C6, que fue de 11.28 a una concentracion de 100 ng de ADN. El CT maximo
detectable por el equipo con el cultivo C5 fue de 35.1 con una concentracion de 100 fg
equivalente a 0.3 parésitos y para el cultivo C6 fue de 10 fg o 0.1 parasitos, con un CT de
34.75 por lo que, se entiende que la cantidad de minicirculos dentro del kinetoplasto a la

misma concentracion de ADN total extraido en los cultivos C5 y C6 no es el mismo (Tabla

9).

En los otros pares de cebadores, el CT maximo detectable al amplificar una concentracion de
100 fg de ADN del cultivo C6 con los cebadores MP1L-MP3H fue de 30.9 que equivale a
0.57 parasitos de Leishmania y el CT maximo detectable del cultivo C6 usando los cebadores
PASSOS F-MP3H fue de 33.41 con una concentracion de 100 fg de ADN que equivale a
0.57 parésitos de Leishmania (Tabla 9).
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Tabla 9. Limite de deteccion de los CT hallados

CONCENTRACION CULTIVO C5 CULTIVO C6
DE ADN
N°DE CT N° DE CT CT CT
PARASITO  CEBADORES PARASITO CEBADORES CEBADORES CEBADORES

PASSOS F- PASSOSF-  MPIL-MP3H  PASSOS F-
PASSOS R PASSOS R MP3H
100ng  338159.6 24.24 566004.2 11.28 11.81 12.36
10 ng 33816.0 25.79 56600.4 13.25 13.73 14.59
I ng 3381.6 27.44 5660.0 15.55 16.05 17.21
100 pg 338.2 29.20 566.0 18.26 18.92 20.32
10 pg 33.8 31.08 56.6 21.45 22.30 23.98
1 pg 3.4 33.07 5.7 25.19 26.29 28.30
100 fg 0.3 35.10 0.6 29.58 30.99 33.41

10 fg 0.1 3476

Fuente: Elaboracién propia

Los graficos de las curvas de fusion de los cebadores evaluados con los cultivos C5 y C6
obtuvieron un limite de deteccion menor a diferencia de los hallados con los CT en el PCR a
tiempo real. Se consider6 que el limite de deteccion de las curvas de fusion mantuvieran un
mismo pico en las diferentes concentraciones y conservaran la homogeneidad en las

temperaturas'%9.

En la Tabla 10, se observa las temperaturas de fusion de los 3 pares de cebadores, en donde
los picos de las curvas de fusion son detectables y presentan homogeneidad en las
temperaturas de fusion a las diferentes concentraciones de ADN de Leishmania. Los
cebadores PASSOS F-PASSOS R con el cultivo C5 lograron producir picos de fusion hasta
la concentracion de 100 pg y con el cultivo C6, obtuvieron picos de fusién hasta la
concentracion de 100 fg. Los cebadores MP1L-MP3H con el cultivo C6 presentaron picos
de fusion hasta la concentracion de 1 pg, y los cebadores PASSOS F-MP3H obtuvo picos de

fusion hasta la concentracion de 10 pg con el mismo cultivo.
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Tabla 10. Limite de deteccion de los cebadores usados a diferentes concentraciones y

temperaturas de fusion con picos de fusion detectables

CEBADORES TM CEBADOR TM CEBADOR ™
PASSOS F-PASSOS R (°C) MP1L-MP3H CEBADOR
Q) PASSOS F-
MP3H (°C)
CONCENTRACION CULTIVO C5 CULTIVO Cé6 CULTIVO Cé6
DE ADN
100 ng 79.03 80.85 80.45 77.45
10 ng 79.20 80.90 80.55 77.50
1 ng 79.00 80.90 80.55 77.80
100 pg 79.00 80.75 80.55 77.80
10 pg 80.80 80.55 77.50
1 pg 80.65 80.55
100 fg 80.65
10 fg
1 fg

Fuente: Elaboracion propia

En los graficos de las curvas de fusion de cada cebador se aprecia hasta donde la

concentracion de ADN usada puede emitir la fluorescencia adecuada para que el equipo la

detecte y construya luego una curva de fusion con un pico observable.

Las curvas de fusion con los cebadores PASSOS F-PASSOS R en el cultivo C5, solo se

observo picos en las concentraciones de 10 ng, Ing y 100 pg (Figura N° 7).
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Figura N° 7. Curvas de fusion de los cebadores PASSOS F-PASSO R usando diferentes

concentraciones de ADN del cultivo C5.

Fuente: Elaboracién propia

En el cultivo C6 con los mismos cebadores, la curva de fusion evidencio picos hasta la

concentracion de 100 fg (Figura N° 8).
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Figura N° 8. Curvas de fusion de los cebadores PASSOS F-PASSO R usando diferentes

concentraciones de ADN del cultivo C6.

Fuente: Elaboracion propia
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La curva de fusion de los cebadores MP1L-MP3H evidencid picos con el cultivo C6 desde

concentraciones de 10 ng, 1 ng, 100 pg 10 pgy 1 pg (Figura N° 9).
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Figura N° 9. Curvas de fusion de los cebadores MP1L-MP3H usando diferentes
concentraciones de ADN del cultivo C6.

Fuente: Elaboracion propia

Con los cebadores PASSOS F-MP3H vy el cultivo C6, se hall6 picos observables en las
curvas de fusion desde concentraciones de 10 ng, 1 ng, 100 pgy 10 pg (Figura N° 10).
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Figura N° 10. Curvas de fusion de los cebadores PASSOS F-MP3H usando diferentes
concentraciones de ADN del cultivo C6.

Fuente: Elaboracion propia
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ESPECIFICIDAD DE LOS CEBADORES

Los cebadores usados han sido disefiados y probados por los autores descritos en la
bibliografia. Se revisdé si los cebadores presentaron la especificidad en los estudios
presentados por los siguientes autores, tales como: Cardoso et al. demostraron que los
cebadores MP1L-MP3H eran especificos para el subgénero Leishmania (V.), y no
amplificaron Leishmania (L.) amazonensis, Leishmania mexicana, Leishmania donovani,
Leishmania infantum'®®. Gabriel, en su estudio usando Primer-BLAST, encontrd que los
cebadores MP1L-MP3H presentaron similitudes con la Leishmania (V.) braziliensis,
Leishmania major, Leishmania donovani y Macaca mulata’®. Gomes et al. usaron estos
cebadores con un cultivo de Trypanosoma cruzi hallando amplificacion con un CT de 30.05
con una temperatura de anillamiento de 58 °C a diferencia de la usada en este estudio de 65
°C12), Los cebadores PASSOS F-PASSOS R en el ensayo de Pita et al. no amplificaron
Trypanosoma cruzi, tampoco al vector Lutzomyia ni sangre periférica de pacientes sanos para

descarte de leishmaniosis visceral >
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DIFERENCIAS DE TEMPERATURAS ENTRE LOS CULTIVOS DE Leishmania

A las temperaturas de fusion halladas con los amplicones generados con los cebadores
PASSOS F-PASSOS R, usando los cultivos de Leishmania, presentaron diferencias
estadisticamente significativas con un p < 0.05. Las temperaturas halladas se enfrentaron
mediante el método estadistico Tukey, basado en comparaciones multiples. Las temperaturas
de fusion de los cultivos C1 al C5 son diferentes a los cultivos C6 al C9, p < 0.05. Ademas,
con las temperaturas halladas se agrupo en dos subconjuntos homogéneos: en el primer
subconjunto a los cultivos C1 al C5 sin diferencias estadisticas; y en el segundo, a los cultivos

C6 al C9 (0.810; p > 0.05), Tabla 11.

