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RESUMEN

Se realizé la estandarizacion de las condiciones de amplificacion del gen que codifica para la proteina de choque térmico de 70
kDa (Hsp70) de Leishmania mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR-Hsp70), asi como €l andlisis posterior de la
longitud de los fragmentos de restriccién (RFLP) del producto amplificado, utilizando como molde ADN puro de una cepa de
referencia de Leishmania mexicana. Se estudié la sensibilidad y especificidad analiticas de la PCR, asi como la reproducibilidad,
utilizando ADN de L. mexicana, L. amazonensis, L. guyanensis y L. lainsoni. Se obtuvo una banda de 1,3 Kpb, demostrandose
la amplificacion del gen que codifica para la Hsp70. Los patrones de bandas obtenidos tras la digestion enzimética, utilizando la
enzima Hae |11, permitieron establecer diferencias entre las especies estudiadas: L. guyanensis y L. lainsoni se diferencian entre
si y estas a su vez de L. mexicana y L. amazonensis, que mostraron un patron de bandas comin. La sensibilidad y especificidad
analiticas de la técnica fueron adecuadas. Se demostro la factibilidad de identificar y tipificar especies del continente americano
mediante la PCR-RFLP/Hsp70, y de utilizar la restriccion enzimética del producto amplificado para distinguir entre Leishmania
spp. y Trypanosoma cruzi, dandose un primer paso en el establecimiento de estos métodos moleculares en el laboratorio de

referencia del instituto.
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El género Leishmania comprende protozoos
parasitos pertenecientes a la Familia Trypano-
somatidae, hemoflagelados y diploides, que son
responsables de un conjunto de enfermedades
conocidas como leishmaniosis. Diferentesformas
clinicas de esta parasitosis pueden presentarse, en
estrecha relacion con la especie de Leishmania
involucraday larespuestaque resultadel equilibrio
entrelainmunidad celular y humoral .2

La importante diversidad fenotipica de
Leishmania haocas onado unacomplgjataxonomia
con més de 20 especies descritas,® la mayoria en

América Latina. Dada la complejidad epidemio-
I6gica de algunas de sus regiones, con una
distribucion muy heterogénea de parésitos, l1os
ciclos de transmision de las diferentes especies
pueden superponerse y varias especies pueden
encontrarse en un mismo foco.* Ademés, laintensa
migracion humana, asi como el turismo, pueden
llevar ala dispersién de Leishmania mas ala de
su distribucion ecol 6gicatradicional ,>todo lo cual
justifica la necesidad de tipificar las especies
infectantes.
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Diversos métodos de caracterizacion se han
aplicado al estudio de este género, como la
electroforesisdeisoenzimas,® el andlisisdel ADN
del kinetoplasto (ADNK),” la técnica de ADN
polimérfico amplificado a azar (RAPD)3° y el
cariotipaje molecular.’® En los ultimos afios, la
reaccion en cadenadelapolimerasa, seguidadela
restriccién del producto amplificado (PCR-RFLP)
se ha erigido en una importante herramienta, no
solo para la identificacion, sino para la carac-
terizacion de especies de este género, en distintas
zonas geograficas. '3

Recientemente, Garcia y otros** reportaron
lautilidad delaamplificaciony posterior digestion
del producto del gen que codifica paralaproteina
de choque térmico de 70 kD de Leishmania
(Hsp70), paraidentificar varias especiesdel Nuevo
Mundo, demostrando su aplicabilidad a estudio de
muestras clinicas.

Tomando en cuenta estos antecedentes, 10s
autores de este trabajo se propusieron optimizar
enlas condiciones cubanas, laPCR-RFLP/Hsp70,
utilizando ADN puro de unacepadereferenciade
Leishmania mexicana, asi como estudiar la
sensibilidad y especificidad analiticasdelatécnica
y su reproducibilidad, utilizando ADN de otras 3
especies de la region latinoamericana, con el fin
de verificar su utilidad en nuestras condiciones,
como paso fundamental en laimplementacion de
técnicas moleculares Utiles paralatipificacion de
especies de este parasito.

