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RESUMEN. La Leishmaniasis, entidad nosolégica de origen parasitario y de distribucién mundial, es
considerada zoonotica, ya que afecta a humanos, animales domésticos y salvajes de todo el mundo. La
caracteristica mas importante de la Leishmaniasis canina es su extraordinario polimorfismo clinico, lo
cual dificulta la eleccion de un buen método laboratorial. Los métodos de diagndstico disponibles en el
pafs, para la confirmacién del diagnoéstico clinico son el serolégico, el citolégico y los moleculares. Los
métodos moleculares presentan grandes ventajas, sin embargo debido a su poca utilizacién en centros de
diagnostico veterinario, y al desconocimiento por la mayoria de los médicos veterinarios, no son
implementados como técnicas de diagndstico de rutina. En paises vecinos y otros lugares del mundo esta
ampliamente difundida y en muchos de los casos es utilizada como prueba base para el diagnoéstico de la
enfermedad, a través de la deteccién del DNA parasitario, a partir de biopsias de médula 6sea, ndédulos
linfaticos y demas tejidos. Por ello en el siguiente articulo, tiene como objetivo dar a conocer los métodos
moleculares utilizados en el mundo y en nuestro pais, con el objetivo de brindar herramientas utiles al
Médico Veterinario para llegar al diagndstico certero y al investigador interesado en conocer ain mas
sobrelabiologia del parasito.
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ABSTRACT. Leishmaniasis, a nosological entity of parasitic origin and worldwide distribution, is
considered zoonotic, as it affects humans, domestic and wild animals from around the world. The most
important characteristic of canine Leishmaniasis is its extraordinary clinical polymorphism, which
makes it difficult to choose a good laboratory method. Diagnostic methods available in the country for
confirmation of clinical diagnosis are serological, cytological and molecular. Molecular methods have
great advantages, however due to their lack of use in veterinary diagnostic centers and the lack of
knowledge of most veterinarians, they are not implemented as routine diagnostic techniques. In
neighboring countries and elsewhere in the world it is widely disseminated and in many cases isused as a
basic test for the diagnosis of the disease, through the detection of parasitic DNA, from bone marrow
biopsies, lymph nodes and other Tissues. Therefore, in the following article, the objective is to make
known the molecular methods used in the world and in our country, with the objective of providing useful
tools to the Veterinarian to arrive at the accurate diagnosis and to the researcher interested in knowing
even more aboutthe biology of the parasite.
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INTRODUCCION

