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RESUMEN

Se desarrollé una herramienta molecular para la identificacion de L. chagasiy su diferenciacion de L.
infantum; las cuales han sido consideradas dentro del zimodemo MON-1, ambas son dificiles de
distinguir utilizando métodos isoenzimaticos (MLEE). Sin embargo, se ha realizado un enorme esfuerzo
para desarrollar marcadores moleculares especie especificos para el diagnéstico e identificacion de
estos parasitos. Se utilizaron dos oligonucleotidos disefiados a partir de la secuencia del gen de la Ca*
ATPasa, en una reaccion de PCR con ADN gendmico de aislados de Leishmania; la posterior digestién
de los productos de PCR con la enzima Haelll revelé una banda de aproximadamente 600 pb
exclusivamente en L. chagasi. La banda fue cortada del gel para purificar el ADN, el cual fue utilizado
como sonda para hibridar un panel de ADN de diferentes especies de Leishmania. Los resultados del
Southern blotting de ADN digerido con varias enzimas e hibridado con la sonda de 600 pb marcada con
biotina mostré tres bandas de hibridacién solo en L. chagasi. La hibridacién en dot blot de productos de
PCR de las mismas especies, solo resulté positiva para L. chagasi. Este marcador es una nueva
evidencia para soportar el status de L. chagasi como una verdadera especie dentro del sub genero
Leishmania. No se observo hibridacién con L. infatum ni con ninguna otra especie. Estos resultados
constituyen una herramienta para estudios epidemioldgicos ya que permiten diferenciar entre dos
especies estrechamente relacionados.
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ABSTRACT
A new molecular marker for specific identification of L (L. ) chagasi.

A molecular tool was developed for L. chagasi identification and its differentiation from L. infantum. Both
species have been considered within the Zymodeme MON-1 and are difficult to distinguish from each
other using conventional techniques such as Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE). However a
tremendous effort has been done to develop species-specific molecular markers for the diagnosis and
identification of such parasites. Here, we used two oligonucleotides designed from the Ca**ATPase gene
in a PCR reaction with genomic DNA from L. donovani complex isolates. Further digestion of the PCR
products with Hae Ill revealed a 600 bp band in L. chagasi. The 600 bp band was excised from the gel,
the DNA was purified and used as molecular marker to hybridize a panel of DNA from Leishmania
isolates. Results after southern blotting of total DNA digested with different restriction enzymes hybridized
to the 600 bp probe labeled with biotin showed 3 hybridizations bands only in L. chagasi. Dot blot
hybridization of the PCR product indicated that the 600 bp DNA fragment only hybridized with L(L.)
chagasi. This molecular marker is new evidence supporting the status of L. chagasi as a different species
in the Leishmania sub genus. No cross hybridization was observed with L.(L.) infantum nor with any other
Leishmania species. These results provide a new tool for epidemiological studies since they allow
differentiation between two closely related species.

Key words: visceral leishmaniasis, molecular markers, PCR, hybridization

INTRODUCCION

La leishmaniasis visceral es la forma méas grave y potencialmente mortal de la
enfermedad si no es diagnosticada y tratada a tiempo. Segun las cifras de la
OMS, anualmente se reportan 500.000 casos (1); estudios recientes indican
que en Venezuela se presenta una incidencia de 0,2 casos x 100.000
habitantes (2) . Segun los registros del Instituto de Biomedicina del MPPS -
UCV; entre 2005-2006 los estados Anzoategui, Nueva Esparta y Lara
reportaron 74 de los 93 casos registrados en el pais. La enfermedad es
producida por tres especies del sub género Leishmania: Leishmania (L.)
donovani, endémica en la India y Noreste de Africa; L(L.) infantum, autéctona
de la cuenca del mediterraneo, cercano Oriente y Sureste de China (3) y
Leishmania (L.) chagasi, que se extiende por el continente americano, desde el
Sur de Estados Unidos hasta el Norte de Argentina (4). EI diagndéstico de la
enfermedad, asi como la identificacién de la especie involucrada son
importantes desde el punto de vista epidemiol6égico y para el tratamiento de la
enfermedad.

