134

Raul H. Lucero’ 1Area de Biologia Molecular del Instituto

Bettina L. Brusés' de Medicina Regional. Universidad Nacional
del Nordeste. Provincia de Chaco- Argentina.

Sandra V. Sobrado? 2Area Entomologia del Instituto de

Enrique A. Szelag? Medicina Regional. Universidad Nacional del

Juan R. Rosa? Nordeste. Provincia de Chaco- Argentina

Correspondencia:

Raul Horacio Lucero

Instituto de Medicina Regional (UNNE)

Av. Las Heras 727. 3500 Resistencia. Chaco. Argentina
E-mail: rhlucero@bib.unne.edu.ar

Deteccion de Leishmania (Viannia)
braziliensis mediante la Reaccioén en
Cadena de la Polimerasa (PCR)

en hamster dorado (Mesocricetus
auratus) experimentalmente infectado

Enf Emerg 2008;10(3):134-137

Resumen

El diagndstico inmunoldgico y parasitoldgico de la leishmaniasis tegumentaria (LT) y visceral (LV)
continuia siendo un desafio ya que una limitante es la demostracion etioldgica mediante exten-
didos coloreados, histopatologia, cultivos, inoculacion en animales de laboratorio, xenodiagnds-
ticos. El procedimiento de PCR incrementa la sensibilidad del diagndstico microscopico directo
considerandola actualmente una herramienta muy valorable en la identificacion y caracteriza-
cion de las diferentes especies de Leishmania.

En el presente trabajo se evalian dos métodos de extraccion de ADN en diferentes tejidos de
hamster (Mesocricetus auratus) experimentalmente infectado con Leishmania (Viannia) brazi-
liensis con material de un enfermo con LT con confirmacion parasitoldgica. Los ADN obtenidos
fueron sometidos a una técnica de PCR especifica para Le. braziliensis. Se considerd positiva a
toda muestra que evidenciara un amplicon de 126 pb en electroferograma de agarosa al 2%.
Se realizaron otros métodos como el xenodiagndstico y técnicas microscopicas directas para
comparar la sensibilidad con la PCR.

Todas las muestras del roedor infectado evidenciaron el amplicon correspondiente a Le. brazi-
liensis.

En este trabajo se demuestra que el detergente CTAB es adecuado para obtener una ADN oOpti-
mo para una amplificacion especifica y que PCR es el método mas sensible ensayado.
Palabras clave: Leishmania braziliensis. PCR. ADN. Hamster dorado (Mesocricetus auratus).

Summary

The etiologic diagnostic of Tegumentary Leishmaniasis (TL) and Visceral Leishmaniasis (VL) is
performed by microscopic examination of stained smears of skin lesions, by histopathology, by
culture, inoculation in animals or by xenodiagnostic. PCR procedure is currently considered as
one promisory diagnostic tool due to its sensitivity, being usually used in identification and cha-
racteristization of Leishmania genus.

In this work two DNA extraction methods using different golden hamster’s (Mesocricetus au-
ratus) tissues experimentaly infected with Leishmania (Viannia) braziliensis from a patient with
parasitologic confirmation of TL are evaluated. DNA obtained were put through specific L. brazi-
liensis PCR, considering positive every sample showing an amplicon of 126 pb in the electrofe-
rogram of agarose 2%.

PCR sensitivity was compared with xenodiagnostic and direct microscopic examination. All
infected mice’s samples showed the correspondig amplicon to L. braziliensis, demonstrating
that CTAB use is adecuated to obtain a top quality DNA and that, in these conditions, PCR is the
highest sensitivity method.
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Introduccion

El género Leishmania (Trypanosoma-
tidae: Kinetoplastida), es un hemoflagelado
responsable de la Leishmaniasis Tegu-
mentria Americana (LTA) y Leishmaniasis
Visceral (LV) distribuidas en 88 paises
consitutuyendo un problema para la salud
publica en algunos’.

La importante diversidad fenotipica
de Leishmania ha ocasionado una com-
pleja taxonomia con mas de 20 especies
descriptas?, la mayoria en América Lati-
na. Dada la complejidad epidemioldgica
de algunas de sus regiones, con una
distribucion muy heterogénea de para-
sitos, los ciclos de transmision pueden
superponerse y coexistir varias especies®.
Ademas, la intensa migracién humana asi
como el turismo, pueden llevar a la dis-
persion de la enfermedad mas alla de su
limite geografico y ecolégico tradicional*,
justificando la necesidad de tipificar las
especies existentes.

