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Resumen y Abstract Vi

Resumen

Las leishmaniasis comprenden un espectro de enfermedades parasitarias producidas por
protozoos del género Leishmania. Colombia es uno de los 3 paises con mayor numero
de especies de Leishmania que afectan a los seres humanos y la leishmaniasis cutanea
es la forma clinica mas frecuente observada en el pais. Colombia no cuenta con un
estandar de oro para el diagndstico de leishmaniasis cutanea, siendo el examen directo
la prueba de eleccion, la cual reporta una baja sensibilidad que varia en funcion de
varios aspectos. Recientemente, métodos moleculares se han utilizado en el diagnéstico
permitiendo detectar ADN en cantidades minimas; en muchos estudios moleculares no
se evidencia una adecuada evaluacion del desempefio analitico de la técnica y blancos
genéticos empleados, pardmetros necesarios para hablar de sensibilidad y especificidad
analitica. El objetivo de este trabajo fue evaluar el desempefio analitico de las técnicas
de PCR convencional, PCR en tiempo real y LAMP para el diagnéstico molecular de las
principales especies causantes de leishmaniasis cutdnea determinando la exclusividad e
inclusividad, Rango Reportable Anticipado, limite de deteccion, repetibilidad, precision y
porcentaje de positividad de las tres plataformas moleculares. Se concluyé que el
marcador molecular ADNK utilizado en estos ensayos, a pesar de ser el mas sensible, no
cumple con el criterio de exclusividad de la técnica, el HSP70 presenté un limite de
deteccién bajo en PCR convencional y similar en gPCR y LAMP, también presentd una
baja reproducibilidad y en LAMP no cumpli6é con el criterio de exclusividad, finalmente el

marcador 18S presento el mejor desempefio analitico en las tres plataformas.

Palabras clave: Diagndstico, Leishmania, LAMP, PCR, qPCR, desempefio analitico.



Abstract

The Leishmaniasis include a spectrum of parasitic diseases caused by protozoans of the
genus Leishmania. Colombia is one of three countries with the highest number of
Leishmania species that affect humans, being cutaneous leishmaniasis the most frequent
clinical manifestation observed in the country. Colombia does not count with a gold
standard for the diagnosis of cutaneous leishmaniasis, the test of choice is direct lesion
examination which has a low detection sensibility that varies in function of distinct
aspects. Recently, molecular assays have been used in the diagnosis allowing the
detection of DNA in low quantities. Nevertheless, in many molecular studies no evidence
of an adequate evaluation of the analytic performance of the technique and genetic
targets used is demonstrated; preventing the definition of the sensitivity and specificity of
the analysis. The aim of this study was to evaluate the analytical performance of PCR,
gPCR and LAMP for the molecular diagnosis of the principle species of Leishmania
identified as causative agents of the cutaneous form, by determining exclusivity and
inclusivity, anticipated reportable range, limit of detection, test-retest reliability, precision
and percentage positivity in the three molecular platforms. Results obtained in this study
allowed to determine that the molecular marker kDNA used in these tests, despite being
the most sensitive, does not comply with the exclusivity criterion of the technique. HSP70
presented a low detection limit in conventional PCR as well as in gPCR and LAMP, yet
low test-retest reliability was identified and in LAMP exclusivity criterion was not fulfilled.
Finally, the molecular marker 18s presented the best analytic performance in the three
platforms analyzed.

Keywords: Diagnosis, Leishmania, LAMP, PCR, gPCR, analytic performance
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2 Introducciéon

Introduccidén

La leishmaniasis constituye un espectro de enfermedades tropicales desatendidas,
endémicas en muchas areas de los tropicos, subtrépicos, cuenca del mediterraneo y
producida por un complejo de especies del género Leishmania (1). Segun datos
reportados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se estima que en el mundo
aproximadamente 12 millones de personas estan infectadas y 2 millones de nuevas
infecciones ocurren cada afo, de las cuales 1,5 millones de casos corresponden a

cuadros cutaneos de la enfermedad (2, 3).

Colombia hace parte de los 3 paises con mayor nimero de especies de Leishmania que
afectan a los seres humanos en el mundo (diez especies en total) (4). Es una patologia
endémica en casi todo el territorio nacional, excepto en San Andrés Islas y Bogota D.C.
Se estima que en el pais existen alrededor de 11 millones de personas en riesgo, donde
la transmision principalmente se da en areas rurales (5). En Colombia, se presentan las
tres formas clinicas de la enfermedad, siendo la mas frecuente y la de mayor distribucion
geografica, la leishmaniasis cutanea (entre 95% y 98% de los casos); la leishmaniasis
mucosa, que es el resultado de la diseminacion del parasito, y se puede presentar de
semanas a afios después de la lesidon cutanea (1% a 4%) y leishmaniasis visceral (entre
el 0,1y 1,5 %). La enfermedad prevalece en gran parte del pais, especialmente en los
focos silvestres, y en los valles interandinos (6). Para Colombia se cuentan con datos de
tipificacion de especie mediante isoenzimas, anticuerpos monoclonales y analisis de
diversidad y reconstruccién filogenética, encontrando con mayor frecuencia L.

panamensis, L. braziliensis y L. guyanensis (7, 8).

En la actualidad no existe un estandar de oro para el diagnéstico de leishmaniasis
cutanea. En el pais se maneja un constructo de pruebas en las que se incluye el examen
directo, biopsia y cultivo, ademés se ha reportado la sensibilidad del examen directo para
leishmaniasis cutanea en un 40% Yy aumenta a un 74% en lesiones de menos de cuatro
meses de evolucion (9, 10), algunos autores reportan que la sensibilidad puede alcanzar
un 90% si la muestra se toma del centro de la lesion y si se aumenta el nimero de
muestras analizadas por lesion (11-13). Esta sensibilidad varia en funcion del método de

toma de muestra, tiempo de evolucién de la lesion, tratamientos previos y los



Introduccién 3

conocimientos y experticia por parte del observador (11, 14). Cuando se han realizado
varios examenes directos pero no se logra observar la presencia de las formas
infectantes del parasito, autores reportan la obtencién de biopsias de la lesion, este es un
examen gue se ha catalogado como invasivo e incobmodo para el paciente y requiere de
personal calificado para tal procedimiento (15, 16), a pesar de ser un técnica que
determina la descripcién del infiltrado inflamatorio relacionado con la leishmaniasis
cutdnea, no es adecuada para la observacion directa del parasito ya que suele ser el
método con la menor sensibilidad diagndstica (45%) para esta forma clinica (11, 17).

Los métodos moleculares se han utilizado en el diagnéstico de la leishmaniasis, estos
permiten detectar el ADN presente en varias muestras aun en cantidades minimas
(femtogramos) o lo que es igual, hasta un solo parasito (18). Para la amplificacion de
fragmentos de &cidos nucleicos de especies de Leishmania, se ha reportado en varios
estudios el uso de blancos genéticos como el ADN del quinetoplasto (ADNK), el
espaciador interno transcrito (ITS), la proteina de choque térmico (HSP70) y la subunidad
pequefia ribosomal 18S donde los productos son sometidos a RFLP (Poliformismos de
restriccion de fragmentos de longitud) para la discriminacion de especies (19-21). En
estos estudios solo se reporta aspectos relacionados con la sensibilidad y especificidad
de la técnica, se llega a evaluar maximo dos marcadores por técnica y una especie de
Leishmania ademas, no se realiza una adecuada evaluacién del desempefio analitico de
la técnica y blancos genéticos empleados los cuales son pardmetros necesarios para
hablar de sensibilidad y especificidad analitica. (15, 18, 19, 22-25).

Una nueva técnica molecular que consiste en la amplificaciéon de acidos nucleicos en
condiciones isotérmicas conocida como LAMP (Amplificacion isotérmica mediada por
bucle) (26) se ha evaluado en virus, bacterias y parasitos (27-29). La LAMP con fines de
diagnostico de leishmaniasis cutanea, solo se ha reportado en la literatura los
marcadores genéticos ADNk y 18S, siendo el ADNk el marcador de eleccion para

especies de Leishmania del viejo mundo. (30-32).

Para determinar la validacién de una técnica diagndstica se aconseja establecer las
caracteristicas de desempefio analitico las cuales se establecen al inicio del ensayo (33).
El desempefio analitico de una técnica diagnostica se basa en la determinacion de las

caracteristicas analiticas mediante la determinacion de la repetibilidad y Ila
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reproducibilidad, Ademas, en esta etapa se determina la especificidad analitica, la cual
permite distinguir entre el analito buscado y los componentes que pueden alterarla
(inclusividad y exclusividad) y la sensibilidad analitica que es el limite de deteccién del
analito en una prueba. (34). En organismos como Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii
y virus como el Zika, Dengue y Hepatitis B se ha determinado el desempefio analitico
como una etapa para realizar la validacién completa de la técnica con fines diagnésticos
(35, 36).

En Colombia, a pesar de la disponibilidad de las técnicas de biologia molecular como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) convencional y en tiempo real, no se ha
evaluado el desempefio analitico del diagnéstico molecular de leishmaniasis cutanea.
Razon por la cual es necesario determinar la especificidad y sensibilidad analitica de tres
técnicas de amplificacion de &cidos nucleicos (PCR convencional, PCR en tiempo real y
amplificacién Isotérmica LAMP) utilizando cuatro marcadores moleculares para detectar
las principales especies causantes de leishmaniasis cutanea con el propésito de

fortalecer la red de diagnéstico y vigilancia del evento en el pais.
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1.1 Clasificacion taxondmica

Todos los miembros del género Leishmania son parasitos de mamiferos y algunos
reptiles (37, 38). Rioux y colaboradores en 1990 utiliz6 el andlisis de isoenzimas para
definir complejos de especies dentro de los subgéneros (39). Inicialmente, la clasificacion
de especies se bas6 en varios criterios extrinsecos tales como las manifestaciones
clinicas, distribucién geogréfica y caracteristicas bioldgicas. Las especies de Leishmania
son heteroxenas, es decir, capaces de colonizar dos huéspedes; viven en los fagocitos
del sistema reticulo-endotelial de los mamiferos y en el intestino de los flebétomos
(Familia Psychodidae). Estas especies se encuentran en areas tropicales y subtropicales,
incluyendo América del Norte, Centro y Sudamérica, asi como Cuenca mediterranea, el
sudeste de Europa, Oriente Medio, Asia Central y Sudoriental, Subcontinente Indio,

Africa y los informes recientes también demuestran su presencia en Australia (40).

Actualmente se ha propuesto una nueva clasificacion para Leishmania basada en
Electroforesis de enzimas multilocus (Por sus siglas en inglés Multilocus Enzyme
Electrophoresis) (41) (Figura 1), formandose dos linajes filogenéticos. Los dos
subgéneros (Leishmania y Viannia) se clasifican segin su ubicacién en el intestino del
vector; si la replicacién del parasito ocurre en el intestino medio y anterior del insecto
vector se habla del subgénero Leishmania vy si ocurre en el intestino posterior se habla
del subgénero Viannia (39). En el subgénero Leishmania se agrupan especies presentes

en Europa, Asia, Africa y América y el subgénero Viannia se restringe a las Américas.
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Figura 1. Taxonomia de Leishmania.
Fuente: (41).

1.2 Ciclo de vida

El ciclo biolégico comienza cuando la hembra hemat6faga del mosquito (principalmente
de la familia Psychodidae) infectada con el parasito pica a un hospedero vertebrado,
inyectandole la forma infectiva que es el promastigote (Figura 2B). Estos son
rapidamente fagocitados por los macréfagos del huésped y se transforman en el estadio
intracelular amastigote (Figura 2A) donde se adaptan para sobrevivir y multiplicarse por
fisibn binaria. La multiplicacion de los parasitos lisa los macréfagos liberando los

amastigotes que infectan nuevas células (42).
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Figura 2. Morfologia de Leishmania spp.
A: Amastigote; B: Promastigote Fuente: Autor.

El mosquito, al ingerir sangre del huésped infectado, toma amastigotes que se
transforman a promastigotes en el tracto digestivo del insecto vector. Los promastigotes
migran a las glandulas salivales del insecto, en donde son inoculados junto con la saliva
a un nuevo hospedero durante una ingesta sanguinea e inician un nuevo ciclo (Figura 3)
(43, 44). Se ha sugerido la posibilidad que durante el ciclo biolégico de muchos protozoos
parasitos, puede tener lugar un intercambio genético. En el afio 2009, Akopyants y col.
demostraron la evidencia de intercambio genético en promastigotes de Leishmania major

en el insecto vector (Phlebotomus duboscqi) (45).

Figura 3. Ciclo de vida de Leishmania spp.
Fuente: http://www.niaid.nih.gov
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1.3 Cuadros clinicos

De manera general, se reconocen las formas de presentacion que se describen a

continuacion.

1.3.1 Leishmaniasis cutanea

La leishmaniasis cutanea es la forma mas comun de la enfermedad. En Colombia, la
presentacion mas habitual es una Ulcera indolora con compromiso linfangitico y
adenopatia regional (10). Las ulceras tipicas son redondeadas, con un fondo limpio de
aspecto granular y bordes elevados y eritematosos, que usualmente son indoloras
(Figura 4). Las Ulceras dejan una cicatriz caracteristica, atréfica en su centro, de borde

hiperpigmentado, con estriaciones estrelladas del centro a la periferia.

Figura 4. Lesion tipica de leishmaniasis cutanea.
Fuente: (46).

La forma linfangitica se presenta cuando la Ulcera se acompafa de nddulos que siguen el
trayecto de los vasos linfaticos que drenan la lesion inicial. La leishmaniasis cutdnea
difusa se presenta en pacientes que tienen un defecto especifico de la inmunidad celular
y es causada principalmente por Leishmania amazonensis y Leishmania mexicana; se

presenta con papulas, placas y nédulos generalizados (46).

1.3.2 Leishmaniasis mucosa

La leishmaniasis mucosa puede ocurrir simultdaneamente con una manifestacion cutanea,

sin embargo, generalmente ocurre meses 0 afios después de la leishmaniasis cutanea.
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Se produce por la diseminacion hematdégena o linfatica de los parasitos desde la piel
hasta la mucosa oronasofaringea (47). Generalmente ante la inspeccibn médica se
puede encontrar edema y en estados mas avanzados ulceracién, perforacién y
destruccion del tabique nasal (Figura 5). Las lesiones suelen estar acompafadas de
sensacion de congestion, obstruccién, prurito nasal, epistaxis y rinorrea (48). L.
braziliensis es la especie més implicada en casos de leishmaniasis mucosa en el Nuevo
Mundo, aunque L. panamensis, L. guyanensis y L. amazonensis pueden también estar
involucradas (49).