METODOS

Cepas: en el estudio se utilizaron las cepas de
referenciade Leishmaniaque aparecen en latabla 1.
L os parasitos fueron mantenidos en medio de
Schneider (SIGMA, EE. UU.), suplementados con
10 % de suero fetal bovino y una mezcla de
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ampicilinay estreptomicinaa250 pg/mL y 100 U,
respectivamente, a 26 °C de temperatura.

Obtencién del ADN gendémico: el ADN
gendmico se obtuvo de parésitos en su fase esta-
cionaria de crecimiento. Se realizaron sucesivas
extracciones con fenol/cloroformo como se ha
descrito previamente.® El sedimento de ADN se
resuspendio en agua bidestilada estéril. EI ARN
presente en la muestra se digirié con la enzima
ARNasa H (10 pg/mL) (Boehringer Mannheim,
Alemania), incubandose durante 1 h a 37 °C. La
calidad del ADN obtenido se verifico por
electroforesis en gel de agarosa 0,8 % en tampon
de corrida tris-borato-EDTA 0,5X (TBE) (Tris
borato 0,45M; EDTA 0,01 M; 0,5 X) con bromuro
deetidio (0,5mg/mL). También seutilizO ADN de
Trypanosoma cruzi, Plasmodium falciparum,
Toxoplasma gondii y Pseudomonas aeruginosa,
donado por el Laboratorio de Biologia Molecular
del Departamento de Parasitologiadel Instituto de
MedicinaTropica “Pedro Kouri” (IPK). Serealiz6
la lectura de la absorbancia a 260 y 280 nm de
cada ADN obtenido. La relacion entre ambas
lecturas se empled para estimar la pureza de la
preparacion.

Cebadores: los cebadoresutilizadosamplifican
una region de 1,3 Kpb del gen que codifica la
proteina Hsp70 reportados por Garcia y otros'*y
sintetizados por SIGMA Genosys (Inglaterra):

Hsp70 sense (5

GACGGTGCCTGCCTACTTCAA 3)y Hsp
70 antisense (5'

CCGCCCATGCTCTGGTACATC 3)

Estandarizacion de la reaccion en cadena de
lapolimerasa: pararedlizar laoptimizacion seutilizé
la cepa de L. mexicana MNY C/BZ/62/M379.

TABLA. 1. Cepas de referencia de LEISHMANIA utilizadas en € estudio

No. Especie Cadigo de la cepa Origen
1 Leishmania mexicana MNY C/BZ/62/M379 Brasil
2 Leishmania amazonensis MHOM/BR/72/0016 Brasil
3 Leishmania guyanensis M4147 Pert

4

Leishmania lainsoni

MHOM/BO/94/CUM 88

Bolivia
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LamezcladelaPCR serealizd en un volumen
total de 50 L, que contenia 100 ng de ADN deL.
mexicana como molde, 1x del tampén de
amplificacién de la enzima (tris-HCl 50 mM
pH= 8,0; NaCl 100 mM; 0,1 mM EDTA; 1 mM
DTT; glicerol 50%yy Tritdén X-100 1 %) (Promega,
EE. UU.) y 200 uM de cadadinucledtido trifosfato
(Promega, EE. UU.). Ademés, fueron evaluadas
las cantidades optimas de: MgCl,: 1,5; 2,0; 2,5y
3mM, Tag ADN polimerasa (Promega, EE. UU.):
1,0;15; 2,0y 2,5 U, Cebadores: 0,2; 0,4; 0,6 y
0,8 uM. Serealiz6 un control negativo entodoslos
experimentos, que conteniatodos |os componentes
de la mezcla de reaccion, excepto ADN molde.

La reaccion de amplificacién se realizé en
un termociclador (MJResearch PTC, EE. UU.),
con el programa siguiente: desnaturalizacion
inicial 94 °C durante 5 min, seguida de: des-
naturalizacion (94 °C, 30 s), hibridacion (61 °C,
1 min) y extension (72 °C, 3 min) por 33 ciclos,
seguido de unaextension find a72 °C por 10 min.