Tabla 11. Comparacion de las temperaturas de fusion usando los cebadores PASSOS F-

PASSOS R

SUBCONJUNTOS HOMOGENEOS DE LAS TEMPERATURAS DE FUSION DE LOS
CEBADORES PASSOS F-PASSOS R

CULTIVO DE Leishmania Subconjunto para p = 0.05
1 2
C5 79.025
C3 79.050
Cl 79.100
C2 79.100
C4 79.100
C9 80.775
C8 80.800
C7 80.825
Co6 80.850
Significancia 0.810 0.810

Fuente: Elaboracion propia

El grafico de cajas, se aprecia claramente los dos subconjuntos homogéneos de temperaturas

de fusion entre los cultivos C1 al C5 y los cultivos C6 al C9 (Figura N° 11).
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Figura N° 11. Temperaturas de fusion de los cebadores PASSOS F-PASSOS R de los
cultivos de Leishmania C1 al C9.

Fuente: Elaboracion propia.
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Con los cebadores MP1L-MP3H, al realizar el test de ANOVA, se obtuvo temperaturas de
fusion similares (0.956, p > 0.05) sin diferencias estadisticamente significativas entre los

amplicones de los cultivos C6 al C9, (Figura N° 12).

81,00

LI

80,00

MP1L-MP3H

TEMPERATURAS DE FUSION DE LOS CEBADORES

79,50

CULTIVO B CULTIVO7 CULTIVO 8 CULTIVO 9
CULTIVOS DE Leishmania

Figura N° 12. Temperaturas de fusion de los cebadores MP1L-MP3H de los cultivos de
Leishmania C6 al C9.

Fuente: Elaboracién propia

Al aplicar el test de ANOVA a las temperaturas halladas con los cebadores PASSOS F-
MP3H de los cultivos C6 al C9, se hallé que existe diferencia significativa (0.03; p < 0.05),
al presentar diferencias entre las temperaturas halladas con estos cebadores, se aplico el
método de multiples comparaciones Tukey, a partir de la cual las temperaturas de fusion del
cultivo C6 fueron diferentes al cultivo C7 (0.028; p < 0.05) y a la vez estos dos cultivos por
separados fueron estadisticamente similares a los demas (con 0.113; p > 0.05 y 0.217; p >

0.05 respectivamente) (Tabla 12).
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Tabla 12. Comparacion de las temperaturas de fusion halladas usando los cebadores

PASSOS F-MP3H

SUBCONJUNTOS HOMOGENEOS DE LAS TEMPERATURAS DE FUSION DE
LOS CEBADORES PASSOS F-MP3H

CULTIVO DE Leishmania Subconjunto para p = 0.05
1 2
Cé6 77.45
C9 77.53 77.53
C8 77.60 77.60
C7 77.65
Significancia 0.113 0.217

Fuente: Elaboracién propia

Las temperaturas de fusion se agruparon en dos subconjuntos: en el primero se incluyeron a
los cultivos C6, C8 y C9; y en el segundo, a los cultivos C7, C8 y C9. En la Figura N° 13 se

observa las temperaturas de fusion halladas mediante diagrama de cajas.
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Figura N° 13. Temperaturas de fusion de los cebadores PASSOS F-MP3H 54 pb de los
cultivos de Leishmania C6 al C9.

Fuente: Elaboracion propia
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COMPORTAMIENTO DE LOS CULTIVOS FRENTE A LAS TEMPERATURAS DE
FUSION HALLADAS

Los cultivos C1 al C5 presentaron recuentos parasitarios altos y temperaturas de fusion
similares de 79.08 + 0.03 °C al usar los cebadores PASSOS F-PASSOS R, por lo cual se
agrupan en un subconjunto; mientras que en otro a los cultivos C6 al C9, con temperaturas
similares de 80.82 + 0.03 °C y recuentos bajos o iguales al indculo inicial. Con respecto a los
tiempos de generacion los cultivos C1 al C4 eran similares con 13.7 £ 1.7 h y el cultivo C5
también era muy cercano a estos con 10.6 h, pero, diferente a los cultivos C6 al C9 que

presentaron similitudes y diferencias previamente descritas entre ellas (Tabla 13).

Tabla 13. Temperaturas de fusion de los cebadores PASSOS F-PASSOS R frente al

comportamiento parasitario (recuento y tiempo de generacion)

CULTIVO CRECIMIENTO TEMPERATURAS  SUBCONJUNTOS TIEMPO DE SUBCONJUNTOS TIEMPOS DE
PARASITARIO  DE FUSION DE GENERACION GENERACION
MAXIMO POR TEMPERATURAS
mL DE FUSION
Cl1 8.02E+07 79.03 0.810; p >0.05 13.84 0.09; p > 0.05
C2 3.51E+07 79.05 15.22
C3 6.85E+07 79.10 13.38
C4 9.09E+07 79.10 10.64 0.79; p > 0.05
C5 9.75E+07 79.10 8.34 0.00; p <0.05
C6 1.11E+03 80.85 0.810; p > 0.05 32.59 0.00; p<0.05 1,00; p>0.05
C9 1.11E+03 80.78 32.59
C7 1.11E+03 80.83 69.35 0.00; p <0.05
C8 1.23E+03 80.80 51.55 0.00; p <0.05

Fuente: Elaboracion propia

p > 0.05 no hay diferencias significativas; p < 0.05 hay diferencias significativas.

Los cebadores MP1L-MP3H y PASSOS F-MP3H enfrentados con el comportamiento de
crecimiento de los cultivos de Leishmania C6 al C9 no demostraron gran diferencia entre
ellos.

Los cebadores MP1L-MP3H carecieron de diferencias entre las temperaturas de fusién en
los cultivos C6 al C9, con alrededor de 80.44 + 0.02 ° C. En cuanto el crecimiento parasitario,

todos tuvieron recuentos bajos; los tiempos de generacion de los cultivos C6 y C9 fueron
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similares con 32.59 h; y en los cultivos C7 y C8 fueron diferentes a los otros 2 cultivos y

entre ellos (Tabla 14).