Figura 5. Lesioén en nariz y en labio superior.
Fuente: (46).

1.3.3 Leishmaniasis visceral

La leishmaniasis visceral, es la forma mas grave de esta enfermad y en la mayoria de los
casos su curso generalmente es asintomatico. Al picar el fleb6tomo, el parasito invade
las células del sistema fagocitico mononuclear, se reproduce y se disemina por via
linfatica o sanguinea hasta los macréfagos de médula 6sea, higado y bazo. Se
caracteriza por fiebre, esplenomegalia y/o hepatomegalia (Figura 6), poliadenopatias,

anemia, leucopenia, trombocitopenia, debilidad progresiva y pérdida de peso (50).
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Figura 6. Lesihmaniasis visceral
Hepatoesplenomegalia en nifio. Fuente: (46).

1.4 Epidemiologia

Segun las estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la leishmaniasis
esta presente al menos en 88 paises a nivel mundial, en 32 de los cuales es de
notificacion obligatoria. Existen actualmente, en el mundo, cerca de 12 millones de
personas infectadas y cada afio se presentan aproximadamente, 2 millones de casos

nuevos de las diferentes formas clinicas de las leishmaniasis (3).

En América Latina, la leishmaniasis cutdnea y mucosa constituyen un problema de salud
publica, endémica en 22 paises donde las especies del subgénero Viannia causan la
mayoria de casos de leishmaniasis cutdnea (51). Alvar y colaboradores junto con el
equipo de control de las leishmaniasis de la OMS, presentan la distribucion biol6gica y
clinica de las especies de Leishmania para Colombia y estiman que las especies
frecuentemente reportadas son L. (V.) braziliensis, L. (V.) panamensis y L. (V.)

guyanensis (2).

En Colombia, Corredor y col, reportan los resultados de un estudio donde se reportan L.
panamensis (53,8%), L. braziliensis (30,3%), L. chagasi (9,4%), L. guyanenesis (2,6%), L.
amazonensis (1,8%), L. mexicana (0,9%) y Leishmania sp. (1,2%) a partir de
aislamientos obtenidos de humanos, reservorios y vectores de varias regiones de
Colombia (4). Saravia y colaboradores en el afio 1998, realizaron un estudio donde
encontraron que L. braziliensis estaba distribuida en varias zonas del pais, donde L.
panamensis era prevalente en el occidente colombiano y L. guyanensis en las riberas de

los rios Orinoco y Amazonas (52). De igual forma en el afio 2002 se reporta el
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predominio de L. panamensis, L. braziliensis y L. guyanenesis mediante la expresioén de
epitopes especificos del subgénero Leishmania Viannia (7, 52). Ovalle y colaboradores
en el 2006, determinaron la distribucion geogréfica de los casos de leishmaniasis cutdnea
en Colombia concentrados en el Instituto Nacional de dermatologia Federico Lleras
Acosta. La frecuencia encontrada de los 137 aislamientos fue: Leishmania panamensis
74,45%; Leishmania braziliensis 15,33%; Leishmania guyanensis 0,73%; Complejo
Leishmania mexicana 3,65%, Leishmania mexicana 5,11%. La distribucion geogréfica de
estas especies correspondio a los departamentos de Caldas, Santander, Cundinamarca,
Caqueta, Casanare, Cauca y Valle del Cauca (8). Recientemente, Ramirez y
colaboradores en el 2016, evaluaron la distribucion de Leishmania en Colombia a partir
de aislamientos parasitarios en diferentes regiones geograficas del pais en los afios 1980
a 2001. 327 cepas de Leishmania (humanos, reservorios y fleb6tomos) se tipificaron
mediante Cytb y HSP70, finalmente, basados en el consenso final de Cytb y tipificacion
de HSP70 se logré discriminar nueve especies de Leishmania: L. panamensis 61,3%, L.
braziliensis 27,1% , L. lainsoni 0,6%, L. guyanensis 0,9%, L. infantum chagasi 4,0%, L.
equatoriensis 0,6%, L. mexicana 2,1%, L. amazonensis 2,8% y L. colombiensis 0,6%
(53). Estos estudios hacen parte de la informacion disponible acerca de la distribucion de
especies en el pais, donde se puede determinar que la especie mas frecuentemente

aislada es L. panamensis seguida por L. braziliensis.

Para la semana epidemioldgica No. 13 del afio 2017, se notificaron al Sistema Nacional
de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA), 1.265 casos de leishmaniasis de los cuales,
1.240 corresponden a la forma cutanea, representando el 98% de la notificacion, 13
casos de leishmaniasis mucosa que representan el 1% y 12 casos confirmados de
leishmaniasis visceral que representan el 1%. Durante el mismo periodo del afio 2016 se
notificaron al sistema 1.318 casos, lo que representa un descenso de 53 casos. Los
casos de leishmaniasis se concentraron en los departamentos Antioquia,

Santander,Tolima, Narifio y Norte de Santander (54).
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2.1 Examen directo

Es la observacion microscépica de la forma diagnostica (amastigote) en laminas
coloreadas con Giemsa, tomadas de la lesion del paciente (Figura 7). Su sensibilidad
varia en aspectos relacionados con el tiempo de evolucion de la lesion, procedimiento
adecuado en la toma de muestra, la coloracion de la misma y la experticia del
observador. Se ha reportado que la sensibilidad del examen directo varia entre un 80 %
y un 40% en lesiones de menos de cuatro meses de evolucién y del lugar donde se
realice la toma de muestra (9, 10, 48, 55).

Figura 7. Raspado del borde de la Ulcera.
Fuente: (46).

2.1.1 Biopsia de piel

La biopsia es un procedimiento utilizado en el estudio de la leishmaniasis cutédnea, esta
se realiza después que en el estudio del frotis de las lesiones no sea posible comprobar
la presencia del amastigote (Figura 8) (10). La biopsia de piel del borde de una ulcera,
por escision (losange) o con sacabocados y que incluya hipodermis, es la muestra ideal
para hacer un diagnéstico preciso de leishmaniasis y para diferenciarla de otras
entidades (56).
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Figura 8. Biopsia con tincién de azul de toluidina.
Fuente: (46).

2.1.2 Cultivo

Para el manejo y mantenimiento de los cultivos no existe un medio universal que permita
el crecimiento de las distintas especies de Leishmania, ya que éstas presentan diferentes
requerimientos nutricionales. Los medios universalmente aceptados y mas
frecuentemente utilizados son los medios bifasicos de agar con sangre desfibrinada de
conejo (medio de Novy, Nicolle y McNeal o NNN modificado) (Figura 9) y los medios
monofésicos o liquidos (Schneider, RPMI, etc.), habitualmente enriquecidos con
glutamina y suero fetal bovino (10 - 30%). El cultivo se realiza a partir de biopsia tomadas
de la lesién activa, se utiliza para obtener grandes cantidades de promastigotes para la
obtencion de antigeno requerido en pruebas seroldgicas, estudios de evaluacién en
modelos murinos y obtencion de parasitemia altas requeridas para realizar curvas

estandar utilizadas en técnicas de biologia molecular (57).
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Figura 9. Cultivo de Leishmania en medio bifasico.
Fuente: autor.

2.1.3 Pruebas seroldgicas

Su positividad indica la presencia de anticuerpos circulantes que reconocen partes
antigénicas del parasito. Se utilizan varias técnicas tales como inmunofluorescencia
indirecta (IFI) (Figura 10), enzimoinmunoensayo (ELISA) y otras como hemoaglutinacion.
Para Colombia se ha establecido el uso de estas pruebas para casos de leishmaniasis
mucosa y leishmania visceral, para leishmaniasis cutanea aun no se ha establecido como

un examen diagnéstico (10).

Figura 10. Promastigotes tefiidos de verde en Inmunofluorescencia indirecta.
Fuente: (46).
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2.1.4 Diagndstico molecular

La PCR (Por sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction) permite la amplificacion
selectiva de secuencias especificas de acidos nucleicos mediante sintesis enzimatica
(58) y se utiliza ampliamente para el diagnéstico de la leishmaniasis, pues permite
detectar el ADN presente en muestras biolégicas en cantidades minimas (femtogramos)
(18). En la leishmaniasis cutanea, la PCR ha sido reportada como una herramienta de
gran valor y su sensibilidad puede alcanzar el 100% (21). En la forma mucosa, el uso del
ADNk como diana genética ha demostrado ser una buen prueba diagnéstica, mientras
gue la regién ITS es mas util para discriminar especies (25). Entre las plataformas mas

utilizadas se encuentran:

2.1.4.1 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) convencional

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR es una reaccion enzimatica in vitro que
amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN. La técnica se basa en la
replicacién del ADN realizada por una ADN polimerasa termoestable (Taq polimerasa).
Esta enzima realiza la sintesis de una cadena complementaria de ADN en el sentido 5 —
3’ usando un molde de cadena sencilla a partir de un fragmento de doble cadena. Para
iniciar la reaccion se utilizan los iniciadores de ADN, también llamados cebadores o
primer (Figura 11). La PCR se conforma de etapas (desnaturalizacién, hibridacion y
elongacidn) y ciclos (repeticion de las 3 etapas). La primera etapa es la desnaturalizacién
de las cadenas de ADN las cuales se separan a 95°C, la segunda etapa consiste en un
descenso de la temperatura para permitir que los cebadores se unan por
complementariedad al ADN molde, esta segunda etapa se conoce como hibridacién
donde las temperaturas habituales en esta fase oscilan entre 35y 60°C y por ultimo, en
la etapa de elongacion o extension, la enzima polimerasa incorpora nucle6tidos
complementarios a partir del extremo 3’ libre de la regién en que han hibridado los
cebadores. La temperatura a la que se lleva a cabo esta etapa depende de la enzima
polimerasa empleada,; si se utiliza Tag polimerasa la temperatura de elongacion suele ser
de 72°C. La amplificacién del fragmento de ADN sigue una progresion geométrica de

forma que al final de “n” ciclos se obtienen 2n copias hasta el momento en que se

alcanza el efecto meseta (59).
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Figura 11. Esquema general de las etapas de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
Fuente: http://www.elsevier.es/es-revista-gaceta-mexicana-oncologia-305.

2.1.4.2 Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR)

La PCR en tiempo real tiene como objetivo detectar y cuantificar las secuencias
especificas de los &cidos nucleicos mediante la lectura de la fluorescencia emitida
durante la reaccion, la cual es indicativa de la produccién del amplicon en cada ciclo de la
PCR. EIl término en tiempo real se refiere a que la deteccibn de los productos
amplificados sucede en cada ciclo de la reaccion (59). En la gPCR se puede cuantificar la
concentracion inicial de ADN (o ARN) diana, mediante el uso de estandares con
concentraciones conocidas y crecientes de ADN diana (curva patrén) en el ciclo de
amplificacién. Esta PCR puede utilizar fluor6foros generales de uniéon no especifica al
ADN como el Bromuro de Etidio o el SYBR Green |, sondas de hidrdlisis (Sondas 5’
nucleasa), sondas de hibridizacién, molecular beacon o sondas de secuencias
especificas. Los agentes intercalantes son fluor6foros que aumentan notablemente la
emision de fluorescencia cuando se unen a ADN de doble cadena (ADNdc). El mas
utilizado en gPCR es el SYBR Green | (Figura 12), el cual interacciona con el surco
menor del ADNdc, emitiendo 1.000 veces mas fluorescencia que cuando esta libre en
solucion, el incremento de ADN en cada ciclo se refleja en un aumento proporcional de la
fluorescencia emitida. El SYBR Green | absorbe luz en una longitud de onda de 480 nmy
la emite a 520 nm (60).
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Figura 12. Representacion de la interaccion del SYBER Green | con el ADN de doble cadena.
Fuente: http://docplayer.it/821674-Pcr-polymerase-chain-reaction.html

En la gPCR se va registrando el incremento de fluorescencia (proporcional al aumento de
producto de amplificacion) en cada ciclo, y esta informacion se refleja graficamente en
curvas de cinética de la reaccién para cada una de las muestras, estandares y controles.
Para cada muestra el programa calcula el nimero de ciclo en el que el lector empieza a
detectar un incremento de fluorescencia significativo, con respecto a la sefal de base. El
namero de ciclos en donde la fluorescencia de la muestra supera el umbral se denomina
punto de corte (Cp, de crossing point) o ciclo umbral (Ct, de threshold cycle) y es
inversamente proporcional a la concentracion inicial de ADN diana presente en la

muestra (Figura 13).

Con las concentraciones previamente conocidas de los controles externos y sus Ct
correspondientes se dibuja una curva patrén. Extrapolando en ella los valores de los Ct
de cada muestra problema se puede inferir su concentracién de ADN inicial. Idealmente
cada ADN blanco en la muestra original se duplica de ciclo en ciclo, lo que equivale a una
eficiencia de amplificacién de E= 2. La eficiencia de la reaccion puede ser calculada por
la siguiente ecuaciéon: E=10(-1/-(Loge)?). La eficiencia de la PCR deber ser de

aproximadamente 90-100% con una pendiente ideal de -3.1 a -3.6) (61).
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Figura 13. Esquema PCR en tiempo Real.
Fuente: (62).

2.1.4.3 Amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP)

El método LAMP esta basado en el principio de sintesis de ADN por desplazamiento de
cadena, el cual es llevado a cabo por una polimerasa con alta actividad de
desplazamiento de cadena y un sistema de dos cebadores internos y dos cebadores
externos para reconocer un total de seis secuencias distintas en el ADN blanco bajo
condiciones isotérmicas (temperatura contante) (26). Desde su publicacion en el afio
2000, varios ensayos de LAMP se han desarrollado para la identificacién de virus,
bacterias, protozoos y hongos (62-65). Los cebadores internos se denominan Forward
Inner Cebador (FIP) compuesto por dos fracciones (F1c + F2) y Backward Inner Cebador
(BIP) compuesta por Blc y B2), cada set de cebadores contiene dos secuencias distintas
gue corresponden a las secuencias sentido y antisentido del ADN blanco. Los cebadores
externos se denominan F3 y B3. Todo el conjunto de cebadores reconoce 6 diferentes
regiones del ADN blanco (F3c, F2c, Flc, B1, B2 y B3) (Figura 14).
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Figura 14. Esquema de los cebadores utilizados para LAMP:
Fuente: (66).