Los resultados fueron verificados mediante
electroforesis en gel de agarosa 2 % en las condi-
ciones ya descritas con anterioridad.

Reproducibilidad: la reproducibilidad se
comprobé realizando laPCR en 2 d diferentes,
utilizando ADN de 4 especies: L. mexicana,
L. amazonensis, L. guyanensis y L. lainsoni.
L os resultados fueron comprobados en corridas
electroforéticas en gel de agarosa 2 %.

Sengbilidad andlitica: este experimento permitio
conocer, tanto laconcentracién de ADN molde que
resulta Util en lareaccion de amplificacion, como
su nivel de deteccion. Se realizaron diluciones
dobles seriadas desde 140 ng y hasta 8 fentogramos/
/10 uL, utilizando ADN de L. mexicana y agua
bidestilada estéril. Posteriormente, se realizd la
PCR siguiendo las condiciones establ ecidas, en €
mismo volumen final, y los productos de
amplificacion dealgunasdelasdilucionesredizadas
fueron observados en una corrida electroforética.

Especificidad analitica: para estudiar la
especificidad de la PCR, se utilizé como molde
100 ng de ADN de Trypanosoma.cruz, como especie
relacionada, y de Plasmodium falciparum,
Toxoplasma gondii y Pseudomonas aeruginosa
como especies no relacionadas. Se realizo la
reaccion de amplificacion de la Hsp70 en las
condiciones previamente estandari zadas paratodos

los casos. El resultado se visualizd en unacorrida
electroforética en gel de agarosa 2 % en las
condiciones previamente descritas.

Precipitacion del producto de PCR Hsp70.
Los productos obtenidos en las diferentes
reacciones de PCR con ADN de Leishmania spp.
fueron precipitados. Paraello, se afiadieron en cada
caso 2 volumenes de agua, 1/10 de NaAc 3M
pH=5,4y 2 volUmenes de etanol absoluto frio. Se
mezclé y dejo reposar a - 20 °C durante toda la
noche. Posteriormente, se realizod una centri-
fugacion a1 000 g durante 15 min, se desecho el
sobrenadantey selavé con etanol 80 %, eniguales
condiciones. El precipitado de ADN se dej6 secar
completamente y se resuspendio en 20 uL de
agua bidestilada estéril. La calidad de la pre-
cipitacion se chequed atravésde unaelectroforesis
en gel de agarosa 2 %, en las condiciones de
corrida ya descritas.

Digestion del producto de PCR (PCR-RFLP):
para la restriccion de los productos de PCR se
utilizé laenzimaHae 11l (Promega, EE. UU.) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
condiciones de digestion fueron estandarizadas,
empleando diferentes concentraciones de enzima
(1,5y 2,0 U) y cantidades de producto de PCR
precipitado (2, 3y 5 puL). Lamezcla se colocé a
37 °C en bafio termostatado toda la noche. A
continuacién, serealizé unacorridaelectroforética
detodo el producto digerido en gel de agarosade
ataresolucion 3 % (Promega, EE. UU.) a50V 'y
en las condiciones de corrida ya descritas, con el
fin de identificar los perfiles de bandas
correspondientes a cada especie estudiada. Se
realizd lacomparacion delos patrones, analizando
las bandas presentes y ausentes en cada especie,
tanto a través de la observacion de la corrida
electroforética, como de un diagrama en que se
reprodujeron las bandas aparecidas en esta.

RESULTADOS

En general, se define como éptimalaconcen-
tracion o cantidad del componente de la reaccion
gue dalugar abandas nitidas eintensas, alamenor
concentracion posible. Teniendo esto en cuenta,
se reflgjan en latabla 2 las condiciones Gptimas
establecidas para cada parametro estudiado, que
pueden observarse individualmente en lafigura 1
(A,ByC).