Tabla 14. Temperaturas de fusion de los cebadores MP1L-MP3H frente al comportamiento

parasitario (recuento y tiempo de generacion)

CULTIVO CRECIMIENTO TEMPERATURAS SUBCONJUNTOS TIEMPO DE SUBCONJUNTOS TIEMPOS
PARASITARIO  DE FUSION DE GENERACION DE GENERACION
MAXIMO POR TEMPERATURAS
mL DE FUSION
Cé6 1.11E+03 80.45 32.59 1,00; p > 0.05
C9 1.11E+03 80.45 32.59
0.000;, ——
C7 1.11E+03 80.45 0.956; p > 0.05 69.35 »<0.05 0.00; p < 0.05
C8 1.23E+03 80.40 51.55 0.00; p <0.05

Fuente: Elaboracion propia

p > 0.05 no hay diferencias significativas; p < 0.05 hay diferencias significativas.

Las temperaturas de fusion de los cebadores PASSOS F-MP3H entre los cultivos C6 y C7

fueron estadisticamente distintas (0.028; p < 0.05), pero cada una fue similar a los cultivos

C8y C9 (0.113; p>0.05 y 0.217; p > 0.05 respectivamente). En cuanto a los recuentos de

estos cultivos, se observa que fueron bajos. Por su parte los tiempos de generacion de los

cultivos C6 y C9 eran similares, mientras que de los cultivos C7 y C8 fueron diferentes al

resto (Tabla N° 15).

Tabla 15. Temperaturas de fusion de los cebadores PASSOS F-MP3H frente al

comportamiento parasitario (recuento y tiempo de generacion)

CULTIVO CRECIMIENTO TEMPERATUR SUBCONJUNTOS DE TIEMPO DE SUBCONJUNTOS
PARASITARIO AS DE FUSION TEMPERATURAS DE GENERACION TIEMPOS DE
MAXIMO POR mL FUSION GENERACION
C6 1.11E+03 77.45 32.59 0.000; 1,000;
C9 1.11E+03 77.53 0-1530;5 0.217; 32.59 p<0.05 p>0.05
> (). _
Cs 1.11E+03 77.60 p p>0.05 51.55 0.000;
p <0.05
c7 1.23E+03 77.65 69.35 0.000;
p <0.05

Fuente: Elaboracion propia

p > 0.05 no hay diferencias significativas; p < 0.05 hay diferencias significativas.
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4. DISCUSION

La leishmaniosis es una enfermedad tropical desatendida. Los nuevos casos reportado por
ano asciende alrededor de 700 000 a 1 000 000. Esta enfermedad desfigurante, en sus formas
cutanea, mucocutanea o cutanea difusa estan presente en el Pert y en otros paises del
mundo". Los métodos referenciales para el diagndstico presentan problemas de
sensibilidad y rapidez en el resultado®®. En el presente estudio, se evalu6 la detecciéon de
Leishmania a partir del método de PCR a tiempo real y analisis de fusion de alta resolucion

con cebadores dirigidos a los minicirculos del kinetoplasto.

Lesmere et al. en su estudio concluyeron que la especie Leishmania (V.) braziliensis era
dificil de cultivar in vitro usando el medio GLSH (Glucosa, Lactoalbumina, Suero y
Hemoglobina), a diferencia de las otras especies. Al igual que en nuestro estudio, los cultivos
que pertenecen al subgénero L. Viannia fueron dificiles de cultivar en medio Schneider y las
curvas parasitarias halladas con estos fueron cercanas al del indculo en el dia 0 de la curva.
Lesmere et al. al probar con mayores densidades de indculo inicial con la especie Leishmania
(V.) braziliensis, comenzando de 10 000 parasitos por mL, encontraron una curva sostenida
a partir de 500 000 a 1 000 000 de parasitos por mL, esto debido a probables metabolitos
excretados y secretados a mayores densidades que favorecian el crecimiento!'®. En el
estudio de Aylas et al., la especie Leishmania (L.) amazonensis obtuvo mayores recuentos
que la Leishmania (V.) braziliensis en medio Schneider a 26 °C. Lesmere et al. también
presentaron en las L. (L.) amazonensis y L. (L.) mexicana curvas con densidades parasitarias
superiores que las especies L. (V.) braziliensis y L. (V.) guyanensis con el medio de cultivo
GLSH a 26 °C"'%), En el estudio de Calvay et al. realizaron una curva parasitaria para el
subgénero L. Viannia a una concentracion inicial de 500 pardsitos por mL, al igual que
nuestro estudio, pero, en contraste a nuestros resultados obtuvieron recuentos de Leishmania
(V.) peruviana y Leishmania (V.) braziliensis cercanos a los 100 millones por mL, con una
temperatura de incubacion de 29 °C en medio Schneider. En cambio, Méndez et al. hallo con
el mismo subgénero en las especies Leishmania (V.) braziliensis y Leishmania (V.)
guyanensis recuentos similares al nuestro de alrededor a 500 a 1000 parasitos por mL en

medio Schneider a 26 °C #2115,
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Los cebadores PASSOS F- PASSOS R, descritos por Passos et al., amplificaron un producto
de 120 pb con L. Viannia. Pita et al. obtuvieron el mismo amplicoén con las especies L (L.)
amazonensis y L (V.) braziliensis al igual que nuestro estudio. Los 9 cultivos utilizados
presentaron el mismo amplicén, confirmando el género Leishmania en estos cultivos(>112),

Cardoso et al., al usar el par de cebadores MP1L-MP3H, obtuvieron amplicones de 70 pb
con las especies que pertenecen al subgénero L. Viannia: L. (V.) braziliensis, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naifi y L. (V.) shawi, excepto las especies L. (L.)
amazonensis y L. (L.) mexicana. Perez et al. obtuvieron el mismo producto con las especies
L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis y L. (V.) peruviana. Al igual que estos autores, se
obtuvo el mismo amplicon con los cultivos del C6 al C9, lo cual indica que pertenecen al
subgénero L. Viannia'%1%. Cardoso et al. demostraron la especificidad de estos cebadores

al no amplificar al subgénero L. Leishmania. Nuestros cultivos C1 al C5 tampoco

amplificaron con estos cebadores indicando que pertenecen a este subgénero!%®.

Los resultados de Sevilha et al. usando los cebadores PASSOS F-PASSOS R, al igual que
este estudio, demostraron obtener 2 temperaturas diferentes con los amplicones de 120 pb
entre los dos subgéneros de Leishmania con las cepas de referencia. El autor hall6 entre las
especies Leishmania (V.) braziliensis un Tm = 77.69 °C y con la Leishmania (L.)
amazonensis un Tm = 78.03 °CU1?. El estudio presentado por Pita et al. también demostro
diferencias entre los dos subgéneros; al usar estos cebadores se hallé temperaturas de fusion
con las especies Leishmania (V.) braziliensis y Leishmania (V.) shawi de 77.34 °C y de

Leishmania (L.) amazonensis de 78.95 °C15).