Para el disefio de cebadores de LAMP, el contenido de GC debe ser aproximadamente
del 50- 60% y alrededor de 40-50 % para AT. Los cebadores deben ser disefiados de
manera que no se forme facilmente estructuras secundarias. La secuencia del extremo 3'
no debe ser rica en AT o complementarias de otros cebadores. La distancia entre el
extremo 5' de F2 y B2 deberia ser 120 - 180pb, y la distancia entre F2 y F3 asi como de
B2 y B3 debe ser 0-20pb. La distancia para las regiones de formacién de bucle (5' de F2
a 3'de F1, 5 de B2 a 3' de B1) debe ser 40-60pb (66).

La amplificacion se lleva a cabo en dos pasos: no ciclico y ciclico.

NO CICLICO: Aqui los cebadores inician su accién en direccién 5' - 3, el cebador que
interactia con el ADN blanco es el FIP el cual se une a su region complementaria F2c y
asi comienza a sintetizar la hebra complementaria del ADN blanco. El siguiente cebador
en interactuar es el F3 uniéndose a la region F3c complementaria del ADN blanco, la Bst
actla también como helicasa lo que ocasiona que la doble hebra se abra y la F3 pueda
seguir con su camino; por el otro extremo tanto BIP como B3 siguen los mismo paso, la
hebra complementaria hace que por complementariedad sus extremos formen un bucle,
esta hebra es la que servirh como secuencia madre para la posterior sintesis de ADN
(Figura 15).
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Figura 15. Inicio de la reaccion de LAMP.
Interviene el cebador interno FIP y el cebador externo F3. Fuente:
http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/loop.html

CICLICO: En la secuencia blanco, interactian nuevamente el cebador FIP donde la
region F2 se una a su region F2c de la hebra complementaria realizando la hibridacion
asi como también por el otro extremo BIP donde la region B2 se une a su regién B2c de
la hebra complementaria, en el transcurso de la polimerizacién las secuencias

sintetizadas van adquiriendo una conglomeracion de bucles. (Figura 16).
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Figura 16. Segunda etapa de la reaccion de LAMP.
Interviene el cebador interno BIP y el cebador externo B3 y se forma la estructura de doble asa.
Fuente: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/loop.html

Ambos productos sirven luego como molde para un cebador BIP en los ciclos siguientes

de la reaccién por desplazamiento de la hebra, de los cuales, una parte es denominada

elongacion y reciclaje. Asi, la secuencia original de LAMP es amplificada tres veces cada

medio ciclo (Figura 17). Los productos finales son una mezcla de ADN en herradura con

diferentes longitudes en su tallo y con estructuras similares a un conglomerado con

multiples bucles formados por la unién entre repeticiones invertidas alternativas de la

secuencia blanco en la misma cadena (26).

£2 Qﬁ 82
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: Bic
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5
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- s
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5

Figura 17. Formacion de bucles en LAMP.
Muiltiples bucles formados por la unién de repeticiones invertidas alternativas de la secuencia
blanco en la misma cadena. Fuente: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/loop.html
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El uso de cuatro cebadores (reconocimiento de seis secuencias diferentes) en las etapas
iniciales de LAMP y dos cebadores (reconocimiento de las cuatro secuencias) durante los

siguientes pasos garantiza alta especificidad para la amplificacion.

Métodos de deteccion

Deteccién visual por turbidez: La turbidez de pirofosfato de magnesio (polimerizacion
del ADN produce pirofosfato el cual se precipita como pirofosfato de magnesio), un
subproducto de la reacciéon de amplificacién, es producida en proporcion directa con la
cantidad de los productos amplificados. Debido a que la amplificacion LAMP puede
producir una cantidad abundante de productos, la turbidez blanca puede ser apreciada a
simple vista (Figura 18). Segun esto, la presencia de turbidez puede indicar la presencia
del gen de interés y la deteccion visual puede lograrse (67).

Figura 18. Deteccion de LAMP por turbidez.
Fuente: (67).

Deteccion por cambio de color: El verde de Malaquita es un compuesto organico que
tradicionalmente se ha utilizado para la tincion de esporas bacterianas. Nzelu en al afio
2014, empleo este reactivo como método de revelado de la LAMP dando como resultado
un color azul aguamarina al amplificar el ADN (Figura 19), mientras que las muestras

negativas (sin amplificacion) son incoloras (68).


https://es.wikipedia.org/wiki/Espora
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Figura 19. Deteccion de LAMP por cambio de color con verde de malaquita.
Fuente: (68).

Deteccidn visual por fluorescencia: La calceina que viene incluida en el kit de reaccion
se combina con iones de magnesio para conseguir el efecto de amortiguacion. La
amplificaciébn genera el subproducto, iones pirofosfato, los cuales se uniran y quitaran
iones manganeso de la calceina para producir fluorescencia (Figura 20) (30). La
fluorescencia es intensificada mucho mas a medida que la calceina se combina con los
iones magnesio. En consecuencia, la presencia de fluorescencia puede indicar la

presencia del gen blanco y la deteccion visual puede lograrse (69).

AAAN

Figura 20. Deteccion de LAMP por fluorescencia.
Fuente: (62).

2.1.5 Marcadores moleculares para diagnéstico molecular de
Leishmania

Para el caso de Leishmania, las técnicas basadas en PCR pueden utilizar diferentes

blancos genéticos en los que se encuentran:

2.1.5.1 ADN del quinetoplasto (ADNK).

El ADN del quinetoplasto (ADNk) es una estructura Unica de los quinetoplastidos,

localizado en la mitocondria del parasito protozoo flagelado perteneciente al orden
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Kinetoplastida, el cual comprende una red de discos de ADN. El quinetoplasto esta
compuesto por maxicirculos y minicirculos, los maxicirculos codifican genes destinados
al proceso de edicion del ARN. Los minicirculos son pequefias moléculas circulares de
alrededor de 800 pb, que contiene una region conservada de 120 pb y una region
altamente variable que codifica para ARNs involucrados en los procesos de edicidon
(Figura 21). La ventaja de utilizar estos genes para el diagnostico se basa en su alto
namero de copias (10.000 copias por parasito) lo que resulta en una alta sensibilidad del
ensayo (70).

Variable region kDNA minicircle (600-800 bp)

Figura 21. Minicirculo del ADNKk.
Fuente: Disponible en http://www.nature.com/scitable/topicpage/kinetoplastids

2.1.5.2. Espaciadores Internos Transcritos (ITS)

Los genes ribosomales y los espaciadores proveen sitios diana importantes para la
deteccibn molecular y estudios filogenéticos. EI ADN ribosomal se presenta en
repeticiones en tandem y esta formado por tres subunidades altamente conservadas (18
ADNr, 5.8 ADNr y 28 ADNr), separadas por dos espaciadores con elevadas tasas de
sustitucién (ITS1 e ITS2) (Figura 22). Las regiones ITS son de evolucién rapida y por
consiguiente su variabilidad permite la realizacion de andlisis filogénicos, evolutivos y
biogeograficos entre drdenes, géneros y especies relacionados (71). Estas repeticiones
en tandém se encuentran a lo largo de todo el genoma y evolucionan concertadamente.
El espaciador interno transcrito 1 (ITS1) separa los genes que codifican la subunidad
pequeiia del ARNr de la 5.8S generando un fragmento de 300 a 350 pb fragmento

comun para todas las especies de Leishmania (72).
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Figura 22. EsquemadeITS 1y 2.
Fuente: Disponible en http://edoc.hu-berlin.de/dissertationen/al-jawabreh-amer-2005

2.1.5.2 Proteinas de choque térmico (HSP70)

Las proteinas de choque térmico son las que garantizan la termotolerancia de los
parasitos (73) (Figura 23). Durante la transmision de Leishmania, el parasito se enfrenta
a dos situaciones de estrés: el aumento de temperatura y el descenso de pH. Mientras
gue en el insecto, los promastigotes de Leishmania se encuentran a temperaturas de 22-
28°C, tras su transmision al hospedero mamifero quedan expuestos a temperaturas de
31-35°C en el caso de las especies dermotrdpicas (L.panamensis, L. braziliensis) o a
temperaturas de 37°C en el caso de las especies viscerotrépicas (L. donovani, L.
infantum) (74). Por tanto, para asegurar su supervivencia en el mamifero, Leishmania
posee mecanismos de termotolerancia, para lo cual resulta fundamental la respuesta al
choque térmico desencadenada durante la transmision (75). Generalmente los cebadores

amplifican un fragmento polimorfico de 1.422 pb del gen hsp70 de Leishmania spp (76).
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Figura 23. Esquema de HSP70
Fuente: Disponible en http://www.biounalm.com/2009/02/hsp70-al-rescate.html

2.1.5.3 Subunidad Ribosomal 18S

El ribosoma de los eucariotas posee dos subunidades de ADN Ribosomal con diferentes
gradientes de sedimentacion: 40S y 60S, el cual esta codificado por tres genes, la
subunidad grande (28S), la subunidad pequefia (18S) y el gen 5.8S. La subunidad
pequefia del ARN ribosomal (SSU) 18S (Figura 24) ha sido reportada como uno de los
genes mas utilizados en estudios filogenéticos y como blanco genético para la PCR. El
gen 18S es muy conservado en todos los organismos y sus variaciones permiten la
diferenciacion de especies de Leishmania (77).

En general, las secuencias de genes rRNA son de facil acceso debido a las regiones
flanqueadas altamente conservadas que permite el uso de primers universales (78). Su
disposiciéon repetitiva dentro del genoma proporciona cantidades excesivas de ADN
molde para PCR, el gen 18S es parte del nacleo funcional ribosémico y esta expuesto a
fuerzas selectivas similares en todos los seres vivos (79) Este gen codifica para el ADN
ribosomal (ADNr), que presenta entre 10 y 100 copias. La PCR-ADNr (PCR-18S)
amplifica un fragmento de 350 pb (80).
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Figura 24. Esquema de SSU rRNA.
Fuente: Disponible en http://genemol.org/genemol/theory/BIOGEN/orggen/transcriptionml.jpg

2.1.5.4 Gen Miniexoén.

En los protozoarios quinetoplastidios el gen mini-exon esta presente en el genoma
nuclear en aproximadamente 200 copias arregladas en secuencias repetitivas de tipo
tandem (81). Es de gran importancia la alta conservacion de secuencias del gen mini
exon y la naturaleza multicopia repetidas en tandem asi, la variacién de la secuencia en
este gen pueden reflejar patrones taxonémicos (82). Este gen es Unico en el genoma de
Leishmania, la regién transcrita es altamente conservada (Figura 25), pero la regién
espaciadora no transcrita es distinta en longitud y en secuencia entre diferentes especies
de Leishmania (83).

Fme Rme
—p 4+
39 bp 53-58 bp 39 bp 53-58 bp
Transcribed Non-transcribed spacer Transcribed
51-341 bp
* e >
Repeat 1 Repeat 2

Figura 25. Gen mini-exon en Leishmania.
Contiene un exdn muy conservado (39 bp), una region intron transcrita, moderadamente variable
(55 a 101 bp) y una secuencia espaciadora no transcrita altamente (51 a 341 bp). Fuente: (83).



3 Capitulo 3: Parametros de validacion de un
método de diagnostico

Una prueba diagnéstica se considera valida cuando haya cumplido un conjunto de
criterios de validacién esenciales. La falta de cumplimiento de cualquiera de estos
criterios es probable que reduzca la confianza en que la prueba cumpla los objetivos

deseados.

3.1 Validacion analitica

Es un proceso que determina la aptitud de un ensayo, que ha sido correctamente
desarrollado, optimizado y estandarizado, para un proposito definido. Para validar
cualquier técnica diagnostica es necesario estimar caracteristicas del desempefio
analitico y caracteristicas del desempefio diagndstico (84). Para mejor comprension, las
caracteristicas del desempefio analitico hacen referencia a la primera etapa de la figura
26.
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3.2 Caracteristicas del desempefio analitico

Figura 26. Etapas y criterios de validacion.
Fuente: (85).

3.2.1 Repetibilidad

Es el nivel de concordancia entre los resultados de las réplicas de una muestra. La

repetibilidad (también conocida como coeficiente de correlacion intraclase) es una

medida estadistica de la consistencia entre medidas repetidas de un mismo caracter en

un mismo individuo (85). Un valor de repetibilidad de uno indica que la medida es
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perfectamente consistente y repetible, y que el investigador no comete ningun error en la
medicion de ese caracter. Un valor de cero indica que las medidas repetidas obtenidas

de ese cardcter son distintas (86).

3.2.2 Rango Reportable Anticipado (RRA)

Se utiliza para referirse a un intervalo de concentraciones en el cual el analito puede
determinarse con un adecuado nivel de confianza y precision sobre el cual el laboratorio
puede establecer o verificar la exactitud del instrumento (33). En la literatura se conoce
como estudio de linealidad en el cual se establecen de 7 a 9 diluciones a lo largo de
rango de medicion y con los resultados obtenidos se realiza un andlisis de regresion
lineal. Se recomienda utilizar aquellas diluciones hechas con matrices que se aproximan

a las muestras reales son preferidas a diluciones hechas con agua o solucion salina (87).

3.2.3 Especificidad analitica

La especificidad analitica es la capacidad del ensayo para distinguir el analito objetivo
(por ejemplo, anticuerpos, organismo o secuencia gendmica) de analitos no objetivo (85)

(Figura 27). En esta se incluye:

3.2.3.1 Selectividad

Es el grado en que un método puede cuantificar con exactitud el analito en cuestiéon en
presencia de: 1) interferentes, tales como componentes de la matriz (por ejemplo,
inhibidores de enzimas en la mezcla de reaccién); 2) productos de degradacion (por
ejemplo, factores téxicos); 3) una unién no especifica de los reactivos a una fase sélida
(por ejemplo, conjugado de un ELISA adsorbido a un pocillo de la placa de
microtitulacion); 4) anticuerpos contra la vacunacion, que pueden confundirse con
anticuerpos contra la infeccion activa. Estos interferentes pueden causar falsas
reducciones o incrementos en la prueba que afectardn negativamente a su especificidad

analitica (88).
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3.2.3.2Inclusividad
Es la capacidad de una prueba de detectar varias cepas o0 serovariedades de una
especie, varias especies de un género o una agrupacion similar de microorganismos o

anticuerpos estrechamente emparentados (36).

3.2.3.3 Exclusividad

Es la habilidad que tiene el método de detectar un analito o secuencia genémica que es
propia del microorganismo analizado y excluye todos los demas estrechamente
relacionados o aquellos que pudieran dar una reaccion cruzada o que sean reportados

como microorganismos de diagnostico diferencial (36).