TABLA 2 Parametros optimizados en la PCR-Hsp70

Parémetro estudiado Concentracion 6ptima

Concentracién de cebadores
Cantidad de enzima Taq ADN
polimerasa 1U
Concentracion de MgCl, 1,5 mM

0,6 uM

El nivel de deteccion alcanzado en €l estudio
delasensibilidad analiticafue de 132 fentogramos,
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porgue en diluciones posteriores no se observaron
bandas en la corrida electroforética realizada
(resultados no mostrados).

Una vez optimizadas las condiciones, 10s
resultados fueron reproducibles cuando se realiz
la PCR en 2 d diferentes y con ADN de las 4
especies (L. mexicana, L. amazonensis, L.
guyanensis, L. lainsoni) (fig. 2). En todos los
casos fueron observables productos de
amplificacion delatallaesperada: 1,3 Kpb.

1500

1000

1A: Lineas 1, 2, 3, 4: concentraciones de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 uM de cebadores

1B: Lineas 1, 2, 3, 4: concentraciones de 1,5; 2; 2,5; 3 mM de MgCl,

1C: Lineas 1, 2, 3, 4: cantidades de 1; 1,5; 2; 2,5U de Taq polimerasa MM marcador molecular, CN control negativo.

Fig. 1. Optimizacion de distintos parametros de la PCR Hsp70 utilizando ADN de L. mexicana.
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En relacion con la especificidad, se obtuvo
producto de amplificacion cuando se utilizd ADN
molde de Leishmania spp. y de T. cruz (fig. 3).
Sin embargo, a pesar de que los otros protozoos

pb

1500

1 000

evaluadostambién poseen el gen que codificapara
la Hsp70, no se obtuvo amplificacion cuando se
utilizaron estos cebadores, asi como tampoco con
el ADN bacteriano.

MM

1500

1000

Lineas 1y 2: L. mexicana, Lineas 3y 4:
L. guyanensis Lineas 5y 6: L. lainsoni
Lineas 7 y 8 L. amazonensis. MM:
marcador molecular

Fig. 2. Electroforesis en gel de agarosa de
los productos de amplificacion obtenidos
al realizar la PCR en 2 d diferentes,
utilizando ADN molde de 3 cepas.

MM: marcador molecular, Linea 1: L. mexicana, Linea
2: T. cruzi, Linea 3: P. falciparum, Linea 4: T. gondii,
Linea 5: P. aeruginosa CN: control negativo

Fig. 3. Corrida electroforética de los productos de
amplificacion obtenidos utilizando diferentes ADN.



Losdiferentes productos de PCR precipitados,
fueron digeridos conlaenzimaHaelll. De manera
general, cantidadesinferioresalos5 L deproducto
de PCR precipitado no fueron suficientes para
lograr unadigestion efectiva. En cuanto alaenzima,
1,5 U fue suficiente para obtener una buena
digestion, por lo que concentraciones inferioresy
superiores fueron desestimadas (datos no mos-
trados).

Los diferentes patrones de bandas obtenidos
en lacorridaelectroforética, traslarestriccion del
producto amplificado y digerido con 1,5 U de
enzima(fig. 4A), posibilitan ladiferenciacién entre
algunas especies: L. mexicana y L. amazonensis
produjeron un patron de bandas idéntico, bien
diferenciable del obtenido para L. guyanensis y
L. lainsoni, individualmente. Asi mismo, dado que
se produjo amplificacion delaHsp70 con ADN de
T. cruz, se realizd la digestion del producto
amplificado en las mismas condiciones, demostran-
dose quees perfectamente posibleidentificar ambos
génerosdelafamiliaTrypanosomatidae, de acuerdo
con el patron de bandas, que en el caso de T. cruzi
resulté muy diferenteal decuaquieradelosperfiles
obtenidos para las especies de Leishmania
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estudiadas. Parafacilitar lacomprension del andlisis
de las bandas, se muestra la representacion
esgueméticadelacorridaelectroforéticarealizada
(fig. 4B) donde puede corroborarse lo indicado.