El desarrollo y aplicacién de las técnicas moleculares han sido de gran utilidad
para la identificacién de los paréasitos del género Leishmania; en este sentido
el ADN del kinetoplasto ha sido el mas utilizado para este propésito. Diferentes
sondas, andlisis de RFLP (siglas en ingles) o PLFR (Polimorfismo en la
longitud de fragmentos de restriccion) y oligonucle6tidos particulares han sido
disefiados para la tipificacibn de estos parasitos (5-10). ElI grado de
sensibilidad y especificidad de estas herramientas puede permitir la
identificacién a nivel de género (11), subgénero (12) o a nivel de especie (10).
En los ultimos afos la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha tenido un
gran desarrollo evolucionando hacia su aplicacion en la identificacién de
especies de Leishmania utilizando para ello oligonucleotidos especie
especificos derivados del ADN nuclear o de Kinetoplasto (13); sin embargo los
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genes multicopia son los mejores blancos para el diagnéstico, entre ellos
podemos citar los espaciadores inter génicos de los genes ribosomales, (14),
genes de la glicoproteina Gp63 (15); proteinas de choque térmico (16); genes
de mini ex6én (17) y genes de la B-tubulina (18) entre otros. A pesar de que los
genes multicopias son los mejores blancos, también se ha explorado el uso de
genes de copia UuUnica con propésitos de diagnéstico e identificacién de
Leishmania; en este sentido cabe destacar la Glucosa-6 —fosfato
deshidrogenasa (19), cuya secuencia nucleotidica ha servido para derivar
oligonucleotidos para la identificacién especie especifica y diferenciacion entre
L.(V.) braziliensis y L.(L.) mexicana, causantes de la leishmaniasis cutanea en
América.

En este trabajo se reporta la utilizacion de la secuencia del gen Lmaa1 que
codifica una Calcio-ATPasa del reticulo endoplasmico de Leishmania ( 20) para
el disefio de una herramienta molecular que permite la exclusiva identificacion
de L.(L.) chagasi y asi mismo contribuir a aclarar la controversia existente con
la especie L. chagasi/infantum.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo de parasitos y extraccion de ADN. En la Tabla 1 se muestran los
aislados de referencia internacional utilizados en éste estudio. Para el
aislamiento del ADN total se cultivaron los promastigotes de Leishmania en
medio RPMI 1640, suplementado con 10% de suero fetal bovino. Los pardasitos
fueron recolectados por centrifugacion a 10.000 RPM y lavados 3 veces con
buffer fosfato salino (PBS). Posteriormente los parésitos fueron resuspendidos
en buffer NET (100 mmol/L NaCl; 100 mmol/L EDTA; 10 mmol/L Tris base pH
8, 10% SDS) para la lisis celular, posteriormente al ADN total fue extraido
siguiendo el protocolo previamente descrito (9); la calidad del ADN fue
evaluada en geles de agarosa y posteriormente cuantificado para ajustar la
concentracién a 20 ng / pL.
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Tabla 1.- Aislados de referencia internacional

Especies

Caodigo de referencia
internacional

Procedencia

L.(V.) braziliensis MHOM/BR/84/LTB300 Nuevo Mundo
L.(V.) braziliensis MHOM/BR/75/M2903 Nuevo Mundo
L.(V.) guyanensis MHOM/BR/75/M4147 Nuevo Mundo
L.(V.) panamensis MHOM/PA/71/LS94 Nuevo Mundo
L.(L.) mexicana MHOM/BR/82/Bel 21 Nuevo Mundo
L.(L.) amazonensis IFLA/BR/67/PH8C5 Nuevo Mundo
L.(L.) major MHOM /SU/73/5ASKH Viejo Mundo
L.(L.) tropica MHOM/SU/64/K27 Viejo Mundo
L.(L.) pifanoi MHOM/VE/57/LLA Nuevo Mundo
L.(L.)infantum MHOM/TU/80/IPTH Viejo Mundo
L.(L.) donovani MHOM/TU/80/DD8 Viejo Mundo
L.(L.) chagasi MHOM/BR/74/PP75 Nuevo Mundo

Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR). Para la amplificacion de la
regién codificante del gen Lmaa? que codifica una Ca*® ATPasa del reticulo
endopladsmico en el sub-género Leishmania; se utilizaron un par de
oligonucleotidos disefiados a partir de la secuencia conocida del gen (20);
CR1= 5'-AGGGCTGAGTCGTATCTG-3' y CR2 = 5-AATGCCATGGAGCAATTA-
3’; los cuales amplifican un fragmento de aproximadamente 2.000 pb préximo al
extremo 3’ del marco abierto de lectura. Para la PCR se utilizaron 0,2 pmol/L
de cada oligonucleotido; 200 ng de ADN total de cada aislado en una mezcla
conteniendo 200 umol/L de dNTPs; 2,5 uL de buffer de la enzima, 2,5 U de Taq
Polimerasa ( Promega ), finalmente la mezcla se cubri6 con 5 pL de aceite
mineral y se colocd en el termociclador (Perkin Elmer) para 35 ciclos de
amplificacién, previamente la mezcla fue sometida durante 5 minutos a 95°C
para la total denaturacion del ADN; Cada ciclo comprende 1 min a 95°C, 1 min
a 52°C , 1 min a 72°C vy finalmente 10 minutos a 72°C para maxima extension.
Finalmente el producto de PCR se detect6 mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1%, tenidos con bromuro de etidio (0,5 ug/mL) y se fotografié con
pelicula Polaroid 665.