3.2.4 Sensibilidad analitica

La sensibilidad analitica es la capacidad del ensayo para detectar el analito objetivo (por
ejemplo, anticuerpos, organismo o0 secuencia genémica) a minimas diluciones (85)

(Figura 16). En esta se incluye:

3.2.4.1 Limite de deteccion LoD

Es la cantidad mas pequefia que el método puede detectar de manera fiable para
determinar la presencia o ausencia de un analito. Esto se puede expresar como el
namero de copias del genoma, la dosis infecciosa, las unidades formadoras de colonias,
las unidades formadoras de placas, etc. del agente que se pueden detectar y distinguir

del resultado de una matriz sin el analito (34).

3.2.4.2 Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion es la concentracion mas baja de analito en la muestra, que
puede ser determinada con precision y exactitud aceptables cuando se emplea el
procedimiento exigido. Se mide mediante el analisis de muestras que contengan
cantidades conocidas de analito en disminucion, y la determinacion del nivel méas bajo al

cual pueden alcanzarse grados aceptables de exactitud y precision (34).

3.2.4.3 Precision
Se refiere a la dispersién de un conjunto de valores obtenidos de mediciones repetidas

de una magnitud (34). Cuanto menor es la dispersion mayor la precision. La
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precision estd relacionado integramente con el error aleatorio causado por

factores que varian durante el funcionamiento normal del ensayo (33).

Caracteristicas del desempefio analitico

Repetibilidad Especificidad Analitica Sensibilidad Analitica
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Figura 27. Caracteristicas del desempefio analitico.
Fuente: Autor

3.3 Antecedentes

Se realiz6 una revision de la literatura relacionada con los marcadores moleculares
utiizados para el diagnostico de especies de Leishmania empleados en PCR
convencional, g°PCR y LAMP (Tablas 1 y 2), se puede destacar que en estos estudios
solo se determinaron sensibilidad y especificidad de uno o maximo dos marcadores
moleculares implementados en un solo ensayo. No se ha reportado estudios de

desempefio analito de técnicas moleculares para el diagnostico de Leishmania.



Da Silva y colaboradores desarrollaron y validaron un ensayo basado en PCR —RFLP para el diagnéstico de leishmaniasis cutanea
utilizando como gen blanco la proteina de choque térmico HSP70 y el espaciador interno ITS-1. Se sometieron al ensayo 70 cepas
de Leishmania donde se incluyeron 7 cepas de referencia y 63 cepas tipificadas previamente. Se observd una buena concordancia
entre el empleo de los dos marcadores moleculares y la identificacion de las especies de Leishmania (89). En el afio 2008, Shahbazi
y colaboradores compararon técnicas parasitolégicas para el diagndéstico de leishmaniasis cutanea (frotis directos coloreados con
Giemsa y cultivos de parasitos) con un ensayo de PCR donde se evalud el Espaciador Interno Transcrito (ITS-1). Los autores
reportaron una sensibilidad de la PCR de 98,8% al comparar los resultados obtenidos con los resultados de las técnicas

parasitologicas (90).

En Colombia se evalué la sensibilidad de la PCR en tiempo real utilizando el gen 18S como marcador molecular. Las muestras
provenian de hisopados de lesiones donde se reportdé una sensibilidad de 98% y una especificidad del 84% (22). En Marruecos,
Mouttaki y colaboradores en el afio 2014 realizaron un ensayo para evaluar el diagnostico molecular de la leishmaniasis cutanea
utilizando como blancos genéticos el ADNk y el ITS1, sugiriendo el uso de la PCR-ITS1-RFLP para la identificacién de las especies

en areas similares a la cuenca del mediterraneo (24).

Tabla 1. Revision de literatura. Blancos genéticos utilizados en PCR convencional y gPCR para diagnostico de Leishmania

Autor/afio Titulo Blanco Nivel taxonomico | go\Gipiliqad | Especificidad
de identificacion

Simple form of clinical sample
preservation and Leishmania
DNA extraction from human
lesions for diagnosis of
american cutaneous
leishmaniasis via polymerase

(92) ADNk Género 90% No hay dato
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chain reaction

(92)

Molecular epidemiology of
cutaneous leishmaniasis in
Venezuela.

ADNK

Género

88,2 - 95,4%

100%

(19)

Polymorphism analysis of the
internal transcribed spacer
and small subunit of ribosomal
RNA genes of Leishmania
mexicana

ITS + RFLP

Género y especie

80%

100%

(15)

Identification and
Differentiation

of Leishmania Species in

Clinical Samples by PCR
Amplification of the Miniexon
Sequence and Subsequent
Restriction Fragment Length

Polymorphism Analysis

Mini exon +
RFLP

ITS + RFLP

Género y especie

89,70%

51,71%

No hay dato

(23)

Usefulness of PCR in the
diagnosis of cutaneous
leishmaniasis in Tunisia

Ssu-rRNA (18
s)

Género

99,30%

No hay dato

(18)

Comparison of PCR Assays
for Diagnosis of Cutaneous
leishmaniasis

ADNK

ITS

Género

98,70%

57,10%

91,00%

100%




Capitulo 3

(25)

Polymerase chain reaction
with two molecular targets in
mucosal
leishmaniasis' diagnosis: a
validation study

ADNk

ITS

Género

68,60%

92%

40,00%

96%

(93)

Cutaneous leishmaniasis
caused by Leishmania tropica
in Bikaner, India: parasite
identification and
characterization using
molecular and immunologic
tools

ITS1 + RFLP

Género y especie

82,75%

100%

ADNKk

Género

96,60%

66,70%

(21)

American tegumentary
leishmaniasis: direct species
identification of Leishmania in
non-invasive clinical samples

hsp 70 +
RFLP

Género y especie

95%

100%

(80)

A Simplified and Standardized
Polymerase Chain Reaction
Format for the Diagnosis of

leishmaniasis

Ssu-rRNA (18
s)

Género

92%

99%

(94)

A Comparative Study of
Diagnosis by Polymerase
Chain Reaction (PCR),
Microbiological, and
Histopathological Methods of
Old World Cutaneous
leishmaniasis in Irag.

ADNKk

Género

97,10%

No hay dato

(95)

PCR detection of Leishmania
in skin biopsies

Ssu-rRNA (18
s)

Género

84,60%

100%
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(96)

Leishmania OligoC-TesT as a
Simple, Rapid, and
Standardized tool for
Molecular Diagnosis of
Cutaneous leishmaniasis in
Peru

ADNKk

Género

94%

80%

(97)

Detection and Species
Identification of Leishmania
DNA from Filter Paper Lesion
Impressions for Patients with
American Cutaneous
leishmaniasis

ADNk + RFLP

Género y especie

94,20%

92,90%

(98)

Characterization of
Leishmania strains using
PCR-RFLP of Spliced Leader
Miniexon (SLME) in human
and canine isolates in
Paraguay

Mini exon +
RFLP

Género y especie

99,20%

No hay dato

(99)

Real-Time PCR Assay for
Detection and Quantification
of Leishmania (Viannia)
Organisms in Skin and
Mucosal Lesions: Exploratory
Study of Parasite Load and
Clinical Parameters

ADNKk

Género y especie

97,90%

87,50%

(22)

Sensitive diagnosis of
cutaneous leishmaniasis by
lesion swab sampling coupled
to gPCR

18S

Género y especie

98%

84%




Entre los blancos genéticos reportados en la literatura utilizados en la técnica LAMP para
el diagndstico de leishmaniasis se pueden encontrar el ADN del quinetoplasto (ADNk) y

la subunidad pequefia ribosomal 18S (Tabla 2).

Tabla 2. Revision de literatura. Blancos genéticos utilizados en LAMP para diagnéstico de
Leishmania

Autor/afo Titulo Target

(32) The Direct Boil-LAMP method: A simple and rapid

diagnostic method for cutaneous leishmaniasis ADNK

Development of a loop-mediated isothermal
(67) amplification method for rapid mass-screening of sand ADNK
flies for Leishmania infection

Development of a Reverse Transcriptase Loop-
mediated Isothermal Amplification (LAMP) Assay for
the Sensitive Detection of Leishmania Parasites in
Clinical Samples

(30) 18 S ribosomal

Diagnostic accuracy of loop-mediated isothermal
(31) amplification (LAMP) for detection of Leishmania DNA ADNKk
in buffy coat from visceral leishmaniasis patients.

Sensitive, Specific, and Rapid Detection of Leishmania
(100) donovani DNA by Loop-Mediated Isothermal ADNK
Amplifications

Application of loop-mediated isothermal amplification
(101) assay for the sensitive and rapid diagnosis of visceral ADNk
leishmaniasis and post-kala-azar dermal leishmaniasis

A pesar del reporte de varios estudios donde se evallan diferentes blancos genéticos y
plataformas para la realizacion del diagnéstico molecular de la leishmaniasis cutdnea, no
se ha descrito un estudio donde se evalué el desempefio analitico. Razon por la cual es
de gran importancia determinar la especificidad y sensibilidad analitica de tres
plataformas de amplificacion de &cidos nucleicos (PCR convencional, PCR en tiempo real
y amplificacion Isotérmica LAMP) utilizando cuatro marcadores moleculares para las

principales especies causantes de leishmaniasis cutanea.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar el desempefio analitico de las técnicas de PCR convencional, PCR en
tiempo real y LAMP para el diagndstico molecular de las principales especies
causantes de leishmaniasis cutanea (L. braziliensis, L. panamensis, L.

guyanensis y L. mexicana).

4.2 Objetivos especificos

+ Determinar el Rango Reportable Anticipado (RRA), limite de deteccién,

repetibilidad, precision, exclusividad e inclusividad de la PCR convencional.

« Determinar el Rango Reportable Anticipado, limite de deteccion, repetibilidad,
precision, exclusividad e inclusividad de la PCR en tiempo Real.

« Disefar cebadores para el desarrollo de la LAMP utilizando los blancos genéticos
ADNK, HSP70 e ITS y determinar el Rango Reportable Anticipado, limite de

deteccion, repetibilidad, precision, exclusividad e inclusividad de la técnica.

» Evaluar el porcentaje de positividad de la PCR, gPCR y LAMP para el diagndstico

de leishmaniasis cutanea a partir de frotis directos.
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5 Capitulo 5: Metodologia

5.1 Consideraciones éticas

El estudio esta enmarcado dentro de los lineamientos de la resolucion No. 008430 del 4
de octubre de 1993 del Ministerio de Salud, por lo que se considerd una investigacion sin
riesgo de acuerdo al Articulo Il del Capitulo 1.

Este proyecto contd con acta de aprobacion de comité de ética de la Universidad
Nacional de Colombia N°: 002-010-15 expedida el 12 de febrero del 2015.

Este trabajo hace parte de un macro-proyecto denominado “Fortalecimiento de la
capacidad diagnostica de investigacion y vigilancia de enfermedades transmisibles
emergentes y reemergentes en Colombia” Componente: Enfermedades parasitarias
transmitidas por vectores; Enfermedad de Chagas y Leishmania, ejecutado por el

Instituto Nacional de Salud y financiado por Colciencias No. 757-13.

5.2 Diseio y pre-requisitos del estudio

Este trabajo hace parte de un macro-proyecto denominado “Fortalecimiento de la
capacidad diagndstica de investigacion y vigilancia de enfermedades transmisibles
emergentes y reemergentes en Colombia” Componente: Enfermedades parasitarias
transmitidas por vectores; Enfermedad de Chagas y Leishmania, ejecutado por el
Instituto Nacional de Salud y financiado por Colciencias (No. 757-13).

En la evaluacion preliminar realizada por profesionales del grupo de Parasitologia del
Instituto Nacional de Salud se determiné el tipo de muestras a utilizar y el disefio de cada

una de las etapas para la determinacion el desempefio analitico.
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En cuanto a la robustez del procedimiento se evalué parametros que potencialmente

consiguieran alterar el procedimiento como los que se describen a continuacion:

5.2.1 Ensayos preliminares

Para determinar el buen desempefio de los reactivos, se realizo la verificacion y registro
del numero de lote, fecha de vencimiento, cadena de frio y almacenamiento para los
reactivos de PCR convencional (Buffer, MgClz, dNTPs, Taq Platimun), PCR en tiempo
real (Fast SYBR Green) y LAMP (Loopamp DNA amplification kit), también para el kit de
extraccion (High Pure PCR Template Preparation).

5.2.2 Estandarizacién de los protocolos del estudio

Para cada uno de los ensayos, se realiz6 4 procedimientos operativos estandar (POE)
para el proceso de extraccion de ADN, PCR convencional, PCR entiempo real y LAMP.

5.2.3 Verificaciéon de los estandares de calidad para cada uno de
los equipos

Se realiz6 un seguimiento a los procesos de calibraciébn de los termocicladores
convencionales (T100™ Bio-Rad), termociclador en tiempo real (7500 Fast real time
systems Applied Biosystems) y micropipetas mono y multicanal (2, 20, 100, 200, 1000
pL). La calibracién y mantenimiento preventivo fue realizada por la compafila PROVEO
S.A.S cada 6 meses. Los registros estan consignados en las hojas de vida de cada uno
de los equipos del grupo de Parasitologia del INS siguiendo las instrucciones de cada

formato (Anexo 1y 2).

5.3 Disefo de la investigacion

Estudio analitico de comparacion entre PCR convencional, PCR en tiempo real (qQPCR) y

amplificacién isotérmica mediada por loop (LAMP) a partir de cepas de referencia de
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Leishmania y frotis directos para determinar el desempefio analitico (sensibilidad y

especificidad analitica).

5.3.1 Poblacién de estudio y muestras

Para el estudio se incluyeron:

6 cepas de referencia de Leishmania donadas por el Centro Internacional de
Entrenamiento e Investigaciones Médicas, CIDEIM.

- 1 cepa de Trypanosoma cruzi y 1 cepa de Trypanosoma rangeli, y 50 laminas de
frotis directo provenientes del Grupo de parasitologia del Instituto Nacional de
Salud.

- Cultivo de Sporothrix schenckii y Staphylococcus aureus provenientes del Grupo
de Investigaciones Microbioldgicas de la Universidad de Rosario, GIMUR.

- Cultivo de Streptococcus pyogenes e Histoplasma capsulatum provenientes de la
facultad de Medicina de la Universidad Nacional.

- ADN de Mycobacterium tuberculosis donados por la Fundacion Instituto de
Inmunologia de Colombia, FIDIC.

- Cultivo Fonsecaea pedrosoi donado por la Universidad de los Andes.