Entre los cultivos evaluados en el presente estudio con los cebadores PASSOS F-PASSOS R
se presentd una temperatura de fusion mayor en el subgénero L. Viannia (cultivos del C6 al
C9) Tm=80.81 + 0.03 °C que en el subgénero L. Leishmania (cultivos del C1 al C5)
Tm=79.07 = 0.03 °C. Los autores Ceccarelli et al. y Pita et al. mencionaron que las
temperaturas eran mayores en el subgénero Leishmania (L.) por contener mayor cantidad de
GC (G=guanina, C= citosina) en las secuencias amplificadas, que en el subgénero L. Viannia.
A pesar de que Ceccarelli et al. usaron 2 pares de cebadores diferentes a los de este estudio,
los cebadores Mary F-Mary R discriminaron los 2 subgéneros con una diferencia minima, y

se obtuvo una temperatura de fusion mayor con el subgénero L. Viannia que con el subgénero
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L. Leishmania con 87.67 °C y 87.62 °C, respectivamente; su otro par de cebadores MLF-
MLR discriminé con mayor diferencia L. Viannia y L. Leishmania con Tm de 85.01 °C y

85.74 °C respectivamente!!>!5),

Los cebadores usados por Ceccarelli er al. se dirigen a la misma region que amplifica el
producto de 120 pb con nuestros cebadores, por ello se explica la similitud de las Tm halladas
con Sevilha et al. y Pita et al., las cuales fueron mayores en el subgénero L. Leishmania a
pesar de usar cebadores diferentes (%13 Galluzi et al. mencionaron que la heterogeneidad
de las clases de minicirculos puede ser afectada con los pasajes continuos de cultivos
cambiando el predominio de alguna subpoblacion de minicirculos presente en el

kinetoplasto!!®,

El CT hallado con los cebadores PASSOS F-PASSOS R por Sevilha et al. con la Leishmania
(L.) amazonensis fue CT = 21.57, el cual estuvo cerca al obtenido con los cultivos C1 al C5
(subgénero L. Leishmania) que fue en promedio un CT = 24.14 + 0.92 y, en la especie
Leishmania (V.) braziliensis el autor hallé un CT = 10.49 cercano al obtenido en los cultivos
C6 al C9 (subgénero L. Viannia), el cual obtuvo un CT promedio de 8.38 + 1.5819. Los datos
hallados describen que el subgénero Leishmania (L.) presenta menos copias de minicirculos
dentro del kinetoplasto que el subgénero Leishmania (V.). Brewster, en su estudio evaluo las
poblaciones de minicirculos de las especies del subgénero L. Viannia hall6 diferencias en las
cantidades y clases de minicirculos, al igual que Kocher, et al., quienes mencionaron usar
estas caracteristicas propias entre especies de Leishmania como huella dactilar para su

caracterizacion en un futuro®®!7),

Las Tm halladas con los cebadores MP1L-MP3H no muestran diferencias estadisticamente
significativas (Tm = 80.44 + 0.14 °C). Este resultado no indica que los cultivos C6 al C9
puedan ser especies iguales, sino que este método no encontrd diferencias entre los cultivos
al analizar estos amplicones. Gomes et al. usaron estos cebadores, pero no menciona si
lograron discriminar entre la Leishmania (V.) braziliensis y Leishmania (V.) guyanensis; sin
embargo, se observa que los CT hallados de estas 2 cepas eran de 10.84 y 25.13,
respectivamente. En nuestro estudio, los cultivos C6 al C9 obtuvieron un CT promedio de

8.45+1.93(12),
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Los cebadores PASSOS F-MP3H al generar un amplicon mas pequefio (54 pb) se esperd
encontrar alguna diferencia en las temperaturas de fusion entre los cultivos C6 al C9 (L.
Viannia). Este par de cebadores fue una combinacion similar a la que hizo Belli et al. con los
cebadores 13A—13B y MP1L-MP3H formando el nuevo par de cebadores 13A-MP3H con
un producto de 54 pb(!®),

Belli et al. con estos cebadores amplifico las especies: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis
y L. (V.) panamensis; menos las especies: L. (L.) amazonensis y L. (L.) mexicana. En la
bibliografia revisada, no se encontrd algin autor que realizara esta combinacidén para
comparar nuestros resultados, ya que fue una invencién con el objetivo de obtener un par de
cebadores con un menor tamafio de amplicon y una mayor resolucion en la temperatura de
fusion. Las temperaturas de fusion halladas con estos cebadores no gener6 datos concluyentes
entre los cultivos; esto se debid a que las Tm de los cultivos C6 y C7 eran diferentes entre
ellos, pero la Tm del cultivo C6 ademas era similar a las Tm de C8 y C9; y la Tm de C7 de
la misma forma era similar a las Tm de C8 y C9; sin embargo, aunque no se pueda observar
una clara diferencia significativa, tampoco se puede afirmar que estos cebadores no puedan
discriminar entre especies de Leishmania sin tener los datos de la secuenciacion de los
cultivos y de los amplicones obtenidos con estos cebadores para la verificacion si hubiera

algtn polimorfismo entre estos.

Los limites de deteccion de los cebadores PASSOS F- PASSOS R mediante PCR HRM fue
de 100 pg o 338 parasito con el subgénero L. Leishmania y de 100 fg o 0.6 parasito con el
subgénero L. Viannia, Sevilha et al. hallaron un limite de cuantificacion de 1 pg de ADN o
12.02 equivalente de parasito mediante PCR a tiempo real con diluciones seriadas con la
especie Leishmania (V.) braziliensis llegando a una CT de 26.03. El limite de deteccion
usando la PCR a tiempo real para el subgénero L. Viannia en nuestro estudio fue de 10 fg
que equivale a 0.1 parasito y a la concentracion de obtenida Sevilha et al. de 1pg se obtuvo
un CT de 25.1719. Ceccarelli et al., aunque no usaron nuestros cebadores, detectaron 0.1
equivalente de parasitos en su ensayo de PCR HRM con 30 ng de ADN canino de fondo,
evaluando que las temperaturas de fusion estén constantes con un coeficiente de variacion

muy bajo y picos de fusién homogéneos sin desplazamientos!.
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En cuanto a los cebadores MP1L-MP3H, el limite de deteccion encontrado por Gomes et al.
fue alrededor de 0.06 equivalentes de ADN de parésito en la PCR a tiempo real. En este
estudio, hallamos mediante PCR a tiempo real un limite de 100 fg que equivale a 0.57
parésitos y en cuanto al HRM el limite hallado fue de 1 pg o 5.6 parasitos!?). Oliveira et al.,
en una PCR convencional, detectaron con estos cebadores una cantidad de 2 fg y
menciond que los autores Lopez et al. y Velasquez et al. obtuvieron valores mucho mas

pequefios de 0.14 fg y 0.9 fg, respectivamente®+6%72),

El limite deteccion hallado con los tltimos cebadores evaluados PASSOS F-MP3H fue de
100 fg 0 0.57 con la PCR a tiempo real y, con el analisis de temperaturas de fusion, se detectod

hasta un limite de 10 pg o 56.6 parasitos.