Digestion con endonucleasas e hibridacion molecular. Los productos de
PCR fueron purificados utilizando un kit para este propdésito (DNA purification
kit, Promega) para su digestiéon con diferentes enzimas de restriccién (Hae /I,
Hinf I, EcoRIl y Hind Ill, (Promega). La digestion se realizé siguiendo las
instrucciones de los fabricantes de las endonucleasas. Los productos de la
digestién fueron separados en geles de agarosa al 1,5% , los fragmentos que
resultaron exclusivos para una determinada cepa, fueron extraidos de la matriz
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de agarosa y el ADN fue purificado utilizando Agarosa DNA purification kit
(Gibco-BRL). EI ADN de cada fragmento fue utilizado como sonda para la
hibridaciéon. Para el marcaje de la sonda se utilizé el kit North2South (PIERCE)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

La sonda marcada fue utilizada para la hibridacion de los productos de PCR
obtenidos de las distintas especies de Leishmania; para ello el ADN se
inmoviliz6 en membranas de Nylon mediante la técnica de dot blot o Southern
blot, para su posterior hibridacién.

La hibridacién se llevé a cabo a 42°C en buffer de hibridaciéon(25% formamida ;
10% Denhart 5X(1% Ficoll; 1% Polivilpirrolidona; 1% esperma de salmoén). La
membrana fué pre- incubada durante 18 horas en el buffer y luego se cambié el
buffer por uno fresco que contiene la sonda marcada y se continta la
incubacién durante toda la noche. Finalmente se realizé la deteccion del
marcaje utilizando el kit de hibridacion y deteccién de acidos nucleicos
North2South (PIERCE).

RESULTADOS

Analisis de restriccion de los productos de PCR

Empleando el par de oligonucleotidos CR1 y CR2, se obtuvo la banda de
amplificacién correspondiente, de aproximadamente 2000 pb en todos los
aislados estudiados (Fig1A), encontrandose que en la cepa L.(L.) infantum ( Fig
1, carril 1) muestra una banda adicional por debajo de los 2 Kb. Luego de la
digestién de los productos de PCR con las distintas enzimas, se encontraron
diferencias en los patrones de restriccion de las cepas estudiadas con bandas
entre 1000 y 100 pb, observandose una banda de 600 pb con alta intensidad en
L. (L) chagasi (Fig 1B, carril 3).

1 2 4 ] .

2,000 pb

Fig 1A, Electroforesis de los productos de PCR
obtenidas con las primers CR1 y CR2 . 1.-
Linfanturn, 2.- L donovani, 3.- L chagasi 4.- L
mesicana, M- Marcadores de ADN, ( Kb DA
ladder, Gibco-BRL)



Salus online 13-3 Diciembre 2009 Identificacion Leishmania (L) chagasi p. 56

12.000 bp

3000 bp

1016 bp

BO0 ph
2.000 pb

Fig 1B. Electraforesis de la digestion de los
productos de PCR con la enzima Haelll. 1.-
Linfanture, 2.- L donovand, 3.- L chagasi, 4.- L
mexicana, M.- Marcadores de ADN (T Kb DMA
ladder Gibco-BRL)

Hibridacion especie especifica
El ADN total de aislados de Leishmania de distintas especies mostrados en la

tabla | digerido con Haelll (Fig 2 A) fue hibridado con el fragmento de 600 pb
obtenido de L. chagasi (fig 1B, carril 3) marcado con biotina

ph G D W - = [ e [ g
- . -'r';:zl.

Fig 2 A.- Digestidn de ADM total con la enzima Haelll. M. 23190 —» [
- '

Marcadores de ADN, ADMAMHIndl (Gibco-BRL) 1.-L. '
tropica, 2.-L. mexicana, 3.- L pifanol, 4.- L '
amazonensis, 5.- L chagasi, 6.- L. infantum, 7.- L
donovani, 8- L brazifliensis, 9.- L guyanensis, 10.- L
panamensis, 11.- L major, 12.- L wvenezuelensis, 13.- |
1300 - 1 i

T.cruzi.