5.4 Material bioldgico

Se emplearon cultivos de promastigotes de las cepas de referencia, de igual forma se
utilizaron cultivos de epimastigotes de Trypanosoma cruzi y Trypanosoma rangeli (Tabla
3).

Tabla 3. Cepas de referencia Leishmania y Trypanosoma

CEPA DE REFERENCIA CODIGO
Leishmania braziliensis (MHOM/BR/75/M2903)
Leishmania panamensis (MHOM/PA/71/LS94)
Leishmania guyanensis (MHOM/BR/75/M4147)

Leishmania infantum (MHOM/TN/80/IPT1)

Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8)

Leishmania mexicana MHOM/BZ/82/BEL21)
Trypanosoma cruzi (MHOM/CO/01/DA)

Trypanosoma rangeli (IRHO/CO/IRHO/CO/Choachi)
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5.5 Crecimiento del Parasitos

Las cepas de Leishmania fueron mantenidas en medio bifasico (medio Novy, Nicolle y
McNeal y medio Schneider suplementado con 20% de suero fetal bovino), para el manejo
de las cepas de Trypanosoma se utiliz6 medio Tobie como fase sélida y medio Liver
Infusion Tryptose (LIT) como fase liquida. Los parésitos fueron cultivados y mantenidos a
28°C. Cada seis dias se renovaron los cultivos dependiendo del crecimiento del parasito.
Las cepas mantenidas en tubos de ensayo fueron transferidas a frascos de cultivo de 100
mL conteniendo el medio liquido Schneider para el caso de Leishmania y LIT para
Trypanosoma. Los cultivos fueron mantenidos por siete dias hasta que los parasitos

alcanzaron la fase estacionaria temprana de crecimiento.

5.6 Obtencion de paréasitos y recuento en camara de
Neubauer

Los parasitos crecidos en los frascos de cultivo se transvasaron a tubos Falcon de 50
mL, se centrifugaron a 4°C a 3.000 g por 10 min. El sobrenadante se descart6 y al pellet
se le agregé 10 mL de solucion salina estéril, este se resuspendid suavemente y se
centrifugd con las mismas indicaciones anteriores. Este lavado se repitio tres veces mas,

luego del cual nuevamente se resuspendio el pellet en 1 mL de solucion salina.

Para el recuento en cdmara de Neubauer, se tomaron alicuotas de 300 pL y una dilucion
1:10 para el montaje, posteriormente se realizé el conteo para obtener alicuotas de 10°
parasitos/mL. Para realizar el proceso de extraccion de ADN, la curva estandar se
comenzé con 10° parasitos/mL, para obtener 800 pL de dicha concentracion se realizd

el siguiente procedimiento:

Se agreg6 80 L de cultivo de 10° parasitos/mL en un tubo eppendorf, luego se adiciond
120 pL del medio en el que se encuentren los parasitos y posteriormente se agregd 600
ML de sangre de un paciente que no tenia antecedentes de vivir en zona endémica
para la enfermedad. Se agité en vortex por 15 segundos y se almacend en refrigeracion
hasta la extraccion de ADN. Este procedimiento se realiz6 para cada una de las cepas de

referencia de Leishmania.
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5.7 Extraccion de ADN a partir de cultivos parasitarios

Para la obtencién de ADN parasitario de cada cepa de referencia de Leishmania, se
realizé la extraccion segun las indicaciones del kit High Pure PCR Template Preparation
(Roche ® Ref. 11796828001). A partir de la muestra de 800 pl con una concentracion de
10° parasitos/mL, se tomaron 300 pl y se le adicionaron 40 pL de proteinasa K y 100 pL
de buffer de pegado (binding buffer). Las muestras fueron homogenizadas e incubadas a
70°C durante 10 minutos para luego agregar 100 pL de isopropanol y mezclar en vortex
durante 15 segundos. La mezcla se transfiri6 a columnas de extraccion con tubos

recolectores de 2 mL y se centrifugd a 8.000 rpm durante 1 minuto.

Luego la columna se transfiri6 a un nuevo tubo recolector y se adicionaron 500 pL de
buffer removedor de inhibidores, nuevamente se centrifugd a 8.000 rpm durante 1 minuto
y la columna se transfiri6 a un nuevo tubo recolector para agregar 500 pL de buffer de
lavado (este paso se repitié una vez). Posterior a esto se transfirié la columna a un tubo
eppendorf sin tapa y se centrifugd a maxima velocidad durante 10 segundos para secar
la columna de extraccién, posteriormente la columna se transfiri6 a un nuevo tubo
eppendorf sin tapa y se adicioné 100 pyL de buffer de elucion (precalentado a 70°C) a
cada columna y se centrifugé a 8.000 rpm durante 1 minuto. Finalmente se trasvaso el
contenido a un tubo eppendorf con tapa y se realiz6 la cuantificacibn mediante

espectrometria de la concentracién de ADN obtenido.

5.8 Procedimiento de extraccion de ADN para laminas
coloreadas con Giemsa

Para la obtencién de ADN parasitario a partir de laminas coloreadas con Giemsa, se
sumergieron las laminas en Xilol absoluto por 2 segundos, con el fin de remover el aceite
de inmersién. Cada impronta se procesé como muestra por separado, luego se colocé
sobre cada impronta 200 pL de Buffer de lisis por 5 minutos. Se removié el material
biol6gico con palitos de pléstico estériles para luego aspirar el contenido de cada
impronta y se transvaso a un eppendorf de 1,5 mL a partir de aqui, se maneja el mismo
procedimiento de extraccion de muestras provenientes de cultivo segun las indicaciones
del kit High Pure PCR Template Preparation (Roche ® Ref. 11796828001).
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5.9 Curva estandar

Una vez obtenido el ADN de cada cepa de referencia, se efectuaron diluciones seriadas
de 10* a 10?2 para determinar el desempefio analitico de las tres plataformas
moleculares. Para esto, a un tubo de PCR que contenia 45 uL de ADN de un paciente
negativo para leishmaniasis en cualquier de sus tres manifestaciones clinicas, se
adicioné 5 uL de ADN de cada cepa de referencia de Leishmania a una concentracion
de 10° parasitos/mL, a partir de aqui se realizaron las diluciones seriadas en base 10 (en
cada dilucion se homogenizé en vortex). (Figura 28)

7 MNNNNNN

I ) S S—— | ~ ~— S - —

v/

ADN 107 parasitos/mlL. 104 102 102 104 10¢ 10t 107

Figura 28. Diluciones seriadas en base 10 de los ADN de las cepas de referencia de Lesihmania.

5.10 Determinacion del desempefio analitico

5.10.1 Especificidad analitica

5.10.1.1 Inclusividad

Para determinar este parametro, todos los ADNs de las cepas de referencia (L.
amazonensis, L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis, L. mexicana y L. infantum)
se sometieron a PCR convencional, PCR en tiempo real y LAMP con los cuatro
marcadores moleculares descritos en la tabla 4. Estos ensayos se realizaron en un solo
dia.

5.10.1.2 Exclusividad

Para determinar la exclusividad de las técnicas, ADNs de parasitos pertenecientes al
orden Kinetopastida (Trypanosoma cruzi y Trypanosoma rangel) y de los
microorganismos de diagnostico diferencial de leishmaniasis cutanea (56, 102)

(Staphylococcus  aureus, Streptococcus pyogenes, Histoplasma capsulatum,
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Mycobacterium tuberculosis, Sporothrix schenckii y Fonsecaea pedrosoi) se sometieron
a PCR convencional, PCR en tiempo real y LAMP con los cuatro marcadores

moleculares descritos en la tabla 4. Este ensayo se realizé en un solo dia.

5.10.2 Sensibilidad analitica

5.10.2.1 Rango Reportable Anticipado (RRA)

Para determinar este rango, se tomaron las 7 diluciones seriadas (1x10* a 1x10?
parasitos/mL) de cada ADN de las 6 cepas de referencia de Leishmania y se sometieron
a PCR convencional, PCR en tiempo real y LAMP con cada uno de los cuatro
marcadores moleculares. Este ensayo se realiz6 por triplicado en un solo dia.

5.10.2.2 Limite de Deteccion (LoD)

El Lod fue determinado mediante regresion Probit (Probit Minitab 15 software, USA) El
andlisis de Probit se utiliza para estudios que tienen variables de respuesta binomial y
estima con fiabilidad los puntos finales, los estudios de limite de deteccion, la respuesta
del ensayo utilizando diversas concentraciones de analito tiene so6lo dos resultados:
detectados o no detectados. Cada concentracion ensayada debe tener un minimo de tres
repeticiones, pero tamafios de muestra grandes (10 o mas repeticiones en cada
concentracion) (33). Para determinar el limite de deteccion, se utilizaron 5 diluciones
seriadas de cada ADN de las 6 cepas de referencia de Leishmania y se sometieron a
PCR convencional, PCR en tiempo real y LAMP con cada uno de los cuatro marcadores
moleculares. En este ensayo se realizaron 8 réplicas por dilucién y se repitid el proceso

durante 5 dias en las mismas condiciones.

5.10.2.3 Precision

Para determinar la precision de las técnicas, se utilizé una diluciéon por encima y una por
debajo del LoD de cada ADN de las 6 cepas de referencia de Leishmania y se
sometieron a cada uno de los cuatro marcadores moleculares. Este ensayo se realizé por

triplicado y se repitié el proceso durante 10 dias en las mismas condiciones.

5.10.2.4 Porcentaje de positividad
Se sometieron a diagnéstico molecular (PCR convencional, gPCR y LAMP con el

marcador molecular que obtenga el mejor desempefio analitico) raspados de 50 laminas
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coloreadas con Giemsa provenientes del laminario de coleccion del Grupo de
Parasitologia del Instituto Nacional de Salud, laminas obtenidas de muestras de
pacientes de un brote de leishmaniasis cutanea en el departamento de Tolima entre los
afios 2003 y 2004, todas las lamina fueron evaluadas por examen directo pero los
ensayos moleculares se realizaron en ciego. Se utiliz6 como controles positivos, laminas
coloreadas las cuales reportaron un diagnostico confirmado de Leishmania spp. L4minas
de pacientes con lesiones similares a leishmaniasis cutdnea pero con diagnostico
confirmado de otra entidad clinica fueron los controles negativos. Se evaluaron las
concordancias entre los resultados del examen directo y del diagnostico molecular
mediante la determinacion del indice Kappa y el porcentaje de positividad.

5.11 Ensayos moleculares

5.11.1 Marcadores moleculares

Para determinar el desempefio analitico de la PCR convencional y PCR en tiempo real
gPCR, se utilizaron cuatro marcadores moleculares reportados en la literatura (el gen que
codifica para la proteina de choque térmico HSP-70, la region ITS-1, la regién
hipervariable del ADN del quinetoplasto (ADNK) y la subunidad pequefia de ARN
ribosomal 18S). A estos marcadores se realizé un ensayo in silico para verificar cada una
de las secuencias, se observé que no presento hit con ADN humano ni con ningun
microorganismo de diagnostico diferencial. Las secuencias de los marcadores

moleculares se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Secuencias de los marcadores moleculares utilizados en la PCR convencional y gqPCR

Cebadores Secuencia T:nr?&?é)écri]e Referencia
HSP70 Forward AGGTGAAGGCGACGAACG
HSP70 Reverse CGCTTGTCCATCTTTGCGTC 337 pb (103)
ITS — LITSR CTGGATCATTTTCCGATG
ITS - L5.8S TGATACCACTTATCGCACTT 300 — 350 pb (72)

(GIC) (GIC) (CIG) CC (AIC) CTAT

ADNK Forward (AIT) TTA CAC CCA ACC CC 120 pb (104)
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ADNk Reverse GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA

18S - R223 TCCCATCGCAACCTCGGTT

18S - R333 AAAGCGGGCGCGGTGCTG 350 pb (105)

5.11.2 Amplificacion de ADN por PCR convencional

La amplificacién de los cuatro marcadores fue realizada de forma independiente (una
master mix para cada blanco) utilizando la enzima Taq Platinum ® ADN polimerasa

(Invitrogen ® Ref. 10966-018) en un volumen final de 15 pL (Tabla 5).

Tabla 5. Condiciones de la Master mix con Taq Platinum® ADN Polimerasa

Reactivos para mezcla Volumen por tubo

HSP-70, ITS-1, ADNk y [ 1 Inicial []1Final L
SSU rRNA 185 (WL)
Buffer 10x 1x 1,2

MgCl2 50 mM 3,3 mM 0,375
Cebador forward 10 uM 0,6 uM 0,5
Cebador reverse 10 uM 0,6 uM 0,5

dNTPs 100 puM 25 uM 0,125

Taq 2U 1U 0,05

Agua NA 9,2
ADN 3

Volumen Final 15 uL

Se distribuyo 12 pyL de la master mix a tubos de PCR segln el nUmero de muestras a
analizar, luego se adiciono 3 pL de las muestra de ADN de las seis cepas de referencia
de Leishmania y de los ocho microorganismos de diagnéstico diferencial (para evaluar el
pardmetro de exclusividad) a cada una de las mezclas y 3 UL de ADN de una cepa de
referencia como control positivo y 3 uL de ADN negativo para leishmaniasis en cualquier
de sus tres manifestaciones clinicas como control negativo. Para el control de reactivos
no se adiciono ningn ADN. Luego se taparon los tubos de PCR y se realiz6 un spin en
una minicentrifuga de tubos de 0,2 mL. El perfil térmico utilizado para la amplificacion se

describe en las tablas 6y 7.
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Tabla 6. Perfil térmico de amplificacion con HSP70, ADNk y SSU sRNA 18S
Condiciones para HSP-70, | Temperatura Tiempo
ADNK y SSU sRNA 18S
1. Denaturacion inicial 95°C 5 min
2. Denaturacion 95°C 1 min
Anillamiento 60°C 1 min
Extension 72°C 1 min
(40 ciclos)
3. Extension final 72°C 10 min
12°C 0
Tabla 7. Perfil térmico de amplificacion con ITS-1
Condiciones para HSP-70, | Temperatura Tiempo
ADNk y SSU sRNA 18S
1. Denaturacion inicial 95°C 5 min
2. Denaturacion 95°C 1 min
Anillamiento 56°C 1 min
Extension 72°C 1 min
(40 ciclos)
3. Extension final 72°C 10 min
12°C 00
5.11.3 Electroforesis de los productos de PCR en geles de
agarosa

Una vez amplificados los productos de PCR convencional, se procedié a realizar la
electroforesis en geles de agarosa al 2% mas la adiciébn de Sybr Safe como tincién
(Anexo 3: preparacion de soluciones agarosa y TBE 5X). Para este procedimiento se
colocé el molde para realizar el gel con sus respectivos peines, se sirvié la agarosa al
2%, una vez polimerizada la agarosa se coloco en la camara de electroforesis y se cubrid
con TBE 1X, se sembraron cada uno de los productos de PCR, y se dej6 correr por 35

minutos a 120 voltios. Una vez transcurrido el tiempo se revelo en un transiluminador.
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5.11.4 Amplificacion de ADN por PCR en tiempo real gPCR

La amplificacion de los cuatro marcadores fue realizada de forma independiente (una

master mix para cada blanco) utilizando la master mix Fast SYBR® Green (Applied

Biosystems Ref. 4385370) como se muestra en la tabla 8.