La Leishmaniasis es una enfermedad
infecciosa causada por un protozoo parasito del
género Leishmania, el cual cuenta con mas de 20
especies identificadas, algunas de ellas aun en
discusion, y de distribucion mundial. Siendo una
enfermedad de caracter zoonoético (1), dicho
comportamiento representa una preocupacién
epidemioldgica, por lo tanto, es de suma importancia
el desarrollo de técnicas eficaces para la correcta
identificacion y tipificacion del parasito, ya que con el
paso del tiempo, la distribuciéon de la enfermedad ha
sido amplia debido a la globalizacién y
desplazamiento de la poblacién, a través de la
adquisicion de caninos aparentemente sanos
provenientes de areas endémicas. Las infecciones
por Leishmania tienen seis formas clinicas, definidas
por la localizacion del parasito en los tejidos
infectados: Visceral (VL), Leishmaniasis dérmica
post-kalazar (PKDL), Cutdnea (CL), Leishmaniasis
Cutanea Difusa (DCL), Mucocutanea (MCL) y Mucosa
(ML). La forma mas comun es CL: mas del 90% de los
casos son distribuidos en tres regiones principales:
(i) Afganistan, Iran, Arabia Saudita Arabia y Siria; (ii)
Argelia y Tinez; y (iii) Brasil y Pera. Mas del 90% de
los casos de LV menos comun pero mdas patogena
ocurren en otros tres focos geograficos: (i)
Bangladesh, India y Nepal;(ii) Etiopia, Kenia y Sudan;
y (iii) noreste de Brasil (Alvar et al., 2012). En
Paraguay, un estudio realizado por Chena y
colaboradores en el afio 2013, permitié detectar en
muestras tanto de humanos como de perros con
sospecha de Leishmaniasis visceral y Leishmaniasis
cutanea al complejo L. donovani, y complejo L.
braziliensis respectivamente. (2 ,3).A lo largo del
tiempo fueron desarrolldndose varias técnicas de
diagndstico e identificacion de especies de
Leishmania, siendo la electroforesis de isoenzimas
uno de los primeros métodos de identificacion. Dicho
método se desarroll6 a fines de la década de 1970,
seguido del establecimiento del ampliamente
utilizado sistema MON zymodemo en el afio 1990 (2)
y se consider6 como la técnica “Gold - estandar”
durante un largo periodo. Asi también fue
desarrollandose por Cupolillo y colaboradores en el
afio 1994 otro método (I0C-Z) utilizado actualmente
para identificacion de especies del Nuevo Mundo, la
cual, si bien sigue siendo una técnica de referencia
para la tipificacion de Leishmania permitiendo
incluso la diferenciacion dentro de las especies, no
puede ser considerado un método sencillo y de alto
rendimiento en servicios de atencion clinica, ya que
se basa en cultivos parasitarios. En cuanto a métodos
de diagndstico a partir de muestras biolégicas a ser
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sangre y tejidos, como medula 6sea, linfonédulos y
demds organos, se desarrollaron métodos
denominados Parasitoldgicos (los cuales permiten la
visualizacién del parasito en muestras a partir de
frotis sanguineo, medular, linfonddulos, cultivo de
parasitos a partir de muestras provenientes de
pacientes aparentemente infectados, inoculacién en
animales de laboratorio, y xenodiagnostico) e
Inmuno - Seroldgicos que consisten en métodos
indirectos los cuales determinan respuestas
inmunolégicas anti - Leishmania, en pacientes que
fueron expuestos a la enfermedad, siendo algunas de
las mas utilizadas la prueba de aglutinacién directa
(DAT), prueba de aglutinacién rapida para tamizaje
(FAST), prueba de anticuerpos fluorescentes o
inmunofluorescencia indirecta (IIFA), inmunoensayo
ligado a enzima (ELISA) y ELISA en punto (dot-
ELISA). Si bien presentan una alta sensibilidad
requieren confirmacién mediante otros métodos,
debido alas debido alo a anteriormente mencionado,
y con el objeto de mejorar el poder discriminatorio de
los métodos convencionales de tipificacién, se han
desarrollado los métodos de biologia molecular. El
fundamento consiste en el andlisis de regiones
conservadas en el ADN del parasito, independiente de
los cambios morfoldgicos del protozoo en su ciclo de
vida, asi como de la respuesta inmune del
hospedador, permitiendo la deteccién de infecciones
activas en pacientes oligosintomaticos o
asintomaticos, lo cual representa una gran ventaja.
Estas técnicas se clasifican en tres grandes grupos:
Hibridacion con sondas de ADN, Analisis del
Polimorfismo en la longitud de los Fragmentos de
Restriccion (RFLP) y Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) y sus variantes. Por otro lado, se
encuentra en pleno auge un enfoque innovador
basado en el andlisis de multi locus, que permite
evidenciar la variacién en diferentes locus en forma
directa por secuenciacion del ADN en fragmentos de
genes seleccionados. En la Leishmaniasis esto es de
suma importancia ya que las cepas circulantes con el
correr del tiempo han evidenciado una variabilidad
genética interesante, lo cual se traduce en un abanico
de manifestaciones sintomatolégicas (2, 3, 4).

Tabla 1. Algunas de las técnicas seroldgicas
mayormente utilizadas. (2, 3, 4)

Nombre de la Prueba Sensibilidad Especificidad
Inmunocromatografia
Rapida (Rk - 39) 72 -77% 61-75%
Inmunoensayo ligado a
enzimas (ELISA) 85 -96 % 86 - 98 %
Inmunofluorescencia
90 - 100% 80 %

indirecta (IFI)
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Métodos Moleculares
Hibridacion con Sondas de ADN.

Consiste en la identificacién de una
secuencia en particular en un genoma o muestra de
acido nucleico; esto se realiza a partir una secuencia
diana en uno de los fragmentos, generalmente
obtenidas con enzimas de restriccidn de la muestra
de acido nucleico junto con un fragmento corto de
acido nucleico, llamada sonda, de secuencia
conocida y complementaria a la secuencia diana,
marcado de forma que permita su deteccion
(radiactivo, coloreado, fluorescente)(2).