Diferentes formas clinicas pueden
presentarse en estrecha relaciéon con
la especie de Leishmania involucrada
y la respuesta del huesped que resulta
del equilibrio entre la inmunidad celular
y humoral®.

La confirmacién parasitoldégica
directa es importante para diferenciar
la leishmaniasis de otras entidades
clinicas.

El diagndstico definitivo de leishmania-
sis se fundamenta en la demostracion del
agente etioldgico en las diversas muestras
segun las formas clinicas de presentacion de
la enfermedad como ser frotis obtenidos de
lesiones dérmicas (LT) y de puncién medular/
esplénica principalmente (LV). Los métodos
convencionales (extendidos, histopatologia,
cultivos, inoculacion en animales de labora-
torio y xenodiagndstico) presentan diferentes
grados de sensibilidad, debiendo realizarse
la combinacion de varios de ellos para la
certeza del resultado®.

La técnica de PCR result6 ser el se-
gundo método mas sensible (71,4%) des-
pués de la microscopia directa de frotis
de lesiones, para demostrar la presencia
de Leishmania. A pesar de ser un método
altamente sensible y especifico, ya que
nos permite identificar directamente la
especie del parasito, la muestra requiere
extremos cuidados de transporte, alma-

cenamiento y procesamiento evitando asi
la desnaturalizacion del ADN del parasito,
lo que puede derivar en resultados falsos
negativos’-°.

En el presente trabajo se compa-
ran los resultados de dos métodos de
extraccion de ADN en diferentes tejidos
de hamster (Mesocricetus auratus) expe-
rimentalmente infectado con Leishmania
(Viannia) braziliensis (Instituto Oswaldo
Cruz - FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil)
a partir de un enfermo con LT. Los ADN
obtenidos fueron sometidos a una PCR
especifica para L. braziliensis para cons-
tatar la presencia de ADN del protozoo.

Materiales y
Métodos

Estudio en hamster

Xenodiagndstico. Se utilizaron 70
hembras de Lutzomyia sallesiy Lu. neivai
de ocho dias de edad, provenientes de la
colonia del Instituto de Medicina Regional
(IMR). Se expusieron durante 60 minutos
a la lesion tegumentaria del miembro
posterior de un hamster anestesiado
intramuscularmente con Thipental sédico
(Pentotal®) 1g/20ml diluido en agua desti-
lada a razén de 0.7-0.8ml/animal.

Los flebotominos se mantuvieron en
el insectario hasta su diseccion a partir
del séptimo dia de exposicion.

Muestra de tejido: Posterior a la rea-
lizacion del xenodiagndstico, el hamster
se sacrificd por inhalacion de vapores
de Ether Sulfurico en camara mortifera.
Las muestras te tejidos se colectaron
individualmente en condiciones asépti-
cas con instrumental quirdrgico estéril
conservandose en solucion buffer PBS
en tubos Eppendorf.

Se seleccionaron las lesiones de piel
de miembro posterior y hocico (sitios prima-
rios de inoculacioén). Asimismo se ablaciond
higado, bazo, ileon, colon, ambas cadenas
ganglionares parailiacas y se tomé muestra
de sangre anticoagulada con EDTA.

Como control negativo se estudiaron
simultaneamente muestras de sangre y
tejido de un hamster no infectado, pro-
cesados con la metodologia descripta y
utilizando los mismos lotes de reactivos
para todos los procedimientos.

Extraccion de ADN

Se compararon los métodos DNeasy
Blood & Tissue (QIAGEN) y Hexadecy! tri-
methyl Ammonium bromide (CTAB).

DNeasy Blood & Tissue
(QIAGEN)

El tejido fue seccionado en porcio-
nes pequefas utilizando bisturi estéril en
gabinete de flujo laminar, recogiéndose el
material en buffer PBS. Cada muestra fue
procesada segun las normas establecidas
por el fabricante, con la modificacién de que
el tempo total de incubacién en solucion de
proteinasa K fue de 5 horas a 56°C"'.

Extraccion de ADN
mediante el método de
CTAB (Hexadecyl trimethyl
Ammonium bromide)'?

El procesamiento del tejido recibido,
al igual que en el método anterior, se
realizé en flujo laminar seccionando en
pequefas piezas mediante bisturi estéril
(disgregacion mecanica).