564 » ™
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Fig 2B.- Hibridacidn con el fragmento de 600 pb marcado
con guirnioluminiscencia. M.- Marcadores de ADM.
ADMAMIndI (Gibco-BRL) 1.-L. tropica, 2.-L. mexicana,
3- L pifanol, 4.- L. amazonensis, 5.- L chagas!, B.- L.
infantum, ¥ .- L donovani, B.- L braziiensis, 9.- L
guyanensis, 10.- L panamensis, 11.- L. major, 12.-

I veneruvelensis, 13.- T.cruzi

El resultado de la hibridacion muestra que solo en L.(L) chagasi se obtuvo
hibridacién en tres fragmentos de ADN entre 1000 y 600 pb (Fig 2B, carril 5).
Los resultados obtenidos con las otras enzimas fueron similares, obteniéndose
hibridacién solo con L.(L.) chagasi (resultados no mostrados)

Estos resultados fueron corroborados utilizando la misma sonda (fragmento de
600 pb marcado con biotina), para hibridar los productos de PCR de las
diferentes especies de Leishmania utilizando para ello la técnica de dot blot
(4). El resultado obtenido demuestra la especificidad de la sonda en el
reconocimiento de L.(L.) chagasi, observandose una intensa sefnal de
hibridacién entre la sonda y el producto de PCR del aislado L. chagasi (PP75)
(Fig 3, muestra 4), no se observé ninguna senal de hibridacion en las otras
especies de Leishmania

Fig 3.- Hibridacion en dot blot de los productos de PCR
con la sonda de 600 bp. 1.- L. mexicana, 2.- L. donovani,
3.- L. infantum, 4.- L. chagasi, 5.- L. braziliensis, 6.- L.
guyanensis, 7.- L. panamesis, 8.- L. amazonensis.
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DISCUSION

La evoluciéon clinica de la leishmniasis visceral causada por L.(L.) chagasi, su
distribucién en nifios y adultos jévenes, asi como su afinidad por caninos como
hospedador mamifero alternativo, son caracteristicas similares a la
enfermedad producida por L.(L.) infantum. Mediante métodos enzimaticos
(Zimodemos); seroldégicos (anticuerpos monoclonales ) y genéticos (ADN
nuclear y de kinetoplasto) tal como ha sido reportado (21, 22), se ha indicado
que las cepas denominadas como L.(L.) infantumy L.(L.) chagasi estan muy
cercanamente relacionadas y algunos autores las consideran como una misma
especie (23, 24). Pero aunque las similitudes entre L. (L.) infantum 'y L.(L.)
chagasi ciertamente son grandes, las mismas no son absolutas y existen
defensores de una hipdtesis contraria sugiriendo que L.(L.) chagasi pudiera
ser una especie con identidad propia, autdéctona del continente americano
basados en la perfecta adaptacién de L. chagasi a zorros salvajes y otros
mamiferos silvestres nativos (Didelphis marsupialis y Cerdocyon thous), sin
que estos desarrollen la enfermedad (25, 3) . Los resultados obtenidos en
nuestro trabajo son una evidencia a favor de que ambas especies son
genéticamente distintas basado en las diferencias encontradas a nivel del gen
de la Ca*® ATPasa, lo cual concuerda con otras evidencias tales como el perfil
respirométrico que indican que L. chagasi tiene un patrén Gnico, reproducible y
diferente de L. infantumy L. donovani (26). Otros argumentos a favor de que se
trata de dos especies distintas, son los trabajos donde se comparan los
patrones de inhibicion de la fagocitosis por medio de dos ligandos
glicoconjugados (Fucosa-Manosa y Monogalactano fosfato) de L .donovani;
encontraron que L. chagasi tenia un comportamiento mas parecido a las
especies del género Leishmania del Nuevo Mundo que a las otras dos especies
causantes de leishmaniasis visceral en el Viejo Mundo (27). En ese mismo
sentido, con el uso de RFLP e hibridacién con una secuencia de ADN
altamente repetida (pRs2A), la cual esta asociada con sitios teloméricos del
genoma de L.(L.) donovani, encontraron que los aislados pertenecientes al
viejo mundo estan altamente relacionados, mientras que la organizacion de
esta secuencia en L. chagasi es completamente distinta (28).

Todas estas evidencias parecieran inclinar la balanza a favor de la
diferenciacién entre L. chagasi y L. infantum como dos sub-especies; sin
embargo la sub especiacion de L. infantum tendria obvias implicaciones para la
actual clasificacién del género Leishmania en el cual ya no se habla de sub-
especies aunque recientemente se han propuesto las denominaciones de L.
infantum infantum y L. infantum chagasi tomando en cuenta la ley de las
prioridades en cuanto a la aparicion de ambas especies (29, 30) tomando en
cuenta las diferencias genéticas descritas y conservando el orden de aparicion
cronoldégica de ambas especies. Nuestros resultados estarian a favor de esta
divisiéon, considerando a L. chagasi como una entidad distinta de L. infantum,;
adicionalmente el fragmento de 600 pb identificado en L. chagasi constituye
una valiosa herramienta en la identificacién y el diagndstico de esta especie de
Leishmania causante de la leishmaniasis visceral en América.
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