Para la caracterizacion de Leishmania, una
de las regiones mas utilizadas para la hibridacion
con sondas de ADN, ha sido la de los minicirculos del
ADN del kinetoplasto (ADNKk), ya que presentan
secuencias conservadas y repetidas. Se ha podido
identificar que los minicirculos del ADNKk, en muchas
especies de Leishmania poseen un 80% de regiones
conservadas constituida por cuatro o menos
familias de minicirculos, es decir que cada familia de
minicirculo estd representada por mas de 1000
copias, con unos 600 pb los cuales pueden servir
como secuencias consenso. Entre los aportes de esta
técnica se pueden mencionar los siguientes: En la
clasificacién de Leishmania, este método ha
permitido separar L. braziliensis de L. mexicana,
lograndose incluir dentro del subgénero Viannia las
especies L. braziliensis, L. guyanensis y L. panamensis

(3).

También se ha conseguido caracterizar
aislados de Leishmania mediante sondas de ADN
genoémico (ADNg), mediante la seleccion de clones a
partir de genotecas de ADNgy ADN complementario
(ADNc) con fines diagnostico y taxonodmico;
concretamente la sonda pDK20 para la
diferenciacion entre L. donovani y L. infantum, y la
sonda Lbj38 para L. brasiliensis en el Nuevo Mundo.
(4,5).

Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos
de Restriccion (RFLP).

La secuenciacion del ADN es la forma mas
directa y confiable de detectar polimorfismos, sin
embargo debido al alto costo y disponibilidad, se
suelen emplear otras alternativas, como el uso de
enzimas de restriccion las cuales presentan una gran
especificidad de reconocimiento de una secuencia
corta (4 a 6 nucleodtidos) en secuencias concretas del
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ADN llamado sitios de restriccion. La cantidad de
bandas (patrones) que pueden aparecer entre las
especies e incluso dentro de la misma especie
podrian indicar proximidad o lejania filogenética
entre las cepas en estudio. El fundamento de esta
técnica se basa en la deteccion de variaciones de la
secuencia de ADN (codificante o no) que tienen
como consecuencia un cambio en una diana de
restriccion. (6)

Las dianas genéticas mayormente utilizadas
para desarrollar la PCR - RFLP son: los espaciadores
internos de la transcripciéon del RNA ribosomal (ITS:
Internal transcribed spacer) (7), las secuencias de
los miniexones (Spliced Leader, SL) (8), los genes
que codificanla glicoproteinade 63 kd (gp63) (9), asi
como la proteina de 70 kd (hsp70) (10). Sin embargo
cada uno de los protocolos que se describen en estos
trabajos fue disenado de acuerdo a la situacién
especifica (epidemioldgica y clinica) de cada pais o
areas geograficas, o solo son aplicables a ciertas
especies de uno u otro subgénero.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y sus
variantes.

Hoy en dia es considerada una herramienta
imprescindible en el laboratorio de biologia
molecular e ingenieria genética. Latecnicase basaen
la amplificacién in vitro del ADN. Presenta un
sinnimero de ventajas, entre ellas, el que no es
necesario realizar la purificacién de la muestra
original, se puede utilizar extractos crudos de tejido,
sangre entera, productos de aspirado de medula
0sea, linfonddulos, mezcla de fragmentos de ADN,
etc. Sin embargo, a excepcion de PCR - RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), el requisito
fundamental es conocer la secuencia de la region de
ADN (0 ARN) de interés para amplificar.

El fundamento de la técnica tiene base en la
amplificacion de un fragmento de ADN hasta obtener
millones de copias del mismo, utilizando una enzima
polimerasa termoestable, generalmente una Taq
polimerasa aislada de la bacteria termofila Thermus
aquaticus, asi como la Tth, aislada de Thermus
thermophylus. Esta técnica estd basada
fundamentalmente en las propiedades de los acidos
nucleicos: desnaturalizacidon, hibridacién especifica
y replicaciéon de la hebra sencilla por una ADN
polimerasa (6).

