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Introduccion

La utilizacion de técnicas moleculares tales como la reaccion en cadena de
Polimerasa (PCR), el andlisis de restriccion con endonucleasas y la hibridacion
molecular han sido de gran utilidad en el diagnoéstico de la leishmaniasis cutanea 'y
visceral.

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos en 781 muestras aisladas de
humanos, con lesiones sospechosas de leishmaniasis cutanea provenientes de
distintas areas endémicas del pais. Los resultados obtenidos demuestran la utilidad
de las técnicas moleculares en la evaluacion epidemiolégicas de focos de
leishmaniasis, con rapidez, sensibilidad y especificidad, permitiendo la identifica-
cién del ciclo bioldgico de Leishmania braziliensis y Leishmania infantum en su
ambiente natural. Se logrd la identificacién taxondmica de aislados provenientes de
20 estados del pais, lo que permitid conocer la distribucion de los subgéneros
Viannia y Leishmania en las areas estudiadas. De los estudios realizados podemos
deducir que Leishmania Viannia es responsable del 80% de leishmaniasis cutanea
localizada, mientras que el sub género Leishmania es responsable del 20% de los
casos. Esta distribucidn es la misma para todos los estados a excepcion del estado
Yaracuy, donde existe un 40% de casos producidos por Leishmania mexicana. En
nuestras manos, la PCR fue sensible en un 88.86% de los casos en comparacion con

el cultivo que solo fue positivo en el 18% de los casos.
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con otras afecciones es necesaria, la confusion en el

La leishmaniasis es una enfermedad que actualmente
es considerada como un problema de salud publica en
Venezuela, tanto por su morbilidad como por los
cambios en su comportamiento, en cuanto a su patrén
epidemiologico. La informacién en cuanto a la
morbilidad de la leishmaniasis no refleja exactamente el
numero de casos. EI 70% de los casos diagnosticados
en los servicios de Dermatologia Sanitaria no tienen
confirmacién diagnéstica, lo cual es esencial, ya que
muchos de ellos provienen de areas endémicas para
otras enfermedades por lo que el diagnéstico diferencial
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diagnostico influye directamente en los indices de
morbilidad reportados.

El diagnostico preciso de la enfermedad, asi como la
identificacion de su agente causal y su relacién con
sus vectores y reservorios es necesario para el disefio
e implementacidn de las medidas de control.

En los ultimos afios, los avances en la Biologia molecular
han abierto la posibilidad de desarrollar herramientas
especificas para el diagnostico de enfermedades, en
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este sentido, la reaccion en cadena de la Polimerasa
(PCR), desarrollada por Mullis y col (1987); ha sido
una de las mas utilizadas. Esta técnica consiste en la
amplificacién in vitro de un fragmento especifico de
ADN debido a la extension simultanea de las dos
cadenas por la accion de primers complementarios. Los
requerimientos de esta reaccidn son muy simples:
deoxinucleotidos para proveer tanto la energia como
los nucledétidos para la sintesis de ADN primers, ADN
como blanco o molde y buffer conteniendo Magnesio
para garantizar la actividad de la enzima.

La PCR ha sido ampliamente utilizada en diversos
estudios tales como mutaciones puntuales, anélisis
gendmico de variacién de secuencia, utilizando tanto
ADN de material fresco o material de archivo. Sin
embargo el uso mas amplio que se le ha dado a esta
técnica esta relacionado con su aplicacion al
diagnéstico de diversas enfermedades.

En leishmaniasis muchos autores reportan su
aplicacion en el diagnéstico de la enfermedad (Poper y
Wirth, 1987; De Bruijn y Barker, 1992, 1993; Rodriguez
y col, 1994). Sin embargo, las investigaciones se han
orientado hacia la obtencién de secuencias de ADN
con especificidad de especie, que permitan ademas del
diagnostico de la enfermedad, la identificacion de la
especie del parasito infectante. En Venezuela, segtn el
servicio de Dermatologia Sanitaria, la leishmaniasis
cutanea localizada (LCL) representa entre el 90-95% de
los casos registrados en el pais. Entre 1985-1998 se
reportaron en el pais 1700 casos con un sub-registro
estimado entre el 20-30%, entre las causas principales
de este sub-registro se mencionan las dificultades para
acceder a los servicios de salud y las dificultades en el
diagnostico. La PCR ha demostrado ser una técnica
rapida, sensible y especifica en el diagndstico de esta
enfermedad, por lo que en el presente proyecto nos
propusimos desarrollar y utilizar herramientas
especificas para el diagnostico e identificacion de las
distintas especies de Leishmania que circulan en las
diferentes areas endémicas del pais. Esta metodologia
permitira la evaluacién epidemioldgica rapida con un
diagndstico preciso de la enfermedad.