Los cebadores dirigidos al minicirculo son muy sensibles por la cantidad de copias que
presentan, sin embargo, la variabilidad que presentan en las subpoblaciones o subclases
dentro de los kinetoplasto de las especies de Leishmania y el elevado polimorfismo que
presentan en sus secuencias son parte de la dificultad a la hora de interpretar estos tipos de
ensayos®>!!) Al usar las herramientas bioinformaticas, se observd que estas secuencias
presentan de uno a mas desajustes en diferentes cebadores publicados a pesar de la
amplificacion in vitro demostrada, por lo que se entiende que falta mucha informacion sobre
las subpoblaciones de minicirculos para llegar a un mejor anélisis de todas las especies de

Leishmania.

En este estudio, se ha logrado la deteccion de Leishmania a nivel del género Leishmania y
de subgéneros, L. Viannia y L. Leishmania mediante PCR en tiempo real y analisis de fusion
de alta resolucion al utilizar cebadores dirigidos al minicirculo del kinetoplasto de
promastigotes como una alternativa diagnoéstica. Las diferencias de Tm entre especies de
Leishmania, a partir de cultivos almacenados, muestras clinicas o cepas de referencia, pueden
ser evidenciados con este método, por ello debe ser mejorado y validado en campo antes de
ser utilizado para el diagnostico en laboratorios de centros asistenciales de zonas endémicas

de leishmaniosis en el Pert.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y
RECOMENDA CIONES

76



5.1. CONCLUSIONES

» Los cebadores usados en este estudio, lograron amplificar el ADN de los cultivos de
Leishmania, identificando dos Tm diferentes entre los amplicones de 120 pb,
determinando el género y la presencia de 2 subgéneros. Al contrastar con los cebadores
que generaron un amplicon de 70 pb, se diferencié que las dos Tm obtenidas del amplicén
de 120 pb pertenecian a los subgéneros: L. Viannia y L. Leishmania. Ademas, la
combinacion de estos 2 pares de cebadores generé un amplicon de 54 pb, el cual no

presento diferencias en las Tm de los cultivos amplificados.

» Los cebadores seleccionados bajo el criterio planteado y con base a los estudios revisados
fueron, primero, los de menor tamafio amplificado de 70 pb y por el par de cebadores
MP1L-MP3H que solo amplifica al subgénero L. Viannia; el segundo par de cebadores
PASSOS F-PASSOS R fue seleccionado por amplificar los dos subgéneros in vitro y
poseer un tamafio de amplicon pequenio de 120 pb; y el tercer par de cebadores fue una
combinacion de los anteriores PASSOS F-MP3H contando con el menor tamafio dentro

de los 3 cebadores usados de 54 pb.

» Los cebadores MP1L-MP3H solo obtuvieron temperaturas en los cultivos C6 al C9 sin
diferencias significativas con Tm de 80.44 + 0.14 °C. Con el par cebadores PASSOS F-
PASSOS R las temperaturas de fusion se dividieron en dos grupos bien diferenciados: el
primer grupo, los cultivos C1 al C5 (L. Leishmania) sin diferencias significativas entre
ellos con un Tm de 79.07 = 0.03 °C, y el segundo grupo, entre los cultivos C6 al C9 (L.
Viannia) sin diferencias significativas con un Tm de 80.81 + 0.03 °C. Por ultimo, con los
cebadores PASSOS F-MP3H, se hallo diferencias entre los cultivos C6 y C7, pero estos
dos cultivos eran similares a los cultivos C8 y C9 por separado con Tm de 77.45 £+ 0.06

°C, 77.65+0.12 °C, 77.60 = 0.08 °C, 77.53 £ 0.05 °C respectivamente.

» Los cebadores MP1L-MP3H solo amplificaron los cultivos C6 al C9 que pertenecen al
subgénero L. Viannia. Los cebadores PASSOS F-PASSO R diferenciaron los dos
subgéneros por las temperaturas de fusion, en dos grupos: los cultivos C1 al C5 como
subgénero L. Leishmania y el C6 al C9 como subgénero L. Viannia. Los cebadores

PASSOS F-MP3H solo amplificaron el subgénero Viannia conformado por los cultivos
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C6 al C9. Entre los cultivos de los dos grupos hallados, no se evidencié mayor diferencia
en las temperaturas de fusion o picos de fusion que indicaran la presencia de especies
diferentes con los cebadores usados, solo se logro detectar el género y discriminar entre

subgéneros de Leishmania.

Con los limites deteccion con el método PCR HRM para los cebadores MP1L-MP3H se
obtuvo Ipg que equivale a 5.66 parasito; con los cebadores PASSOS F-PASSOS R con
el subgénero L. Leishmania se obtuvo 100 pg o 338.2 parasito; y 100 fg o 0.57 parasito
con el subgénero L. Viannia; por ultimo, con los cebadores PASSOS F-MP3H se obtuvo
10 pg o 56.6 parasito.

Las curvas parasitarias de los cultivos evaluados presentaron un patréon similar a lo
obtenido con el PCR HRM, el subgénero L. Leishmania agrup6 los cultivos C1 al CS,
que obtuvieron los recuentos mas altos cercanos a los 100 millones de parasitos por mL,
y los cultivos C6 al C9 del subgénero L. Viannia presentaron los recuentos muy bajos

cercanos al indculo inicial de 500 parasitos por mL.
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5.2. RECOMENDACIONES

= Nuestro estudio demostr6 que los cebadores PASSOS F-PASSOS R dirigidos al
minicirculo del kinetoplasto logran diferenciar hasta el subgénero en contraste
con los cebadores MP1L-MP3H. Seria necesario secuenciar los amplicones
obtenidos usando las diferentes especies de Leishmania para evaluar dentro de
estas las diferencias de nucledtidos hallados mediante las temperaturas de fusion
como informacidon para posteriores estudios, al igual que la secuenciacion

completa de los minicirculos del kinetoplasto.

= Para estudios posteriores, serd necesario enfrentar los cebadores usados en este
estudio en muestras clinicas para hallar la sensibilidad o simular muestras clinicas

con ADN humano y material contaminante presente en estas lesiones.