La técnica PCR de por si presenta un alto
porcentaje de sensibilidad, sin embargo, en la
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buisqueda de una optimizacién y adecuacion a las
necesidades del investigador, han surgido variantes
de la misma, tales como: la Hot-start-PCR, (de
comienzo en caliente); L- PCR (PCR larga); PCR -
Nested (anidada); PCR semi-anidada; PCR multiple;
PCR hibridacién; PCR-RAPD, PCR - RFLP, PCR en
tiempo real; entre otras. A continuacién se
describiran, brevemente, sélo algunas de estas
variantes, que han sido utilizados en la identificacion
y caracterizacion de aislados de Leishmania y los
aportesde cadatécnicaen particular.

Han sido numerosos los cebadores
complementarios que caracterizan las distintas
especies de Leishmania, una de las secuencias mas
utilizadas son las regiones minisatélites del ADNg,
de ADN no codificantes. Se han desarrollado
marcadores especificos de secuencias
microsatélites; 13 fueron disefiados para L. major, 16
para L. trépica y 20 para L. donovani, asi como, 11
marcadores de microsatélites independientes
disefiados para L. infantum, encontrandose
polimorfismo entre las especies e intraespecies de L.
infantum MON-1 (identificacién establecida por
zimodemos) (11). Adicionalmente, se ha podido
relacionar la variacién o polimorfismo de estas
secuencias con el area geografica de procedencia y
detectar infeccién natural en el vector (12).

La PCR multiple también ha sido utilizada
para la identificacién y caracterizacion de diferentes
especies de Leishmania en un solo paso,
obteniéndose distintos tamafios de producto
amplificado lo cual se asocia con las especies
involucradas. La diana mas utilizada en esta técnica
eslade mini-exon, la cual es una secuenciade 25 a 39
nucleétidos afiadidos post transcripcionalmente
(“trans-splicing”), al extremo 5' de los ARNSs
mensajeros de todos los tripanosomatideos. Los
genes nucleares que portan el mini-exén estan
organizados en tdndem de 200-250 pares de bases
(pb) separados por regiones intergénicas con
secuencias altamente conservadas. Con el objetivo
de caracterizar las cepas de Leishmania en
diferentes regiones de Paraguay, Chena et al (2012),
utilizaron un enfoque basado en una PCR-RFLP de la
region SLME (Spliced leader miniexon), a partir de
aislados de humanos y caninos, lo cual, segin los
patrones de bandas permitié identificar a L.
braziliensis en aislados de leishmaniosis
tegumentaria y L. chagasi en los casos de
leishmaniosis visceral.

La PCR-Nested es una técnica en la cual se
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busca amplificar con cebadores especificos para las
regiones intergénicas de gen de la subunidad
pequena del ARNrt, en una primera PCR, luego con
una segunda PCR se busca aumentar su
especificidad al amplificar el producto de la primera
PCR con cebadores internos de esta region. Esto se
ha hecho para identificar y clasificar L. infantum
ademas de permitir realizar diagnostico precoz.
(14).

En cuanto a la amplificaciéon aleatoria de
fragmentos de ADN, denominada tambien PCR-
RAPD, es muy ventajosa ya que no requiere de
conocimiento de la regiéon que se desea amplificar,
simplemente se disefian primer cortos (10-12 pb) de
manera aleatoria. Los patrones de banda obtenidos
en diversos trabajos han sido muy utiles en la
identificacion de la variedad inter e intra especie de
Leishmania, demostrandose este polimorfismo en L.
braziliensis, L. amazonensis, L. shawi, L. colombiensis,
L. donovani, L. infantum L. chagasi. Estos estudios
han sido orientados para correlacionar el
polimorfismo genético con el origen geografico y las
formas clinicas dela enfermedad (15).

La variante PCR cuantitativa a tiempo real
permite cuantificar de forma precisa la carga
parasitaria, dando un ndmero de parasitos por
muestra, (a diferencia de la PCR clasica a tiempo
final, que determina la ausencia o presencia de
parasito). Entre sus aplicaciones se destaca la
monitorizacion de la evolucidn de la parasitemia a lo
largo del tiempo, permitiendo hacer un seguimiento
de larespuesta de un animal a un tratamiento o bien
la comparaciéon de distintos tratamientos. Al
presentar mayor sensibilidad, permite la utilizacion
de muestras menos invasivas (sangre periférica),
aunque se puede analizar igualmente muestras de
médula 6sea, asi como de diversos drganos (frescas o
incluidas en parafina) (16).