Tabla 8 Condiciones de la master mix con SYBR® Green

Reactivos para mezcla
HSP-70, ITS-1, ADNk y

[ ] Inicial []Final

Volumen por tubo

SSU rRNA 18S (WL)
Fast SYBR Green 2X 1x 5,0
Cebador forward 10 uM 0,8 uM 0,6
Cebador reverse 10 uM 0,8 uM 0,6

Agua 3,8
ADN 2,0
Volumen Final 12 pL

Se distribuyo 10 pL de la master mix a la placa de gPCR segun el nimero de muestras a

analizar, luego se adiciono 2 uL de las muestra de ADN de las seis cepas de referencia

de Leishmania y de los ocho microorganismos de diagnéstico diferencial (para evaluar el

parametro de exclusividad) a cada una de las mezclas y 2 pL de ADN de una cepa de

referencia como control positivo y 2 uL de ADN negativo para leishmaniasis en cualquier

de sus tres manifestaciones clinicas como control negativo, para el control de reactivos

no se adiciono ningn ADN, luego se cubri6 la placa con un film y se llevé a la centrifuga

de placas a 2.500 rpm por dos minutos a 4°C. El perfil térmico utilizado para la

amplificacién en el equipo Real time PCR 7500 Fast de Applied Biosystems ® se

describe en la tabla 9.

Tabla 9. Perfil térmico de amplificacién en el equipo Real time PCR 7500 Fast de Applied

Biosystems
Condiciones para HSP-70, Temperatura Tiempo
ADNk y SSU sRNA 18S
Primer paso 50°C 2 min
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Segundo paso 95°C 10 min

Tercer paso 95°C 15 seg

Cuarto paso *60°C 1 min
40 ciclos

Disociacion de amplicon acoplada

Primer paso 95°C 15 seg
Segundo paso 60°C 1 min
Tercer paso 95°C 30 seg
Cuarto paso 60°C 15 seg

* Para el blanco genético ITS-1 la temperatura de anillamiento fue 56°C

5.11.5 Amplificacion de ADN mediante LAMP

Para la LAMP se utiliz6 el blanco genético SSU rARN 18S reportado en la literatura. Las

secuencias se describen en la tabla 10.

Tabla 10. Secuencias del marcador molecular SSU rRNA 18S utilizados en LAMP

Cebadores Secuencia Ref.

FIP:TACTGCCAGTGAAGGCATTGGTGGC
AACCATCGTCGTGAG

BIP: TGCGAAAGCCGGCTTGTTCCCATCA
CCAGCTGATAGGGC

F3: GGGTGTTCTCCACTCCAGA

B3: CCATGGCAGTCCACTACAC

SSU rRNA 18S (68)

Para dar cumplimiento con el objetivo especifico No. 3, se empled la herramienta de
disefio comun para alineamientos multiples con el programa en linea PrimerExplorer
Version 4 (Eiken Chemical Co. Ltd. http://primerexplorer.jp/e/ version 4) para encontrar el
0 los mejores conjuntos de cebadores LAMP dirigidos a las secuencias consenso del
ADNK, ITS y HSP70.

Se realiz6 el alineamiento de las secuencias de ADN en formato Fasta obtenidas del
Genbank (Tabla 11) para los marcadores moleculares ADNK, ITS y HSP70 de 6 especies

de Leishmania involucradas en el estudio.
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Tabla 11. NGmero de acceso al Genbank de las secuencias por marcador molecular

HSP70 ITS-1 ADNk
L. amazonensis L14605.1 DQ182536.1 | EU429383.1
L. braziliensis AF291716.1 FN398336.1 U19805.1
L. guyanensis EU599093.1 FN398330.1 | HQ878382.1
L. panamensis XM_010702330.1 | FJ948446.1 u19811.1
L. mexicana XM_003877072.1 | AB558246.1 Z11555.1
L. infantum XM_003392632.1 | AJ634371.1 235272.1

Para cada uno de los marcadores moleculares, se introdujo el alineamiento consenso al
software PrimerExplorer V4 y se eligié la opcion Common. El disefio se realiz6 con los

siguientes parametros:

e Prueba por defecto, los cuales son seleccionados por el software de acuerdo al
porcentaje de Guanina/Citosina de la secuencia.

e Seleccion del conjunto de cebadores con la mejor energia libre de Gibbs
(estabilidad de extremos 5'3") y la menor capacidad de formacion de dimeros y
estructuras secundarias de acuerdo a los valores dados por el software.

e A partir de los conjuntos de cebadores emitidos, se inicio la basqueda de aquellos
gue no tuvieran hits con ADN humano empleando Blastn online contra una base

de datos no redundante y se realizé Blast con cada uno de los cebadores.

Para la estandarizacién de la técnica se utilizé el kit Loopamp DNA Amplification de Eiken

® (Ref. LMP205), el cual contiene: Tris— HCI 40 mM, KCI 20 mM, MgSO4 16 mM,
(NH4)2S04 20 mM, Tween 20 0.2 %, Betaina 1.6 M dNTPs 2.8 mM de cada uno. La

mezcla de la reaccion se describe en la tabla 12.

Tabla 12. Master mix con kit Loopamp amplification Kit EIKEN®

Reactivo Mezcla [ ] Inicial [ ] Final Vqume(r;Lp)or tubo
Reaction Mix (RM) 2X 1x 12,5
Cebador FIP 40 pMol 1,6 pMol 4
Cebador BIP 40 pMol 1,6 pMol 4
Cebador F3 15 pMol 0,6 pMol 0,75
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Cebador B3 15 pMol 0,6 pMol 0,75
Bst DNA Polimerasa 8u 1
Verde de malaquita 0,004% 1
ADN 2
Volumen final 25 uL

Se distribuyé 23 uL de cada una de las mezclas de LAMP a cada tubo de PCR LAMP
segun el nUmero de muestras a analizar, luego se adiciono 2 yL de las muestra de ADN
de las seis cepas de referencia de Leishmania y de los ocho microorganismos de
diagnéstico diferencial (para evaluar el parametro de exclusividad) a cada una de las
mezclas y 2 uL de ADN de una cepa de referencia como control positivo y 2 uL de ADN
negativo para leishmaniasis en cualquier de sus tres manifestaciones clinicas como
control negativo, para el control de reactivos no se adiciono ningin ADN, todas las
mezclas se mantuvieron en hielo durante su preparacion y posterior siembra de ADN.
Una vez terminada la siembra se taparon los tubos y se realiz6 un spin en una
minicentrifuga de tubos de 0,2 mL El perfil térmico utilizado para la amplificacion se
describe en la tabla 13.

Tabla 13. Perfil térmico de amplificacién con HSP70, ADNK, ITS-1 y SSU sRNA 18S

Condiciones para HSP-70, ADNk | Tempe Tiempo
ITS-1y SSU sRNA 18S ratura
1. Amplificacion 63°C 60 min
2. Inactivacién de la enzima 80°C 5 min

Los resultados se interpretaron por el cambio de color (Figura 29) y se comproboé la
amplificacibn mediante electroforesis para observar el bandeo de amplificacion de cada

uno de los loops o bucles formados en la reaccion.
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Figura 29. Cambio de color en amplificacion por LAMP.
Paso de color azul intenso a azul claro para las muestras positivas e incoloras para muestras
negativas. Fuente: autor.

5.12 Andlisis de resultados

Se realiz6 un estudio de consistencia de pruebas diagnésticas al comparar la variabilidad
obtenida entre los resultados de la PCR convencional, PCR en tiempo real y LAMP con

cada uno de los marcadores moleculares utilizados.

5.12.1 Determinacion de repetibilidad.

Todos los ensayos de PCR convencional, gPCR y LAMP se realizaron con una serie de
réplicas intraobservador dependiendo del parametro a evaluar cobmo se describe en la
metodologia. Una vez obtenido los resultados se determind un andlisis dependiendo del
parametro a evaluar y del tipo de técnica (datos cualitativos o cuantitativos) cémo se

describe a continuacion.

5.12.2 Rango Reportable Anticipado (RRA)

Mediante siete diluciones seriadas se determiné el rango reportable anticipado para cada
una de las tres técnicas moleculares, una vez obtenidos los resultados de las réplicas se
realizo tablas consenso de los resultados para el caso de PCR convencional y LAMP y
andlisis de regresion logistica en gPCR para determinar la pendiente de la recta (Slope)
como una medida de la eficiencia de la reaccion y el coeficiente de correlacion (R?), las

gréficas se realizaron mediante el uso del programa GraphPad Prism 7.
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5.12.3 Determinacion del Limite de deteccion (LoD)

Mediante cinco diluciones seriadas se determinoé la dilucion mas baja a la cual la técnica
es capaz de detectar el producto de amplificacién de interés. Para la PCR convencional
se determind con la observacion directa en geles de agarosa del fragmento de interés a
la minima dilucién y elaboracion de tablas consenso de resultados; para la gPCR se
determiné el valor del ciclo umbral (Ct) a la minima dilucibn mediante analisis de
regresion Probit y en el caso de LAMP mediante la observacién directa de cambio de
color a la minima dilucién. Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) con medidas
repetidas con el programa estadistico Epidat 3.1, todos los datos se manejaron a un nivel

de confianza al 95%.

5.12.4 Precision

Para determinar la precisién en las tres técnicas moleculares, se establecié la media, la

desviacion estandar y el coeficiente de variacion.



6 Resultados

Para dar cumplimiento al objetivo No. 1 y 2 (Determinar la Inclusividad, exclusividad el
Rango Reportable Anticipado, limite de deteccion, repetibilidad y precision de la PCR
convencional y qPCR) se obtuvieron los siguientes resultados:

6.1 Inclusividad para PCR convencional y gPCR

A partir de los ADNs de las 6 cepas de Leishmania se realiz6 PCR convencional y gPCR
con los cuatro marcadores moleculares, se observa la obtencion de bandas en los
tamafos esperados (Fig. 30) y emision de fluorescencia (Figura 31) en todas las
muestras, se puede concluir que la técnica es inclusiva al amplificar todos los ADNs en
ambas plataformas.

®,.337 pb

120 pb <

350 pb<=- =350 pb

Figura 30. Inclusividad PCR convencional
A: KDNA; B: HSP 70; C: ITS — 1; D: 18 S. PM: 100 pb; 1: Le. amazonensis; 2: Le. braziliensis; 3:
Le. guyanensis; 4: Le. panamesis; 5: Le. mexicana; 6: Le. infantum; 7: Control negativo
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Figura 31. Inclusividad para qPCR.

gPCR de los ADNs de las 6 cepas de referencia de Leishmania para los 4 marcadores
moleculares A: kKDNA; B: HSP 70; C: ITS-1; D: 18 S

6.2 Exclusividad de la PCR convencional y gPCR

A partir de los ADNs de los 8 microorganismos de diagnéstico diferencial (T. cruzi, T.

rangeli, S. aureus, S. pyogenes, H. capsulatum, M. tuberculosis, S. schenckii y F.

pedrosoi) se realizO0 PCR convencional y qPCR con los cuatro marcadores

moleculares, se observa que para el marcador molecular ADNk, la técnica no es

exclusiva en ambas plataformas para la amplificacion de Leishmania, pues se
observa banda a 120 pb (Figura 32) y emision de fluorescencia (Figura 33)

correspondiente a los ADNs de T. cruzi y M. tuberculosis.
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Figura 32. Exclusividad PCR convencional.
A: ADNK; B: HSP 70; C: ITS —I; D: 18 S. PM: 100 pb; 1: T. cruzi; 2: T. rangeli; 3: S. aureus; 4: S.
pyogenes; 5: H. capsulatum; 6: M tuberculosis; 7: S schenckii; 8: F pedrosoi; C+: Control positivo
(L. amazonenis); CN: Control negativo
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Figura 33. Exclusividad de PCR en tiempo real.
gPCR de los ADNs de los 8 microorganismos de diagnostico diferencial para los 4 marcadores
moleculares A: kDNA; B: HSP 70; C: ITS—1; D: 18 S
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6.3 Rango Reportable Anticipado

Se realizé PCR convencional y qPCR con los cuatro marcadores moleculares en un
rango de diluciones seriadas entre 1x10* y 1 x 102 parasitos/mL de cada una de las 6
cepas de referencia de Leishmania, los ensayos moleculares se realizaron por triplicado

en un solo dia en cada plataforma.

6.3.1 Rango reportable anticipado en PCR convencional

A todas las diluciones de los ADNs se les realizo PCR convencional para determinar el
intervalo de concentraciones a la cual se puede observar la obtenciéon de banda visible

en cada marcador molecular (Figuras 34 — 37).

PM1 2 34 58 6 8 1 2:304.05: 65718 123 45 6738
Le. amazonensis Le. braziliensis Le. guyanensis

PM1 23 45 67 8 18283 A K 6T RS 1.2 354576 -8

Le. panamensis Le. mexicana Le. infantum

- o lfigura 34. Gel rang() repdrtaiblé anticipadb para el marcador ADNK.
Diluciones seriadas 1: 104, 2: 103, 3: 102, 4: 10%; 5: 109; 6: 101, 7: 102, 8: CN; PM: peso molecular.
Tamafio de banda esperado: 120 pb.
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2034 EhE ST 1 2223 4. 5. NG 8 17213, 4. 5965188
Le. amazonensis Le. braziliensis Le. quyanensis

2 B3 A SRS SR S 7 Gl B T L P e S S

Le. panamensis Le. mexicaha Le. infantum

Figura 35. Gel rango reportable anticipado para el marcador HSP70.
Diluciones seriadas 1: 104 2: 103, 3: 102, 4: 10%; 5: 10°; 6: 101, 7: 102, 8: CN; PM: peso molecular.
Tamafio de banda esperado: 337 pb.