DISCUSION

En la leishmaniosis tegumentaria americana
(LTA), que agrupa todas las variantes clinicas de
laenfermedad cutanea que pueden presentarse en
Américalatina, latipificacion tempranay segura
de los parésitos puede ser de importancia critica
para monitorear la evolucion clinica, adecuar €l
tratamiento y evaluar los riesgos epidemiol 6gicos.
Lo anterior se apoya en € hecho de que sintomas
similares pueden ser causados por otros patdgenos,
varias especies de Leishmania pueden ocasionar
la misma presentacion clinica®® y diferentes
especi es pueden requerir distintos tratamientos.*’

De otra parte, un principio fundamental para
el uso delaPCR contintiasiendo su optimizacién,
con el fin de garantizar unaamplificacion exitosa,
ya sea cuando se establece por primeravez en un
laboratorio, cuando se utilizan por primeravez un
juego de cebadores, o incluso un tipo diferente de
enzimapolimerisadora.®
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Linea 1: L. amazonensis, Linea 2: L. mexicana, Linea 3: L. guyanensis, Linea 4: L. lainsoni, Linea 5: T. cruzi. MM marcador molecular

Fig. 4. Corrida electroforética de la digestion Hae 111 de distintos productos de PCR Hsp70. A. Electroforesis en gel de agarosa 3 %. B.
Diagrama en que se reproducen los fragmentos apreciados en la corrida electroforética.
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L os cebadores utilizados paraamplificar €l gen
deseado cumplen los requisitos generales que
determinan el éxito delareaccion®y lacalidad en
la sintesis de estos ha sido demostrada con los
resultados expuestos. En relacion con su con-
centracion, 0,4 uM (20 pmol/50 pL reaccion) de
cebadores fue adecuado para desarrollar la
reaccion de amplificacion de laHsp 70. Concen-
traci ones superiores ensayadas produjeron bandas
masintensasy concentraciones mas bajas estarian
en el limite recomendado para su uso, y
favorecerian su posible agotamiento durante la
reaccion, razones que determinaron esta sel eccion.

En el ensayo, la concentracion éptima de
MgCl, resultd ser 1,5 mM. Concentraciones
superiores produjeron amplificacionesigual mente
nitidas alaobservacion el ectroforética, por o que
se escogio lamenor concentracion que produjera
bandas definidasy reproducibles.

Respecto alaenzimaTag ADN polimerasa, la
cantidad resulta esencial parala obtencion de un
producto de amplificacion adecuado. Se considera
Optimounrangoentre0,5y 2,5 U/50uL dereaccion
de acuerdo con las caracteristicas de la enzima
utilizada. Cantidades superiores conllevan a
disminuir su especificidad.® Lautilizacionde 1 U
de enzimade calidad Eppendorf en cadareaccion,
fue seleccionada como 6ptima, cuando se
mantuvieron el resto delos pardmetros constantes,
aconcentraciones superiores se obtuvieron bandas
deigual intensidad, por |0 que se escogio lamenor
cantidad de enzimacon laque se obtuvo unabanda
nitida.

El andlisisdelalongitud delosfragmentos de
restriccion, desde su utilizacion por Cupolillo y
otros,®® ha demostrado ser una herramienta
prometedoraparaestudiar ladiversidad molecular
de especies de Leishmania.'231¢ En este trabajo,
se obtuvieron bandas de amplificacion al realizar
la PCR utilizando ADN de Leishmania spp. y
T. cruzi. Como hasido sefidlado, las proteinas de
choque térmico estan ampliamente distribuidasen
la naturaleza?* y son muy heterogéneas, lo que
ha servido de base para la caracterizacién
interespecifica.