El material se incubd a 60°C durante
siete horas en solucién de homogeiniza-
cion (2% (p/v) de CTAB; 1,4 M de NaCl;
0,2% (p/v) f-mercaptoetanol; 20 mM
EDTA; 100 mM Tris-HCI pH 7.5). Poste-
riormente, se procedié a la extraccion de
proteinas con un volumen de cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1). Luego de la
centrifugacion, la solucién quedo dividida
en tres fases: la superior o acuosa, que
contiene los acidos nucleicos en solucion,
la intermedia o interfase con las protei-
nas; y la inferior donde se concentran
los lipidos. La fase superior se transvaso
a otro tubo Eppendorf. Se precipité con
un volumen de alcohol isopropilico. Fina-
lizada la centrifugacion, se descarté el
sobrenadante, y se agregd etanol 70%.
Se centrifugd nuevamente, se descartd
el sobrenadante, se resuspendi6 el ADN
obtenido en agua destilada estéril.

PCR- Leishmania
braziliensis:

Los oligonucledtidos usados para
llevar a cabo la reaccién de amplifica-
cion derivan de la secuencia de ADN
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de un gen espaciador no transcripto (N° de acceso a GenBank
M75133)'2.

La secuencia de primers fue:

- LB1: 5'-GCAGCACAGGGAAAG-3”

- LB2: 5" ATGGAGAGAGGCACTAGC-3"

La mezcla de reaccidn consistié de: 50mM KCI, 10mM
Tris-HCI, 1,5 mM MgCI2, 0,2mM de cada DNTPs, 1uM de cada
primer y 1 unidad de Taq polymerasa (Fermentas).

La amplificacion fue llevada a cabo en Termociclador
MyCycler (BioRad) segun los siguientes ciclos: 5 min. 94°,
1min.60°, 1mMin.72°,1min. 94 (x10veces los 3 ultimos ciclos),
1min.60°,1mMin.72°,1mMin.93° (x25 veces los 3 ultimos ciclos),
1min.60°, 5min.72°. Se considerd positiva toda muestra que
presentara la banda especifica de 126 pb.

El control negativo de extraccién consiste en una muestra
de agua procesada en idénticas condiciones que las muestras
de sangre vy tejido y sirve para testear la contaminacion en los
reactivos utilizados en la etapa de extraccion de ADN.

Todas las muestras se procesaron por duplicado y por ope-
rarios diferentes. En todos los casos las bandas obtenidas por
electroforesis en Gel de agarosa al 2% y tefidas con Bromuro
de Etidio fueron documentadas e interpretadas mediante un
Digitalizador de imagenes UVI Bronze.

Resultados
Estudio en hamster

Xenodiagndstico: Del total de 70 hembras de Lu. sallesiy
Lu. neivai expuestas a la infeccion experimental sobre el hams-
ter anestesiado, se alimentaron 22 (31,4%). De éstas 15 (21,4%)
sobrevivieron hasta el séptimo dia posterior a la exposicion
para iniciar la diseccién en procura de flagelados intestinales.
En 1 (1,4%) hembra de Lu. sallesi se observaron promastigotes
en acumulos (rosetas) en formas libres debido a la rotura de la
pared intestinal al momento de la diseccién.

Diagnostico parasitoldgico: La infeccidn parasitaria se
confirmé en extendidos coloreados con solucién de Giemsa

e — 126 pb

Figura 1. Electroforesis en Gel de Agarosa al 2%

C-: control negativo de PCR; A: control negativo de extraccion de
ADN; C+: control positivo de PCR de Leishmania (Viannia) brazi-
liensis (provisto por el Laboratorio de Biologia Molecular de la Sede
de Investigacion Universitaria-SIU, Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales. Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia)
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(1:1) e histopatologia (hematoxilina/eosina). Se observaron
amastigotes en piel del miembro posterior y hocico (sitios
primarios de inoculacién experimental) y en bazo (espleno-
megalia).