Analisis de Secuencias Multilocus.

Actualmente existen varios proyectos de
secuenciacion de todo el genoma de diferentes
especies de Leishmania, sin embargo hasta el afio
2012 solo se han secuenciado y hecho publico en su
totalidad los genomas de seis especies (17, 18). Por
otro lado la heterogeneidad presente en otros
trabajos de base molecular, dificulta muchas veces la
secuenciacién del genoma del parasito. Pese a lo
mencionado, esto ha dado pie a otros trabajos que
utilizan un enfoque previamente descripto en
bacterias, denominado Tipificacion multilocus de
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secuencias (Multilocus sequence typing - MLST).

Las ventajas que proporciona este método
son su sensibilidad, practicidad y por sobre todo la
capacidad de ser reproducible, por lo tanto puede
ser tomado en cuenta a la hora de estandarizar
métodos para una clasificacion robusta de especies
de Leishmania, lo cual es factible en la mayoria de los
laboratorios, abaratando asi costos en la
secuenciacion del genoma asi como la obtencion en
menor tiempo de datos confiables (19, 20).

El principio del desarrollo de MLST se
encuentra en algunos trabajos de genética de
poblaciones que intentaron correlacionar la
informacion generada a partir del andlisis de
isoenzimas con la obtenida mediante secuenciaciéon
de los genes analizados (21, 22). En ese proceso, se
observé que algunas regiones especificas de los
genes analizados eran responsables de la mayor
parte de la variabilidad observada, mientras que el
resto del locus presentaba un alto grado de
conservacion. Asi pues, se decidi6 analizar en cada
gen so6lo un fragmento interno de entre 450-500 pb
cuyo nivel de variabilidad combinado, entre los
genes analizados, proporcionaba un alto grado de
discriminacion. Ese alto grado de discriminacion
permitié reducir mucho el niimero de loci o genes
analizados. Se ha calculado que son necesarios hasta
26 cambios en la secuencia del gen para producir un
cambio en la movilidad electroforética de la enzima
codificada (23). Por lo tanto, la secuencia permite
detectar variantes que supongan tan s6lo un cambio
en una base en el gen analizado. Asi, se calcula que si
se encuentran en torno a 30 alelos diferentes por
locus, y estudiando tan sélo siete genes, se podria
distinguir hasta 307 genotipos diferentes.
Finalmente, siete es el nimero de genes en los que se
basa el esquema de MLST para las diferentes
especies bacterianas en las que se ha desarrollado.
En cuanto a Leishmania, el esquema de MLST puede
ser desarrollado con 6 a 7 marcadores genéticos y
obteneraun asiresultados robustos (19, 24).

En Paraguay, el Instituto de Investigacion en
Ciencias de la Salud (IICS) actualmente dependiente
de la Universidad Nacional de Asuncion, es uno de
los centros en los cuales se han ido desarrollando
diversas técnicas moleculares con fines de
investigacion y diagndstico, implementando
técnicas basadas en la caracterizacion molecular y
epidemiologia molecular de agentes infecciosos,
como: lareaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
sus variantes, hibridacién con sondas no radiactivas,
RFLP, SSCP y produccién de proteinas
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recombinantes. Para la deteccion e identificacion de
especies de Leishmania en el hombre, caninos entre
otras especies, son utiles muestras de cualquier tipo
de tejido, como sangre, piel, aspirados de medula
osea y linfonodulos, asi también diversos drganos
como bazo, higado, rifidn, etc. Entre algunos de los
trabajos realizados en dicho centro se mencionan los
siguientes:

* Diagnostico molecular y epidemiologia de la
Leishmaniosis.2002-2012.

* Caracterizacion molecular de las especies de
Leishmania circulantes y su distribucién geografica
en el Paraguay por la técnica de PCR-RFLP de la
region SLME. 2007-2008.

* Estrategias de control para la Leishmaniosis
visceral (LV) y muco - cutdnea (LMC) en Sudamérica:
aplicaciones de la epidemiologia molecular. 2006-
2008.