Materiales y Métodos.

Extraccion de ADN. Muestras (biopsia de piel o mucosa
nasal) tomadas a pacientes con diagnostico clinico de

22

leishmaniasis cuténea, las mismas son colocadas en
50 1de buffer de lisis (10Mm TE, 10 Mm EDTA), una
vez recibidas en el laboratorio, se le agrega 1ug/ul de
proteinasa K y se calienta a 56°C por una hora, luego
de centrifugacion a 13.000 RPM por 10 min., el
sobrenadante es colocado en un tubo limpio,
posteriormente se realiza una extraccion vol/vol con
una mezcla de fenol/cloroformo. EI ADN es precipitado
de la fase acuosa al agregar 2 2 volimenes de etanol y
1/10 del volumen de cloruro de litioa-20° C. EI ADN es
recolectado después de centrifugacion a 10.000 RPM
por 10 miny guardado a 4° C.

Cultivo de parasitos:

Los parasitos fueron aislados de biopsias tomadas a
pacientes, en medio de agar base sangre con 10% de
sangre desfibrinada de conejo y 1000 U de penicilina,
los cultivos son mantenidos en estos medios con pases
sucesivos semanalmente, una vez que el paréasito ha
sido adaptado al medio, se cultiva masivamente para la
extraccion de ADN y para criopreservacion en nitrogeno
liquido

Reaccion en cadena de Polimerasa (PCR). LaPCR se
realiza con 1ul de ADN (100ng) en una mezcla de
reaccion que contiene 200ng de cada primer; 2,5 mM
de deoxinucleotidos (ANTPs) y 1 U de Taq Polimerasa.
La mezcla de reaccién es sometida a 35 ciclos de
amplificacién; cada ciclo consiste de 1 minuto a 94° C
para desnaturalizar el ADN, 1 minuto a 60 0 65° C
(dependiendo de los primers) para la alineacién de los
primers a su secuencia homologa y finalmente 1 minuto
a72° C para amplificacion.

Los productos de PCR son visualizados con luz
ultravioleta, después de electroforesis en geles de
agarosa al 1% y tincion con bromuro de etidio (0.5 ug/
ul)

Analisis de restriccion del ADN.

10 ul de ADN son digeridos con 10 U de endonucleasa
(Gibco-BRL) de acuerdo con las instrucciones de los
fabricantes. Los productos de la digestion son
separados mediante electroforesis en geles de agarosa
o de poliacrilamida segin sea el caso.

Hibridacion Molecular. Los fragmentos de ADN
separados mediante electroforesis, son transferidos a
papel de nitrocelulosa por Southern blotting (Southern,
1975).
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La membrana de nitrocelulosa se pre-hibridiza durante
16 horas a 42° C en buffer (5XSSC; 1% SDS; 5X
Denhardts; 50ug/ml de esperma de salmén y 50%
formamida). La hibridacion se realiza en el mismo buffer,
al cual se le agrega la sonda marcada con dATP marcado
0 no radiactivamente.

La hibridacion molecular también se realizé en
dot blot, en este caso, el ADN es aplicado directamente
sobre el papel de nitrocelulosa y posteriormente
desnaturalizado sobre el papel con 1N de NaOH,
neutralizado con acetato de amonio 2N. Después de
secar la nitrocelulosa en horno de vacio, se procede a
la pre-hidridacién y posteriormente la hibridacion.
Después de la hibridacion, los filtros se lavan a 65° C
en 2XSSC, 0,1% SDS y posteriormente se revelan por
auto radiografia o por fluorescencia segun sea el caso.

Clonamiento Molecular:

A partir de una libreria gendmica de
Leishmania guyanensis, se logré obtener una
secuencia especifica de ADN de kinetoplasto, la cual
permite la identificacion especifica de ésta especie de
Leishmania, la cual ha sido utilizada como sonda, en el
desarrollo de este trabajo para identificacion especifica
de las distintas especies de Leishmania que circulan
en las distintas areas endémicas (Rodriguez y col 2000)

Resultados.