Sin embargo, tal como se reporta en la
literatura, los cebadores utilizados posibilitan la

amplificacion apartir del ADN deT. cruz, aspecto
gue puede ser resuelto a realizar la digestion
posterior del producto (PCR-RFLP), porque como
se demostro, ofrece patrones de bandas bien
distinguibles entre ambas especies. Conociendo
que ala par coinciden en su distribucion geo-
gréfica numerosas especies de Leishmania spp.
y T. cruzi,® esta técnica podria demostrar las
variaciones que existen entre |os genes de ambos
parasitos, y seria posible identificar, de forma
paralela, infecciones por T. cruzi, que no son
siempre clinicamente evidentes.?

Se debe sefialar que entre las especies de
Leishmania, no todastienen lamismaimportancia
epidemioldgicani clinica, por lo cud laimposibilidad
de distinguir entre ellas no puede ser un andlisis
rutinario ni circunscrito solo al aspecto molecular.

En este trabajo, se pudo distinguir perfec-
tamente entre L. guyanensis y L. lainsoni, con
patrones de bandas idénticos alos reportados con
anterioridad,** y estas a su vez se diferenciaron de
L. mexicana y L. amazonensis, que mostraron
patrones comunes tras la digestion.

En relacion con estas Ultimas, se puede sefialar
gue Garciay otros* obtuvieron un patron de bandas
trasladigestion con Hae Il idéntico a encontrado
por nosotros al realizar la PCR-RFLP/Hsp70 con
ADN de L. amazonensis, pero no fue analizadala
especie L. mexicana en aguel trabajo.

L. mexicana es responsable de una lesion
genera mente Unicade evol ucién benigna, mientras
L. amazonensis también se presenta como lesién
anica o multiple, pero esreticente alacuraciony
tiene alta tendencia a evolucionar a la forma
difusa;® aungque también ha sido aislada en casos
de leishmaniosis mucocutanea y visceral y su
distribucion geograficaes mucho més limitada.?®

Estas caracteristicas pudieran ayudar a su
diferenciacion, aunque €l empleo combinado de
variasenzimasderestriccion pudieran facilitar esta,
como haocurrido en el estudio de otras especies;®
asi como el estudio adicional de otros marcadores
entre ambas o incluso la combinacion con otras
herramientas, en dependencia de factores que
abarcan desde la disponibilidad de enzimas hasta
laposibilidad de contar con € aidamiento en cultivo.

Futuros estudios permitirédn obtener perfiles
gue caractericen un mayor nimero de especiesy



sentar las bases para futuras aplicaciones en el
contexto humano, por o que serecomiendaaplicar
estas condiciones a estudio de otras especies del
parasito circulantes en nuestraareageografica, que
puedan aportar informaci on paraun mejor control
clinicoy epidemiol 6gico de los casos de leishma-
niosisneotropical.
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PCR-RFL P/Hsp70for identification and tipification of
Leishmaniafrom thetropical region

SUMMARY

The optimization of the PCR conditions for amplification of
the gene coding for the 70kDa (HSp70) heat shock protein as
well as the analysis of the restriction fragment length
polymorphism (RFLP) were carried out. DNA from a reference
strain of Leishmania mexicana was used as template. Analytical
sensitivity and specificity, and reproducibility of PCR using DNA
from L. mexicana, L.amazonensis, L. guyanensis and L. lainsoni
were determined. A 1.3 kp band was obtained, which confirmed
gene amplification. The band patterns derived from Haelll enzyme
digestion allowed differentiating several species. L. guyanensis
and L. lainsoni were different from each other, while L. mexicana
and L. amazonensis, which shared a common pattern, were
different from the other two species. Analytical sensitivity and
specificity were adequate. The enzymatic restriction of the PCR
product made it possible to differentiate Leishmania spp. from
T. cruzi. The feasibility of identifying and typifying species
from the American continent through PCR-RFLP/Hsp70 and of
using enzymatic restriction of amplified product to distinguish
Leishmania spp. from Trypanosoma cruzi was shown. This was
the first step in implementing these molecular methods in the
reference laboratory of the Institute.

Key words: PCR-RFLP, Leishmania, Hsp70, identification,
optimization.
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