BMiA 20 3 s S Tn B S 3 4 0 G G B S ST S 3 S B G s B PN

Le. amazonensis Le. braziliensis Le. guyanensis

PM1 2 34 56 7 8 1 2 3:4:5 6 & 8 1:23 45 6 @3 PM

Le. panamensis Le. mexicana Le. infantum

Figura 36. Gel rango reportable anticipado para el marcador ITS.
Diluciones seriadas 1: 104 2: 103, 3: 102, 4: 10%; 5: 10°; 6: 101, 7: 102, 8: CN; PM: peso molecular.
Tamafio de banda esperado: 350 pb.
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PM12 3 4 56 7 8 12 3 456 78 1 23456 738 PM

Le. amazonensis Le. braziliensis Le. guyanensis

2 3 456 7 8 12 3 45 6 7 8 23 AN GG PM
Le. panamensis Le. mexicana Le. infantum

Figura 37. Gel rango reportable anticipado para el marcador 18S.
Diluciones seriadas 1: 104, 2: 103, 3: 102, 4: 10%; 5: 109; 6: 101, 7: 102, 8: CN; PM: peso molecular.
Tamafio de banda esperado: 350 pb.

Una vez obtenido todos los resultados de las tres replicas con los cuatro marcadores
moleculares y las 7 diluciones seriadas se tabularon los datos en una base en Microsoft
Excel digitando uno (1) cuando la banda de amplificacion en el tamafio esperado se pudo
obtener y cero (0) cuando hubo ausencia de amplificacion, luego se realiz6 un consenso

entre las réplicas y dias y se realizé la tabla 14.

Tabla 14. Consenso Rango Reportable Anticipado para PCR convencional

Cepas Marcador | 10*

L. amazonensis

L. braziliensis

— | (| | ||| —
— e e | e e e e
—_— e e e e e e
P I N
OO0 |O|O|O0O |0 |O

OO |0 Il O |O |O
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L. guyanensis

L.panamensis

L. mexicana

L.infantum

OIC|IOCOEAO [ C|IOCOIEGO OO Kl O |O |O
O|Oo|Oo|Oo|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O

1= obtencién de banda 0= no banda

Una vez analizados los datos se puede concluir que el rango reportable anticipado mas
amplio se obtiene con el marcador ADNk obteniendo amplificacion hasta la dilucién 1x10
! para todas las especies de Leishmania, para los marcadores ITS y 18S el rango se
reporta desde las diluciones 1x10* hasta 1x10° y finalmente para el marcador HSP70 se

reporta un rango bajo de amplificaciéon (1 x10%).

6.3.2 Rango Reportable Anticipado en gPCR

A todas las diluciones de los ADNs se les realizo gPCR para determinar el intervalo de
concentraciones a la cual se puede observar la emision de fluorescencia en cada
marcador molecular. Una vez obtenidos los resultados, se realizaron analisis de
regresion lineal para cada marcador molecular con sus respectivas especies de

Leishmania.
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ADNk
401 )
35 - [|. amazonensis
= 30- L.braziliensis
2 .
5 251 —— L. guyanensis
£ 20- L. panamensis
3 154 —— L. mexicana
©
o 104 —— L. infantum
5-
D 1 1 1 1 1 1 T
102 10" 10° 10' 10 10° 10*
Parasitos/mL
Figura 38. Rango Reportable Anticipado para ADNk
Tabla 15. Rango reportable anticipado para ADNk
; Intercepto -
Cepa |3[<|ecr:1%|5e(;t]e con eje Y ngl;lrcglzrc]:tig:e Ecuacién
0 [IC 95%)]

L. amazonensis [-3,28 a -2,71] [25 a 27,5] 0,993 Y =-3*X + 26,2
L. braziliensis [-2,97 a-2,6] [25,4 a 27,1] 0,997 Y =-2,79*X + 26,2
L. guyanensis [-3,58 a -2,54] [25 a 29,6] 0,979 Y =-3,06*X + 27,3
L. panamensis [-3,56 a -2,8] [28,4 a 31,8] 0,989 Y =-3,18*X + 30,1

L. mexicana [-2,94 a -2,52] [25,4 a 27,3] 0,995 Y =-2,73*X + 26,3
L. infantum [-3,6 a -2,66] [29 a 33,2] 0,983 Y =-3,13*X + 31,1

y= ax+b donde a es la pendiente y b el intercepto.

Para el marcador ADNk se pudo observar que la amplificacion cubre todas las

diluciones del rango reportable anticipado a unos Ct muy tempranos (5 a 29

aproximadamente). No se observé variabilidad en el rango reportable entre las

especies de L. amazonensis, L. braziliensis, L. guyanensis y L. mexicana, a

diferencia de las especies L. panamensis y L. infantum donde la dilucién 1x10-

obtuvo un Ct mayor que las demas (Figura 38). En general la técnica presenta una

buena eficiencia y reproducibilidad entre replicas en todas las especies de
Leishmania (Tabla 15).
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HSP70
40- )
35 - . amazonensis
= 30- L.braziliensis
o -
= 25- —— L. guyanensis
-E 20- L. panamensis
3 154 —— . mexicana
©
O 10+ —— L. infantum
5_
D 1 1 1 1 1 1 1 1
102 10" 10° 10' 102 10°* 10*
Parasitos/mL
Figura 39. Rango Reportable Anticipado para HSP70
Tabla 16. Rango Reportable Anticipado para HSP70
. Intercepto con .
T | ey T Cteemese | ecuacion
[IC 95%)]

L. amazonensis [-4,13 a-2,97] [34,1 a 39,3] 0,98 Y =-3,55*X + 36,7
L. braziliensis [-3,38 a -2,49] [36,6 a 40,6] 0,983 Y =-2,93*X + 38,6
L. guyanensis [-3,93 a-3,11] [35,7 a 39,4] 0,99 Y =-3,52*X + 37,6
L. panamensis [-3,89 a -3,46] [41,4 a 43,3] 0,997 Y =-3,67*X + 42,3

L. mexicana [-3,78 a -3,02] [36,2 a 39,6] 0,991 Y =-3,4*X + 37,9
L. infantum [-3,69 a -2,73] [33,6 a 37,9] 0,983 Y =-3,21*X + 35,8

y= ax+b donde a es la pendiente y b el intercepto.

Para el marcador HSP70 se present6 mayor variabilidad del rango reportable entre

cepas como es el caso de L. panamensis donde el rango reportable se encontr6

entre un Ct de 40 a la dilucibn mas baja (1x10? parasitos/mL) (Figura 39), en

general la técnica presenta una buena eficiencia y reproducibilidad entre replicas en

todas las especies de Leishmania (Tabla 16).
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ITS-1
40- ;
35 —-— [. amazonhensis
Z 30- L.braziliensis
% 25- —— L_guyanensis
E 204 L. panamensis
3 15- —— [|. mexicana
Q
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Figura 40. Rango Reportable Anticipado para ITS-1
Tabla 17. Rango Reportable Anticipado para ITS-1
. Intercepto con .
Ty | mey | Cocteemiese | ouacian
[IC 95%)]

L. amazonensis [-4,86 a -3,92] [37,7 a41,9] 0,991 Y =-4,39*X + 39,8
L. braziliensis [-4,17 a -3,31] [40,7 a 44,5] 0,99 Y =-3,74*X + 42,6
L. guyanensis [-5,01 a -3,82] [41,9 a 47,2] 0,986 Y =-4,41*X + 44,6
L. panamensis [-4,05 a -3,08] [37,9 a 42,3] 0,986 Y =-3,57*X + 40,1

L. mexicana [-3,43 a-3,17] [38,4 a 39,6] 0,999 Y =-3,3*X + 39
L. infantum [-3,99 a -3,21] [38,5a42] 0,991 Y =-3,6*X + 40,2

y= ax+b donde a es la pendiente y b el intercepto.

Para el marcador ITS-1 se obtuvo un rango reportable donde a diluciones bajas los

valores de Ct se comportan de manera homogénea a excepciéon de L. amazonensis

(Figura 40). Se determina una buena reproducibilidad de la técnica con este

marcador pero una baja eficiencia en las especies de L. amazonensis y L.

guyanensis (Tabla 17).
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Figura 41. Rango Reportable Anticipado para 18S
Tabla 18. Rango Reportable Anticipado para 18S
. Intercepto con .
Ty | ey | Codenede | eouacion
[IC 95%)]

L. amazonensis [-4,6 a-3,33] 36,9a42,6 0,981 Y =-3,56*X + 39,8
L. braziliensis [-3,92 a-3,1] 38,9 a42,6 0,99 Y =-3,51*X + 40,8
L. guyanensis [-4,21 a -3] 35,2 a 40,6 0,979 Y =-3,61*X + 37,9
L. panamensis [-3,82 a-3,33] 39,7a41,9 0,996 Y =-3,57*X + 40,8

L. mexicana [-3,75 a -3,39] 38,3a39,9 0,998 Y =-3,67*X + 39,1
L. infantum [-3,6 a-2,93] 36,1 a39 0,992 Y =-3,26*X + 37,6

y= ax+b donde a es la pendiente y b el intercepto.

Para el marcador 18S se obtuvo un rango reportable anticipado muy homogéneo entre

todas las especies de Leishmania (Figura 41) en comparaciéon con ADNk, HSP70 e ITS.

Se pudo determinar una buena reproducibilidad y eficiencia de la técnica con este

marcador molecular (Tabla 18).

Cuando se realiz6 la comparacion entre cada especie de Leishmania y los cuatro

marcadores moleculares, se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en la

especie L. braziliensis con el ADNk al compararlo con HSP70, ITS y 18S (valor P: 0,028;

0,017 y 0,031 respectivamente); para L. mexicana se obtuvo diferencias significativas con

el ADNk al compararlo con el ITS (valor P: 0,03) (Anexo 4).
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6.4 Limite de deteccion

Se realizé PCR convencionales y gPCR con los cuatro marcadores moleculares en un
rango de 5 diluciones seriadas entre 1x10* y 1x10° parasitos/mL de cada una de las 6
cepas de referencia de Leishmania, los ensayos moleculares se realizaron con 8 réplicas

por dilucién durante 5 dias.

6.4.1 Limite de deteccion en PCR convencional

A todas las diluciones de los ADNSs se les realizo PCR convencional para determinar el
limite de deteccion en el cual se puede observar la obtencién de banda visible en cada

marcador molecular (Figura 42 — 45).

3 4

Le. amazonensis Le. braziliensis Le. quyanensis Le. amazonensis Le. braziliensis Le. quyanensis

. —— — —_—— — —

SS.PMPM123456 (5 SRS 0N v LA S
Le. panamensis Le. mexicana Le. infantum

Le. panamensis Le. mexicana Le. infantum

P———— ————

Figura 42. Limite de deteccion en PCR convencional para ADNk y HSP70
A: ADNk tamafio de banda 120 pb; B: HSP70 tamafio de banda 337 pb. Diluciones seriadas 1:
104 2: 108, 3: 102, 4: 10%; 5: 109; 6: CN; PM: peso molecular
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PM1 2 3 4 5 6 AL IR LG N R G AN 56| P12 8.3 41 556 1SS S58E L 7 i e i R g
Le. amazonensis Le. braziliensis Le. guyanensis Le. amazonensis Le. braziliensis Le. guyanensis

PM1 2 3 4 5 6 123 4 5.6 1 2.3 45 6|PM1 23 4 5 6 12 3. 4 5.6 10:2: 354 5
Le. panamensis Le. mexicana Le. infantum Le. mexicana Le. infantum

Figura 43. Limite de deteccion en PCR convencional para ITS-1y 18S.
A: ITS-1 tamafio de banda 350 pb; B: 18S tamafio de banda 350 pb. Diluciones seriadas 1: 10%; 2:
108, 3: 102, 4: 10%; 5: 109 6: CN; PM: peso molecular.

Una vez obtenido todos los resultados de las ocho replicas por diluciéon en los cuatro
marcadores moleculares se realiz6 el mismo tratamiento de datos que en el rango

reportable anticipado en PCR convencional y se elabord el consenso de la tabla 19.

Tabla 19. Consenso limite de deteccién para PCR convencional

o
o

Cepas Marcador|10*|10*|10% |10 |1

— )

L. mexicana

11
L. 1 1 I
amazonensis 1 11
1 11
1 11
L. braziliensis ! ! n
1 11
1 11
1 11
L. guyanensis L L n
1 11
1 11
1 11
L. 1 1 I
panamensis 1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1

— ) —

L.infantum
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HSP70
ITS

188
1= obtencién de banda 0= no banda

De acuerdo a los resultados obtenidos, se pudo determinar que el limite de deteccion

para los marcadores ADNK, ITS-1y 18 S fue hasta la diluciéon 1x10° parasitos/mL, para

el caso del marcador HSP70 el limite de deteccion fue de 1x10?! parasitos/mL para todas

las especies de Leishmania. Estos resultados son consistentes con el RRA descrito

anteriormente.

6.4.2 Limite de deteccion en gPCR

Para determinar este parametro, la diferencia entre las medias de Ct obtenidos de forma

independiente, fue comparada a tres niveles:

e Dia de realizacion de la prueba
e Concentracion del ADN molde utilizado

e Marcador molecular usado para el diagnéstico.

6.4.2.1 Dia de realizacion de la prueba.
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10,0
00
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L.amazonensis L. braziliensis L. guyanensis L. panamensis L. mexicana

EDial WDia2 mMDiR3 mMDiad ©Dias

Figura 44. Diferencia de medias para el marcador ADNk
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10_0

L. infantum
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Figura 45. Diferencia de medias para el marcador HSP70
ITS
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Figura 46. Diferencia de medias para el marcador ITS
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Figura 47. Diferencia de medias para el marcador 18S

Con los datos graficados (Figuras 44 — 47) se realizé una prueba de comparacion de
varianzas con un intervalo de confianza de 95%, se puede concluir que no se encontro
diferencias estadisticamente significativas entre los dias de realizacién de la prueba con
los 4 marcadores moleculares en las 5 diluciones seriadas. (Estadistico F: 1,1480; valor
P: 0,86)

6.4.2.2 Concentracion del ADN molde utilizado

En todos los casos se analiz6 primero la homogeneidad de varianzas y posteriormente se
aplicé las pruebas de comparacion de medias. En la grafica 48 se observa que las
pruebas de comparacion de medias permitieron identificar que la tendencia al aumento
de Ct, es dependiente del incremento de la dilucion, mostrando una diferencia

significativa para todas las diluciones y en todos los marcadores (valor P < 0,05).
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Figura 48. Comparacion de Ct de cada dilucion por cada marcador molecular.
* significancia estadistica.