Entre Julio de 1997 y Septiembre de 1999 se
han procesado un total 781 muestras de pacientes con
leishmaniasis cutanea localizada,. En cuanto a la
leishmaniasis visceral, se han estudiado 89 muestras
provenientes de individuos residentes de areas donde
se reportan casos de leishmaniasis visceral y 289
muestras de perros domésticos ambos procedentes de
8 focos del Estado Nueva Esparta, 81 muestras
provenientes del Estado Anzoategui, de las cuales 15
corresponden a casos de leishmaniasis visceral.

Latabla 1 muestra la distribucion por estados
de las muestras obtenidas de pacientes con
leishmaniasis cutanea localizada, que resultaron
positivas por PCR donde se observa que el mayor
nimero de casos se concentra en los estados; Lara,
Mérida y Miranda.

Vol. XLI, N° 1y 2, Enero - Diciembre, 2001

Tabla 1.- PCR-Diagnostico de muestras de
pacientes con Leishmaniasis.

ESTADO N° de Pacientes Positivos Lb Positivo Lm Negativos
Anzoategui 4 2 1 1
Apure 5 1 2 2
Aragua 9 9 0 0
Barinas 2 1 1 0
Bolivar 27 22 2 3
Carabobo 4 4 (0] 0
Dtto. Federal 22 11 1 10
Falcon 1 0 (0] 1
Guarico 7 4 1 2
Lara 175 136 6 33
Mérida 145 102 5 38
Miranda 66 41 6 19
Nueva Esparta 1 0 [0] 1
Portuguesa 27 19 [0] 8
Sucre 3 0 2 1
Tachira 1 1 0 0
Trujillo 2 0 0 2
Vargas 29 14 6 9
Yaracuy 45 34 8 3
Zulia 7 4 0 3
Otros 23 10 0 13
TOTAL 605 (100%6) 415 (68,59%) 41(6,77%) 149 (24,62%)

LB = Leishmania brasilensis
LM = Leishmania mexicana

Los pacientes con Ulceras sospechosas de
leishmaniasis fueron evaluados por clinicos
especialistas y previo consentimiento del paciente se
le aplico la intra dermoreaccion de Montenegro. Los
pacientes que resultaron positivos a la prueba se les
tomé una biopsia para el diagnostico parasitolégico
mediante frotis, cultivoy PCR.

La fig 1 es una muestra de los productos de PCR
obtenidos al realizar la amplificacion de biopsias
tomadas a pacientes con lesiones sospechosas de
leishmaniasis. El producto esperado de 700 pb
utilizando los primers B1y B2, para el diagnostico de
Leishmania braziliensis, fue observado en la mayoria
de las muestras. Sin embargo, las muestras 2, 3, 7, 10
resultaron negativas para Leishmania braziliensis,
siendo positivas para Leishmania mexicana al
obtenerse el producto esperado para esta especie,
después de la amplificacion con primers especificos

para la deteccion de estos parasitos.
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Fig. 1. Pradursac de PCR de mussdras de pacienbss
m dacirafareds s gel de aparo sl 1%,
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De la informacién obtenida al realizar la PCR tanto para la deteccion de Leishmania braziliensis como
para L. mexicana, se pudo determinar la relacién existente entre ambas especies de Leishmania para producir
leishmaniasis cutdnea. La fig 2 muestra el porcentaje de ambas especies de Leishmania encontradas en las
muestras de los pacientes estudiados, siendo L. braziliensis responsable de la enfermedad en el 80.05% de los
casos estudiados y L. mexicana en el porcentaje restante. La PCR resultd6 mas sensible que el cultivo para el
diagndstico parasitolégico, encontrandose un porcentaje de positividad en los cultivos solo de un 18% en

comparacién con un 88% de positividad encontrado por PCR.
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La hibridacion molecular utilizando sondas
especie especificas (Fig 3), permitio demostrar
Leishmania (V) braziliensis con algunas variantes
genéticas (resultado no mostrado), esta
mayoritariamente presente en las areas estudiadas. L(V)
guyanensis fue encontrada solo en un aislado de un
paciente roveniente del Municipio Tovar del Estado

Mérida.
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Fig. 3.- Electroforesis en gel de poliacrilamida en
gradientes. ADNK de aislados obtenidos de animales
diversos digeridos con la enzima MSPL orden de las
muestras: 1 a 3- aislados obtenidos de animales silvestres
(Rattus, Sigmodon y Ratus); 4) L SV) brasiliensis; 5) L (V)
guyanensis; 6) L (L) amazonensis; 7) T. cruzi Marcadores de
pesos moleculares.
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Figura 2. Distribucion
de Leishmania spp.
en \enezuela.