= Para evaluar el método de PCR HRM usando las secuencias de los minicirculos
de Leishmania, se recomienda estudiar a fondo las poblaciones de minicirculos
existentes en cada especie. La amplificacion de especies de Leishmania
registrados con distintos cebadores, a pesar de la falta de homologia de la
secuencia de los cebadores y la secuencia del minicirculo presente en el GenBank,
demuestra la importancia de definir las poblaciones de minicirculos que no estan
registrados en esta plataforma, lo cual ayudaria a ubicar o disefiar cebadores mas
adecuados para lograr detectar no solo el género o subgénero, sino también

discriminar entre especies.
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ANEXO 1
Ficha de datos para la elaboracion de la curva parasitaria de Leishmania

RECUENTO EN CAMARA DE NEUBAUER CONCENTRACION
cuLTIVO | REPLICA N° PROMASTIGOTES PROMEDIO DE LECTURA P?)IEASIE:%?&/]:%&RT%%EgO
LECTURA1T | LECTURA2 | LECTURA3 DILUCION)
1
1 2
3
1
2 2
3
1
3 2
3
1
4 2
3
1
5 2
3
1
6 2
3
1
7 2
3
1
8 2
3
1
9 2
3

92




ANEXO 2

Ficha de registro de concentraciones de ADN de Leishmania

N° CULTIVO

CONCENTRACION
TOTAL DE PARASITO
USADA PARA LA
EXTRACCION DE
ADN

CONCENTRACION DE
ADN (Nanodrop)

NO
LECTURA

RESULTADO
(ng)

PROMEDIO DE
LECTURAS (ng)

p—

W N | =[G N[ [N = | RN =GN =N [ =W N =W (N -=]W|N
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ANEXO 3

Ficha de registro de cebadores dirigidos al minicirculo de kinetoplasto de Leishmania

CEBADORES

Forward

Reverse

TAMANO DE
AMPLICON

GENERO A
IDENTIFICAR

SUBGENERO
A
IDENTIFICAR

AMPLICON PRESENTE
L. V. L. V. L. V. L. V. L.V. L. L.
brasisliensis | guyanensis | lainsoni | naiffi | peruviana | amazonensis

BIBLIOGRAFIA
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ANEXO 4

Ficha de registro de temperaturas de fusion de los cultivos de Leishmania

CEBADORES: CEBADORES: CEBADORES:
CULTIVO TAMANO DE AMPLICON: TAMARNO DE AMPLICON: TAMANO DE AMPLICON:
TEMPERATURAS DE FUSION °C TEMPERATURAS DE FUSION °C TEMPERATURAS DE FUSION °C

REPLICA 1 | REPLICA 2 | REPLICA 3 | REPLICA 4 | REPLICA 1 | REPLICA 2 | REPLICA 3 | REPLICA 4 | REPLICA 1 | REPLICA 2 | REPLICA 3 | REPLICA 4

1

2

3

4

5

6

7

8

9

95




ANEXO 5
Ficha de registro de limite de deteccion de los cebadores dirigidos al minicirculo de kinetoplasto de Leishmania
seleccionados.

CONCENTRACION DE

ADN

CEBADORES:

CULTIVO:

LIMITE DE DETECCION PCR HRM

CcT

TEMPERATURAS DE FUSION CON
PICOS DE FUSION HOMOGENEOS

REPLICA 1 | REPLICA 2

REPLICA 3

REPLICA 1

REPLICA2 |[REPLICA3

NUMERO DE
PARASITOS

100 ng

10 ng

1ng

100 pg

10 pg

1pg

100 fg

10 fg

1fg
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OPERALIZACION DE VARIABLES

ANEXO 6

CRITERIO

ESCALA

VAI;‘?[%%EIE) DE D%Eigﬁigﬂ DIMENSION | INDICADOR DE VALORES DE | TECNICA Iggﬁggg\g\?
MEDICION MEDICION
Método de
biologia
PCR en molecular Termociclador
tiempo real y basada en el ., .
. I Separacion del a tiempo real
analisis de analisis de las 0 Grados
. 50% de las . . : PCR Software de
fusion alta temperaturas . Fluorescencia | Temperatura Celsius Ordinal e
., . cadenas simples o HRM analisis de
resolucion de fusion de de ADN (°O) curvas de
de amplicones ' fusiG
amplicones. para encontrar uston.
presencia de
polimorfismo.
Protozoario Caracteristicas Pruebas
flacelado que Taxonomia propias € Género Caracteristica, basadas en Equipos de
Leishmania & 4 inherentes de | Subgénero | bioquimicas Nominal . . biologia
causa la . biologia
. . cada Especie | o moleculares. molecular.
leishmaniosis. . . molecular.
Leishmania.
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ANEXO 7
VALIDACION DE INSTRUMENTO DE INVESTIGACION

Proyecto de Investigacion: PCR en tiempo real y anilisis de fusién de alta resolucién

de amplicones obtenidos de cebadores dirigidos al minicirculo del kinetoplasto

Nombre del Juez Experto: —12

para la deteccion de Leishmania. Peru-2023.
Nombre del egresado(a):

A Jiva Floon s Muua Freaveo

ESCALA DE CALIFICACION
Marque con una X (aspa) en SI o NO en cada criterio segin su opinién
N° CRITERIOS SI | NO OBSERVACIONES
1 | El instrumento recoge informacién
que permite dar respuesta al y
problema de investigacion.
2 | El instrumento propuesto responde
al (los) objetivos(s) de estudio. v
3 |La estructura del instrumento es
adecuado. '/
4 |Los items del instrumento
responden a la operacionalizacién : /
de la variable.
5 | La secuencia presentada facilita el
desarrollo del instrumento. /
6 | Los items son claros y entendibles. Vv
7 | El nimero de items es adecuado /
para su aplicacion.

Juez Experto

LImA HUIZA *enCO

sradesor hsecisde ¢ 0.8
focuitad @ Redicies
N s e
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ANEXO 7
VALIDACION DE INSTRUMENTO DE INVESTIGACION
Proyecto de Investigacién: PCR en tiempo real y analisis de fusion de alta resolucién
de amplicones obtenidos de cebadores dirigidos al minicirculo del kinetoplasto

i i ia. -2023. \
parala det\ec.clén :&le (,e;slgn:?‘::{iaopeﬁ ow\—o\l Al
Nombre del egresado(a): Aulio —at

Nombre del Juez Experto: bl o Lilia Valencia ezeles.

ESCALA DE CALIFICACION

Marque con una X (aspa) en SI o NO en cada criterio segiin su opinién

N° CRITERIOS SI [ NO OBSERVACIONES

1 | El instrumento recoge informacion
que permite dar respuesta al

problema de investigacién.

2 | El instrumento propuesto responde
al (los) objetivos(s) de estudio.

3 |La estructura del instrumento es

adecuado.

4 |Los items del instrumento

responden a la operacionalizacién

de la variable.

desarrollo del instrumento.

Los items son claros y entendibles.

El nimero de items es adecuado

*
X
X
5 | La secuencia presentada facilita el 7(
Pa

para su aplicacion.

lar

Firr
Tecnologo Médico
CTMP. 10185
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ANEXO 8
RESOLUCION DE DECANATO DE LA APROBACION DEL PROYECTO DE TESIS

T
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Pen Decana de América
FACULTAD DEMEDICINA
DECANATO

Visto el expediente digital N°F01B4-20200000124, de fecha 29 de octubre de 2020 de la Facultad
de Medicina, sobre aprobacién de Proyecto de Tesis.