* Identificaciéon de vectores y reservorios de
Leishmaniosis naturalmente infectados en zonas
endémicas del Paraguay empleando técnicas
moleculares.2009-2012 (25)

S y E: indican la sensibilidad y especificidad
diagndstica de la reaccién en cadena de la
polimerasa correspondiente, en aquellos casos en
que se reporto. Se refieren solamente aplicaciones a
la deteccion o identificaciéon en muestras clinicas.
(16)

CONCLUSION

Teniendo en cuenta la variedad de métodos
moleculares disponibles, se puede sugerir
finalmente que los métodos moleculares de
caracterizacion genética de especies de Leishmania
con fines diagndsticos y de investigacion,
constituyen un compendio de herramientas de gran
importancia, ya que dependiendo del objetivo
trazado por el investigador o seglin las necesidades
del clinico veterinario, estas ofrecen una amplia
gama de posibilidades, adaptadas a las posibilidades
econdmicas, lo cual muchas veces limita la eleccién
de un método confiable y eficaz. Ya que constituyen
técnicas de aplicacién mundial, los datos generados
en el pais a partir de su utilizacion, enriquecerian los
bancos de datos disponibles; estos datos a sitambién
podrian ser utilizados para futuras investigaciones, y
porque no en el mejoramiento de estrategias de
control epidemioldégico de la enfermedad. Asi
también la disponibilidad de los datos en formato
virtual representa una informacién facilmente
intercambiable entre centros de investigacion, asi
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como entre laboratorios, de modo a poder orientar al médico veterinario a la toma correcta de decisiones en
cuanto al prondstico y posible tratamiento ya que en algunos paises el tratamiento de dicha enfermedad es
posible (Tabla 2).

Tabla 2: Caracteristicas de algunas de las dianas genéticas mas utilizadas para la deteccién molecular o la
identificacion de especies del género Leishmania

Nombre Secuencia Nivel taxonémico de Sensibilidad y .
deladiana ¢,/ respondiente identificacién especificidad Referencias
genética diagndstica
S:79,3%
E:ND Marfurty otros, 2003
Espaciadores S:91% Bensoussan y otros, 2006
(ITS) internos de la Génel.'o E: 100 % Ovalle-Bracho y otros,
transcripcién Especies S:40 % 2007
E: 96 % Berzunza Cruz y otros,
S:80% 2009
E: 100 %
S:90,1 %
S:86,4 %
E: 100 %
S:98 % Marquesy otros, 2001
E:57 % Disch y otros, 2005
S:97,1% Bensoussan y otros, 2006
E:ND Al-Hucheimi y otros,
ADN del Género S: 68,6 % 2009
(kDNA) kinetoplasto Subgénero Leishmania(V.) E: 92 % Ovalle-Bracho y otros,
Especies S:94,2 % 2007
E: 92,9 % Boggild y otros, 2010
S:94 % Espinosay otros, 2009
E: 88 % Kumar y otros, 200779
S:96,6 % Gadisa y otros, 200780
E: 66,7 %
S:83,3%
E: ND
S:92 %
E: 99,6 %
S:93,2%
E: 95,6 % Deborggraeve y otros,
Subunidad S:90,9 % 2008; 2008
Ssu-rRNA pequeiia del Género E: ND Amatoy otros, 2009
(18S) ARN ribosomal Especies S:99,3 % Charguiy otros, 2005
E: ND Vaish y otros, 2011
S:83 % Lemraniy otros, 2009
E: 90,5 %
S: 84,6 %
E: 100 %
Gen que codifica la
(gp63) glicoproteina Especies S:85% Victoir y otros, 2003
de 63 kDa
- ND Quispe y otros, 2004
(cph) Gen qéliztcec;g(l)ﬁca la Especies ND Gadisa y otros, 2010
roteinasa B Cepas ND Kuru y otros, 2011
p ND Oshagi y otros, 2009
Genes que
mini- codifican los S:897 %
exon miniexones Especies E: ’ND Marfurty otros, 2003
o spliced '
leader(SL)
Genes que
hsp70 codifica?n la Especies 5: 95 % Garcia y otros, 2007
E: 100 % ’

proteina de 7 kDa
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