Extraccion de ADN

Todas las muestras procesadas mediante los dos métodos
de extracciéon evidenciaron el amplicdn correspondiente a L.
braziliensis de 126 pb (las muestras 1 y 5k con bandas inespe-
cificas extras) (Figura 1).
— Muestra 1: tejido ganglionar extraido con método CTAB.
- Muestra 2: tejido de intestino delgado extraido con método
CTAB.
- Muestra 3k: tejido de intestino delgado extraido con kit
comercial.
- Muestra 4: tejido de intestino grueso extraido con método
CTAB.
— Muestra 5k: tejido de intestino grueso extraido con kit
comercial.
- Muestra 6: tejido de hocico extraido con CTAB y remitido
a Brasil.
- Muestra 8k: tejido de hocico extraido con kit comercial y
remitido a Brasil.
— Muestra 9k: tejido de hocico extraido con kit comercial.
- Muestra 10: tejido de hocico extraido con CTAB.
— Muestra 12: tejido de Bazo extraido con CTAB.
— Muestra 14: tejido de Higado extraido con CTAB.
— Muestra 15: sangre extraida con CTAB.
- Muestras 7, 11 y 13 fueron freezadas sin extraer como
control interlaboratorial.
El control negativo no demostré amplificaciéon, mientras
que el control positivo de PCR evidencid la banda especifica
de 126pb.

Discusion

Leishmania (Viannia) braziliensis, al ser aislada y mantenida
en hamster dorado se caracteriza por la formacién de lesiones
tegumentarias. La aparicion espontanea de metastasis alejadas
al sitio primario de inoculacién no es caracteristica’, sin embargo
es frecuente su observacién descripta a partir de los trabajos
de Brasil, 1976.

En el presente trabajo se comprobé el diagndstico para-
sitolégico de la infeccidn en muestras de tejido dérmico del
miembro posterior y hocico (sitio primario de inoculacién) y
metastasis esplénica mediante histopatologia coloreados con
hematoxilina/eosina’®.

Sin embargo no se observaron amastigotes en el resto de
los tejidos analizados (higado, ileon, colon y cadenas ganglio-
nares parailiacas).

El xenodiagndstico evidencidé baja sensibilidad (1,4%) al
menos con la especie de flebotomino utilizado (Lu. sallesi) sien-
do necesario reproducirlo en forma seriada con otras especies
regionales. Asimismo no fue posible la confirmaciéon del subgé-



nero de Leishmania segun la clasificacion
propuesta por Lainson & Shaw (1987) por
no hallar los promastigotes en el interior
del tracto intestinal’®.

Los métodos de amplificacion por
PCR dependen entre otros factores de
la calidad y cantidad de ADN extraido
gue serda empleado como molde para
generar nuevas hebras nucleotidicas,
por lo que el éxito de este método esta
relacionado al método de purificaciéon de
acidos nucleicos elegido.

El detergente CTAB tiene la propiedad
de formar complejos con polisacaridos y
proteinas y su unién a las proteinas resi-
duales y grupos carbohidratos presentes
en los parasitos lisados permite obtener un
ADN libre de contaminantes que potencial-
mente pueden interferir en los mecanis-
mos de amplificaciéon posteriores.

Otra ventaja indudable es que este
protocolo no incluye Fenol en los reactivos
utilizados, evitando el uso de productos
toxicos y corrosivos cuya manipulacion
requiere el uso de campanas de extrac-
cién, disminuyendo asimismo el tiempo
de procesamiento’?.

En este trabajo se demuestra que
este protocolo de extraccion es adecua-
do para obtener un ADN 6ptimo para el
proceso de PCR especifica, incluso en
muestras procesadas por ambos méto-
dos, demostré tener mayor rendimiento
que el método comercial.

En lo que respecta a las muestras
procesadas, las muestras de hocico fueron
las que dieron productos de PCR mas lim-
pios por ambos métodos y con una mayor
intensidad de la banda especifica. Para los
demas tejidos el método que evidencid
mejores resultados fue el de CTAB.

La amplificacion por PCR es una
herramienta diagndéstica sumamente
util, ya que la confirmacion histolégica no
siempre es posible, como fue demostra-
do en nuestro estudio donde se positivizd
la PCR incluso en tejidos donde no se
constatd la presencia de amastigotes
por microscopia.

El uso de esta reaccién como un test
diagndstico de leishmaniasis para areas
endémicas ya fue reportado por otros
autores donde se describe la indudable
ventaja de que no sélo incrementa la
sensibilidad del laboratorio diagndstico,
sino que ademas puede demostrar la

presencia de L. braziliensis en sangre de pacientes sin sintomas clinicos al momento
del estudio o incluso en pacientes curados o en diferentes estadios de la Inmunote-
rapia'’.
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