CONSIDERANDO:

Que, mediante Resolucién de Decanato N°1569-D-FM-2013 ratificada con Resolucién Rectoral
N®01717-R-2016 de fecha 19 de abril de 2016, se aprueba el Reglamento para la Elaboracién de
Tesis para optar el Titulo Profesional en las Escuelas Académico Profesionales de la Facultad de

Investigacion, solicitara a la Direccién Académica la Resolucién Decanal respectiva para proceder
a su ejecucion”;

Que, mediante Oficio N*000125-2020-EPTM-FM/UNMSM, el Director de la Escuela Profesional de
Tecnologia Médica, solicita la emisién de la Resolucién de Decanato aprobando el Proyecto de Tesis
titulado: "PCR en tiempo real y andlisis de fusién de alta resolucién de amplicones oblenidos de
cebadores dirigidos al minicirculo del kinetoplasto para la deteccién de Leishmania®, presentado por
el tesista Montoya Alvarado Julio Jairzinho — Cédigo 13010532 del Area de Laboratorio Clinico y
Anatomia Patolégica, el cual tiene los méritos en forma y en fondo para ser considerado apto para
Su ejecucion y cuenta con la aprobacién del Comité de Investigacion de la EP de Tecnologia Médica.
Su asesor es el Lic. TM Carlos Raul Sevilla Andrade - Cédigo 098388; vy,

Estando a lo establecido por el Estatuto de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos y las
atribuciones conferidas por la Ley Universitaria N°30220;

SE RESUELVE:
1° Aprobar el Proyecto de Tesis, segin detalle:

Titulo del Proyecto de Tesis:
“PCR en tiempo real y andlisis de fusion de alta
icones

kinetoplasto para la deteccién de Leishmania™

2° Encargar a la Escuela Profesional de Tecnologia Médica el cumplimiento de la presente
resolucién.

Registrese, comuniquese, archivese.

DRA. ANGELA ROCIO CORNEJO VALDIVIA DR. SERGIO GERARDO RONCEROS MEDRANO
VICEDECANA ACADEMICA DECANO

cc: SANATO AC. O - VDA - M

SRMAN
Esta es una copia " donibie de un @0 . rchivado por ta Uni Sasoa 2 May
de San M . apli do lo disp por el Art. 25 de D.S. 070-2013-PCM y la Tercera Disposicién
Complementaria Final del D.S. 026- 2016-PCM. Su dad o Q' P ser cor a és de la g
' a web spsgd adu.pelverifica do e ingr do el sigui odigo de S&

verificacion: GTNSWLS
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ANEXO 9 )
CONSTANCIA DE REALIZACION DE TESIS

CITEM Centro de Investigaciones Tecnolbgicas,
Biomedicas y Medioamblentales

Lima, 03 de nowlembre de 2023

CONSTANCIA

El gue suscribe, Director Ejecutivo del Centro de Investigaciones Tecnoltgicas, Blomadicas y
Medibamblentales — CITEM, cenfca que et

Bach. Julio Jairzinho, Montoya Alvarado

del Area de Laboratorio Clinico y Anatomia Patolbgica de la Escuela Profesional de
Tecnologia Meadica, ha realzado su tesis de Licenciatura Stulada =PcR EN TIEWPO REAL Y
AHALIZEE DE FUSION DE ALTA RESOLUCIKIN DE AMPLICOMEE OBTENIDOS DE CEBADCRES
DIRIGID0S AL MIMICIRCULD DEL KIMETOPLASTO PARA L& DETECCKIM DE Lsishmanis” en
Laboratorio de Epidemiciogia Molecular y Genética— LEMYG de la Seccion Cientifica de
Epidemiclogia del Institutc de Medicina Tropical Tianiel A Camion™ de la Facultad de
Medicina de la UMMSM - CITBM, bajo |a asesoria y coordinacion del Prof. Caros Radl Sevilla
Andrade durante el periodo de octubre del 2020 a mayo del 2022

Se expide |a presente constancia a solicited ded (a) interesado (a), para bos fines gue estime
conveniente, en Lima a los tres dias del mes de noviembne del ano Dos Mil Ventires.

il iy Date: 20231105
S 095809 0500

Dr. Jorgs O. Alarcon Villaverds
Direcior Epacutivo
CITBM f

CEMTRO DE INVESTIGACIOMNES TECNOLOGICAS, EIOMEDICAS ¥ MEDIOAME|ENTALES - OTBM
Hreockin: Calle losi Sandos Chorano WE 199, Urb. San Joscpein - Esliarvbits - 07008 Callso

Talifono: [511] 4525259 - Telefee: (511) £1:97000 Ansso 407 / wew.cltbm pe | ctbmificitbm.pe
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ANEXO 10
FOTOGRAFIAS DE LA EJECUCION DEL PROYECTO DE TESIS

Fotografia N° 6. Preparacion del medio bifasico NNN modificado para la reactivacion de los

cultivos almacenados en el IMT/DAC y el CITBM.
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Fotografia N° 7. Camara de Neubauer con promastigotes de Leishmania viables para el
recuento parasitario. Los promastigotes no adquieren el color del azul de toluidina al 1 %

indicando su viabilidad.
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Fotografia N° 8. Camara de Neubauer con promastigotes de Leishmania no viables para el
recuento parasitario. Los promastigotes que adquieren el color del azul de toluidina al 1 % no

son viables o estan muertos (circulos verdes).

Fotografia N° 9. Camara de Neubauer con presencia de rosetas de Leishmania. Las rosetas de
Leishmania son estructuras muy dificiles de romper para realizar el recuento parasitario. Se uso6

varias veces el vortex para evitar su presencia al momento del recuento. 400X.
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Fotografia N° 10. Promastigotes de Leishmania (izquierda) y roseta (derecha) coloreados con

Giemsa.

Fotografia N° 11. Bateria para la extraccion de ADN genoémico de Leishmania (Presto™ Mini

gDNA Bacteria Kit).
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Fotografia N° 12. Proceso de pre-PCR; preparacion del MASTER MIX para la PCR HRM.

Fotografia N° 13. Colocacion de los criotubos en el termociclador MiniOpticon Real Time

PCR System para la PCR HRM.
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ANEXO 11

MEDIOS DE CULTIVO PARA Leishmania

MEDIO BIFASICO NNN modificado

Obtencion de la sangre humana desfibrinada:

°  Colectar 20 mL de sangre humana con jeringa, con la asepsia pertinente.

° Verter la sangre inmediatamente a un matraz con perlas de vidrio en condiciones

estériles y mover para desfibrinar por 10 min; conservar a 4 °C hasta su uso.

Preparacion del Agar Base:

o

Agregar 4.4 g Agar Columbia para 100 mL.

° Disolver en agua destilada, autoclavar a 121 °C a latm de presion.