Los resultados obtenidos han permitido
conocer ladistribucion de las especies del sub-genero
Viannia y Leishmania (fig 4), que mayoritariamente
producen la leishmaniasis cutanea en las distintas areas
endémicas del pais.

Fig. 4.- Productos de PCR de muestras de vectores en
electroforesis en el gel agarosa al 1% usando primers
3J1 y 3J2. Orden de las muestras: 1) Control negativo
(mezcla de reaccion). 2) Control positivo L. (V) brasiliensis.
3) Lu. panamensis. 4-5) Lu. tridnidadensis. 6-7) Lu.
panamensis. 8-10) Lu. cayennensis. 11-12) Lu. gomezi. 13)
Control negativo. MW. marcadores de peso molecular.
(Pool de fleb6tomos no infectados).
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DISCUSION

La utilidad de la deteccion de DNA por PCR como
criterio diagnostico en muestras humanas ha sido
ampliamente demostrado en nuestro trabajo. Sin
embargo una de las contribuciones méas importantes ,
ha sido sin duda la adaptacién de la técnica para la
evaluacién epidemioldgica rapida de un foco de
leishmaniasis muy corto tiempo, teniendo al mismo
tiempo el diagnostico de la enfermedad y la especie del
parasito infectante, asi mismo la técnica puede ser
aplicada para el estudio de vectores y reservorios tal
como ha sido demostrado en nuestras publicaciones
(Rodriguez y col 1999, De Limay col, 2002)

La aplicacién de esta técnica en el diagnostico de
leishmaniasis ahorra tiempo, lo cual beneficia al
paciente, quien puede ser tratado de una manera mas
eficaz.

Este proyecto nos ha permitido desarrollar una
metodologia diagndstica, con aplicacion directa en el
campo, con un 80% -95% .

de sensibilidad para la deteccion del paréasito
leishmanico con especificidad de especie. Sin embargo
el éxito de la técnica depende de la condicion en la cual
se tome la muestra, ya que es muy importante que se
preserve la integridad del material genético y se evite
su degradacion por accion de las nucleasas, para ello
se disefio un protocolo que fue repartido a los servicios
de dermatologiay asi lograr el éxito de la prueba.

La PCR resultd ser aproximadamente 60% mas efectiva,
sensible y especifica que el cultivo, el cual solo fue
positivo en el 18% de los biopsias cultivadas en el
diagnostico de la leishmaniasis cutanea. Uno de los
problemas que encontramos es la contaminacion por
hongos y bacterias en los cultivos, lo cual es de esperar
ya que la mayoria de las Ulceras presentan infecciones
secundarias por esos micro organismos.

El trabajo permitio conocer la distribucién de las
distintas especies de Leishmania responsables tanto
de la leishmaniasis cutanea, donde pudimos determinar
la prevalencia de Leishmania braziliensis en un 80%
de los casos estudiados, mas aln se demostré que
solo L(V) braziliensis esta presente cuando se analizan
a nivel mas especifico los aislados del sub-genero
Viannia, reportandose solamente un caso producido
por L(V) guyanensis proveniente del estado Mérida,
por lo que se esta realizando un estudio mas amplio
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para evaluar la abundancia de esta especie en la zona,
para lo cual contamos con una sonda especifica para la
deteccion de esa especie. Asi mismo queda demostrado
el papel de L(L) mexicana en la leishmaniasis cutanea
localizada, la cual se presenta adn dentro de un mismo
foco, donde se encuentra un solo tipo de vector, este
hallazgo corrobora los resultados previamente
publicados donde se demuestra que una sola especie
de vector puede ser portadora de Leishmania
braziliensis y L. mexicana (Barrios y col, 1994). Los
estudios continGan a fin de completar el mapa con la
distribucién geografica de la leishmaniasis en
Venezuela asi como la distribucidn de sus diferentes
Vectores y reservorios.
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