Preparacion de solucion salina:

o

Pesar 0,85g de CINa y adicionar en 100 mL de agua destilada.

o

Autoclavar a 121 °C a 1 atm de presion.
° Adicionar 40 pL de Amikacina para 100ml.
Preparacion del medio agar sangre:

o

Mezclar Agar base con los 20 mL de sangre desfibrinada.
°  Luego, repartir 5 mL de la mezcla en tubos tapa rosca estériles y colocarlos en un plano
inclinado.

Guardar todos los tubos con el medio a 37 °C para control de esterilidad por 24 horas.

Al momento de usar adicionar 1 mL de solucidn salina.

MEDIO SCHNEIDER
La preparacion se realizara segln el inserto del fabricante SIGMA-ALDRICH Schneider Insect
Medium codigo S9895.
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ANEXO 12

PROCEDIMIENTO DE RECUENTO PARASITARIO DE Leishmania

El recuento de promastigotes de Leishmania se realiza en camara de Neubauer con colorante

supra vital Azul de toluidina al 1 %.

INMOVILIZACION DE LA MUESTRA

Inmovilizacion de los promastigotes con 0.2 % de formol.

PREPARACION DE LA MUESTRA

e Muestra sin diluir.

Inmovilizar con 2 pL de formol al 0.2 % con 20 pL de cultivo, luego agregar 1uL de azul de
toluidina.

e Muestra diluida 1 al 5.

Inmovilizar con 1 pL de formol al 0.2 % con 10 pL de cultivo, luego agregar 20 puL de azul
de toluidina mas 19 pL de solucion salina.

e Muestra diluida 1 en 10.

Inmovilizar con 1 pL de formol al 0.2 % con 10 pL de cultivo, luego agregar 40 puL de azul

de toluidina mas 49 pL de solucion salina.

FACTORES PARA EL RECUENTO DE CAMARA DE NUEBAUER

Cuando se empled el area entera de la camara se uso el factor 1111.

Cuando se emple6 los 4 cuadrantes de los leucocitos se us6 el factor 2500.

Cuando se emple6 un solo cuadrante de los leucocitos se uso6 el factor 10 000.

Cuando se empleo6 los 5 cuadrantes de lo hematies se usé el factor 50 000.

Estos factores se multiplicaron dependiendo de las diluciones usadas, seglin la concentracién

de parasitos presente en los cultivos evaluados para la curva parasitaria.
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ANEXO 13

PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION DE ADN DE Leishmania
Se extraera ADN utilizando el kit comercial Presto Mini gDNA Bacteria kit GENEAID.

1. Preparacion de la muestra

Con la concentracion parasitaria total del volumen de cultivo de Schneider obtenido, se
centrifugd en tubo Eppendorf durante 1 minuto a 16 000 gravedades y luego se descarto el
sobrenadante. Al sedimento se agregd 180 uL de tampdn GT y se resuspendio en vortex. Luego
se agrega 20 uL de proteinasa K y se incuba a 60°C durante al menos 10 minutos e invirtiendo

cada 3 minutos los tubos.

2. Lisis

Se afiade 200 pL de tampon GB a la muestra incubada y se mezcla mediante vortex durante 10
segundos. Luego se incuba a 70°C durante 10 minutos hasta que el lisado sea transparente,

invirtiendo cada 3 min. Precalentar a 70°C el tamp6n de elucion.

3. Unién de ADN

Afiadir 200 pl de etanol absoluto al lisado y mezclar vigorosamente. Romper algun precipitado
con la pipeta si existiera. Colocar la columna GD en un tubo de recogida de 2 ml y transferir la
mezcla para centrifugar a 16.000 gravedades durante 2 minutos. Desechar el tubo de
recoleccion de 2 ml que contiene el flujo continuo y luego colocar la columna GD en un nuevo

tubo de recoleccion de 2 mL.

4. Lavar

Agregar a 400 pL de tampon W1 a la columna GD. Centrifugar a 16 000 gravedades durante
30 segundos y luego desechar el flujo. Colocar la columna GD nuevamente en el tubo de
recoleccion de 2 ml y agregar 600 puL de tampon de lavado a la columna GD. Centrifugar a 16
000 gravedades durante 30 segundos y luego desechar el flujo. Colocar la columna GD en el
tubo de recoleccion de 2 ml y centrifugar durante 3 minutos a 16 000 gravedades para secar la

matriz de la columna.
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5. Elucion

Anadir 100 pl de tampdn de elucion precalentado en el centro de la matriz de la columna. Dejar
reposar durante al menos 3 minutos para que se absorban por completo y centrifugar a 16.000
gravedades durante 30 segundos para eluir el ADN purificado. Usar menor cantidad de tampdn

de elucidn si se necesita concentrar mas el ADN.

Fuente: Procedimiento obtenido del inserto del fabricante.
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ANEXO 14

PROTOCOLO PARA LAS PCR HRM

Protocolo para la PCR a tiempo real

Materiales:

e PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (2X).
e Cebadores: PASSOS F- PASSOS R, MP1L-MP3H, PASSOS F-MP3H.

e Agua PCR ultra pura.

e ADN a concentracion de 100 ng.

Tabla 16. Condiciones de gPCR- HRM para la amplificacion de los cebadores empleados.

CEBADORES
PASSOS F- |MPI1L- PASSOS F-
PASSOS R MP3H MP3H
CONCENTRACION Green Master Mix (2X)

10 uL 10 uL 10 uL
(1X) (1X) (1X)
) 1.2 uL 2 uL 2 ulL

CONCENTRACION DE LOS CEBADORES (0.6) (1) (1)
AGUA ULTRA PURA 7.6 uL 6 uL 6 uL
CONCENTRACION DE ADN 100 ng 2 uL 2 uL 2 uL
VOLUMEN FINAL 20 uL 20 uL 20 uL
TEMPERATURA 95°C 95°C 95°C
DENATURACION INICIAL |TIEMPO 5 min 5 min 5 min
TEMPERATURA 95°C 95°C 95°C
DENATURACION | TIEMPO 30 seg 30 seg 30 seg
35 TEMPERATURA 65°C 65°C 65°C
CICLOS | ANILLAMIENTO |TIEMPO 1 min 1 min 1 min
TEMPERATURA 72°C 72°C 72°C
EXTENSION TIEMPO 1 min 1 min 1 min
TEMPERATURA 72°C 72°C 72°C
EXTENSION FINAL TIEMPO 5 min 5 min 5 min

CURVA DE FUSION

Gradiente de temperatura de 60 °C a 95 °C

Incremento de temperatura con una rampa de

0.1 °C cada 20 segundos.
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ANEXO 15
ELECTROFORESIS
- Realizar la electroforesis en gel de agarosa al 3 % utilizando buffer TAE 1X a 65 V por 60 a
70 min para separar los productos de la PCR segun su peso molecular.

- Colocar 60 mL de agarosa a 45 °C y luego colocar el peine para generar pocillos para cargar

los productos amplificados.

- Mezclar 5-8 uL de productos amplificados con 1 pL. de buffer de muestra y cargar en cada

pocillo.
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