6.4.2.3 Marcador molecular usado para el diagnéstico.

Se analizé la homogeneidad de varianzas y posteriormente se aplicé las pruebas de

comparacion de medias. En la figura 49 se observa que al comparar las medias de Ct de

cada marcador molecular empleado en cada dilucién evaluada, se encontré que la

mayoria tienen un comportamiento diferente (diferencias estadisticamente significativas

valor P < 0,05), excepto los que se marcan en las figuras, en donde las medias no

mostraron esa diferencia.
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6.4.3 Analisis de regresion Probit para determinar el limite de

Para determinar el limite de deteccién de la plataforma qPCR, se realizé un analisis de

deteccion.

regresion Probit y con los datos obtenidos se construyo la tabla 20.

Tabla 20. Limite de deteccién determinada por analisis de regresion Probit.

Marcador Cepa Dias re[')\ll?éas LoD Parasitos/mL gtgrcepﬁ)ccgsn%\); F p
Le. amazonensis 5 8 -1,83 1x10? 26,3 [24,8 - 27,9] 422  0,00025
Le. braziliensis 5 8 -1,85 1x107? 26,4 [25 - 27,7] 449,5 0,00022
ADNk Le. guyanensis 5 8 -1,86 1x107? 27,2 25,2 - 29,1] 277,2 0,0004
Le. panamensis 5 8 -1,94 1x10? 27,2 [25,5 - 28,6] 342,7 0,0002
Le. mexicana 5 8 -1,83 1x107? 26,7 [25,3-28,1] 393,7 0,00027
Le. infantum 5 8 -1,79 1x107? 27,3 [25,9 - 28,7] 223,7 0,0001
Le. amazonensis 5 8 -0,89 1x10? 30,4[29,5-31,3] 789,2 0,00009
Le. braziliensis 5 8 -0,96 1x10? 31,3[30,4-32,2] 649,4 0,00006
HSP70 Le. guyanensis 5 8 -0,98 1x10? 30,8 29,9 - 31,7] 724,5 0,00006
Le. panamensis 5 8 0,89 1x10? 29,8[28,9-30,7] 764,4 0,00007
Le. mexicana 5 8 -1,0 1x101 30,2[29,3-31,1] 689,3 0,00007
Le. infantum 5 8 -0,97 1x10? 30,4 [29,5-31,3] 783,3 0,00008
Le. amazonensis 5 8 -0,87 1x10? 35,4 [34 - 37,1] 567,4 0,00008
Le. braziliensis 5 8 -0,89 1x10? 34,6 [33,2 - 36,3] 474,6  0,0002
TS Le. guyanensis 5 8 -1,0 1x10? 34,4 [33 - 36,1] 510,12 0,0002
Le. panamensis 5 8 -0,96 1x10? 34,7 [33,3 - 36,4] 420,3 0,0004
Le. mexicana 5 8 -0,98 1x10? 34,5 [33,1 - 36,2] 484,6  0,0002
Le. infantum 5 8 -0,89 1x10? 34,2[32,8-35,9] 521,7 0,0004
Le. amazonensis 5 8 -1,74 1x107? 35,8 [34,2 - 37,2] 363,3 0,0003
Le. braziliensis 5 8 -1,87 1x107? 35,6 [34,2 - 37] 314,3 0,0003
18S Le. guyanensis 5 8 -1,95 1x107? 34,9 [33,2 - 36,6] 354 0,0003
Le. panamensis 5 8 -1,78 1x107? 36 [34,2 - 37,7] 323,7 0,0003
Le. mexicana 5 8 -1,84 1x107? 35,7 [33 - 36,4] 413,5 0,0003
Le. infantum 5 8 -1,87 1x107? 35,8 [34,1 - 37,5] 392,4 0,0003

F: Estadistico F

p: Valor P




Se determiné que el limite de deteccion para los marcadores moleculares ADNk y 18S en
PCR en tiempo real es de 1x10-? parasitos/mL y para HSP70 e ITS es de 1x10-!
parasitos/mL.

6.5 Precisiéon

Para determinar la precision de las técnicas, se realiz6 PCR convencionales y gPCR con
los 4 marcadores moleculares con una dilucién por encima y una por debajo del LoD de
cada ADN de las 6 cepas de referencia por triplicado y durante 10 dias a las mismas

condiciones.

6.5.1 Precision PCR convencional.

Para el caso de la PCR convencional se realizé la misma metodologia utilizada en RRA'y

LoD para establecer los datos consenso y elaborar la tabla 21.

Tabla 21. Precisién de la PCR convencional para los cuatro marcadores moleculares

ADNk ITS-1 18S HSP70
10t | 10° | 10t | 10* | 20° | 10 | 10% | 20° | 10! | 102 | 10* | 10°
L. amazonensis 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 0
L. braziliensis 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0
L. guyanensis 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 0
L. panamensis 1 1 0 1 1 0 1 0 0 1 1 0
L. mexicana 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 0
L. infantum 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0

1= obtencién de banda 0= no banda
En la tabla se ubica el LoD en el centro de cada marcador molecular, a su izquierda se encuentra
la dilucién inferior y a la derecha una dilucion superior al LdD.

Una vez realizado el consenso de los resultados para cada uno de los marcadores
moleculares, se puede observar que la precision de la técnica PCR convencional durante
los 10 dias de andlisis es baja, no se obtuvieron datos homogéneos ni precisos segun lo
obtenido en el RRA y LoD, en algunos dias no se obtuvo amplificacion en el limite de

deteccion establecido anteriormente.



6.5.2 Precisién g PCR

Para el caso de la precision de la PCR en tiempo real se realizaron dos tablas (22 y 23) donde se compara la media, desviacion
estandar y precision de las 6 especie de Leishmania en cada uno de los cuatro marcadores moleculares, la justificacion por la cual
se realiza dos tablas es debido a la obtencion de diferentes limites de deteccion en los 4 marcadores.

Tabla 22. Precisién de la gPCR para HSP70 e ITS

. No. 102 (0,01 parasitos/mL) 101 (0,1) parasitos/mL 10° (1 parésitos/mL)

Marcador Cepa Dias - - - -
replicas  Media(Ct) DE CV% | Media(Ct) DE CV% | Media(Ct) DE CV%
L. amazonensis 10 3 33,32 1,76 5,29 29,87 0,95 3,19 27,45 0,37 1,34
L. braziliensis 10 3 33,29 1,60 4,82 30,09 0,74 2,44 27,56 0,47 1,69
HSP70 L. guyanensis 10 3 31,88 1,79 5,60 29,92 101 3,36 27,5 0,52 1,88
L. panamensis 10 3 31,75 266 8,37 30,26 0,86 2,83 27,59 0,43 1,55
L. mexicana 10 3 33,99 1,46 4,29 30,38 0,68 2,24 28,05 0,48 1,71
L. infantum 10 3 34,29 2,19 6,39 30,03 0,63 2,10 27,43 0,45 1,66
L. amazonensis 10 3 36,76 0,84 2,30 34 0,37 1,07 30,14 0,37 1,24
L. braziliensis 10 3 36,56 0,80 2,19 34,22 0,39 1,15 30,07 0,33 1,09
TS L. guyanensis 10 3 37,58 0,85 2,26 34,43 0,39 1,13 30,14 0,35 1,17
L. panamensis 10 3 37,14 0,79 2,13 33,93 041 1,21 30,03 0,47 1,57
L. mexicana 10 3 37,55 0,65 1,74 34,48 0,39 1,14 30,21 0,44 1,46
L. infantum 10 3 36,77 0,75 2,03 34,38 0,43 1,26 29,98 0,36 1,21

DE: Desviacion estandar CV: Coeficiente de variacion

En la tabla se ubica el LoD en el centro de cada marcador molecular, a su izquierda se encuentra la dilucién inferior y a la derecha una dilucién
superior al LoD.



En la tabla 22 se puede observar que a diluciones muy bajas el coeficiente de variacion entre replicas aumenta y para el caso del
marcador HSP70 las variaciones no son homogéneas.
Tabla 23. Precision de la gPCR para ADNk y 18 S

Marcador Cepa Dias No. 102 (0,001 parasitos/mL) 102 (0,01) parasitos/mL 10 (0,1 parasitos/mL) |
replicas Media (Ct) DE CV% Media (Ct) DE CV% Media (Ct) DE CV%
L. amazonensis 10 3 29,57 0,34 1,14 23,83 0,24 0,99 20,3 0,22 1,07
L. braziliensis 10 3 29,85 0,31 1,04 24,52 0,11 0,46 19,46 0,20 1,00
ADNk L. guyanensis 10 3 30,1 0,37 1,24 24,67 0,34 1,39 19,44 0,26 1,32
L. panamensis 10 3 29,99 0,45 1,49 24,54 0,26 1,09 20,18 0,21 1,05
L. mexicana 10 3 30,41 0,40 1,33 24,09 0,30 1,24 20,21 0,22 1,11
L. infantum 10 3 29,99 0,40 1,35 24,09 0,31 1,27 19,99 0,21 1,06
L. amazonensis 10 3 39,03 0,63 161 34,91 0,45 1,30 31,51 0,43 1,35
L. braziliensis 10 3 38,74 0,56 1,44 35,03 0,37 1,05 31,27 0,39 1,24
18'S L. guyanensis 10 3 38,89 0,78 2,01 34,83 0,46 1,33 31,25 0,58 1,84
L. panamensis 10 3 39,06 0,49 124 35,72 0,41 1,17 31,44 0,45 1,44
L. mexicana 10 3 38,67 0,81 2,10 34,77 0,61 1,76 31,32 0,40 1,28
L. infantum 10 3 39,62 0,76 1,92 34,75 0,47 1,36 31,53 0,48 1,51
DE: Desviacion estandar CV: Coeficiente de variacion

En la tabla se ubica el LoD en el centro de cada marcador molecular, a su izquierda se encuentra la dilucion inferior y a la derecha una dilucién
superior al LoD.

En la tabla 23 se puede observar que los resultados que se obtienen son muy homogéneos (Coeficiente de variacién cercano a 1) lo
cual se puede inferir que al utilizar los marcadores ADNK y 18S no se obtendra demasiada variacion de los resultados independiente

del dia que se realice la prueba (técnica reproducible).



6.6 Amplificacion Isotérmica mediada por Loop.

Para evaluar el desempefio analitico de la LAMP se realiz6 el disefio de cebadores
LAMP para los marcadores HSP70 e ITS que a la fecha del disefio no se
encontraron reporte en la literatura, para el marcador ADNK existen reportes de

cebadores LAMP pero solo para leishmaniasis visceral.

6.6.1 Disefio de cebadores para los blancos moleculares ADNK,
HSP70 e ITS-1

El disefio de cebadores de LAMP se describié en la metodologia, una vez obtenida
la secuencia consenso se eligieron los siguientes cebadores LAMP para cada
marcador molecular (tablas 24-26 y figuras 50-52).

Tabla 24. Cebador LAMP HSP70 seleccionados en el software Primer Explorer

Label 5'pos 3pos len Tm 5 AG 3 AG GCrate Sequence
F3 384 399 16 61.08 -7.36 -5.08 0.69 CGACGCAGGCGACGAT
B3 552 567 16 60.79 -6.45  -6.33 0.69 CCCACCAGCACCACGT
FIP 38 ACAGCTCCTCGAAGCGCGC-GAGATCGACGCGCTGTTCG
BIP 38 CCTGTTCCGCAGCACGATTCA-ACGGAGCGCTTGTCCAT
F2 401 419 19 6265 -410 -535 0.63 GAGATCGACGCGCTGTTCG
Flc 452 470 19 6720 -563  -8.67 0.68 ACAGCTCCTCGAAGCGCGC
B2 530 546 17 60.59 -6.02  -4.90 0.59 ACGGAGCGCTTGTCCAT
Blc 478 498 21 6511 -5.00  -3.92 0.57 CCTGTTCCGCAGCACGATTCA
Tm: Temperatura melting Len: Longitud

El color en la secuencia de los cebadores muestra la localizacion de los mismos en la
secuencia consenso

1 CGACTCGCAG CGCCAGGCAA CGAAGGACGC CGGCACGATT TCTGGGLTGG AGGTGTTGCG CATCATCAAC GAGCCGACGG CGGCGGCCAT CGCGTACGGC CTGGACAAGG GCGACGACGG CAAGGAGLGC
AACGTGCTGA TCTTCGACCT TGGCOGGLGGC ACGTTCGATG TGACGCTGCT GACCATCGAC GGCGGCATCT TCGAGGTGAA GGCGACGAAC GGCGACACGC ACCTTGGCGG  CGAGGACTTC GACAACCGCC
TCGTCACGTT CTTCACCGAG GAGTTCAAGC GCAAGAACAA GGGCAAGAAC CTGGCGTCGA GCCACCGCTC GCTGCGCCGT CTGCGCACGG CGTGCGAGCG CGCCAAGCGT ACGCTGTCGT CCGCGACGCA
GGCGACGATC GAGATCGACG CGCTGTTCGA TAACGTTGAC TTCCAGGCCA CCATCACGCG CGCGCGCTTC GAGGAGCTGT GCGGOGACCT GTTCCGCAGC ACGATTCAGC CGGTGGAGCG CGTGCTGCAG
GACGCAAAGA TGGACAAGCG CTCCGTGCAC GACGTGGTGC TGGTGGGLGG GTCCACGCGC ATCCCGAAGG TGCAGTCCCT CGTGTCGGAC TTCTTCGGLG GCAAGGAGLT GAACAAGAGC ATCAACCCCG
ACGAGGCTGT CGCGTACGGE GCTGCGGTEC AGGCCTTCAT CCTGACGGGC GGLAAGAGCA AGCAGACGGA GGGCCTGCTG CTGCTGGACG TAACGCCGCT GACGCTGGGC ATCGAGACGG CCGGCGGCGT
GATGACGGCG CTGATCAAGC GCAACACAAC GATCCCGACC AAGAAGAGCC AGATCTTCTC GACGTACGCG GACAACCAGC CCGGTGTGCA CATCCAGGTC TTCGAGGGCG AGCGCGCGAT GACGAAGGAC
TGCCACCTGC TGGGCACGTT CGACCTGTCC GGCATCCCGC CGGCGCCGCG CGGOGTGCCG CAGATCGAGG TGACGTTCGA CCTGGACGCA AACGGCATCC TGAACGTGTC CGCGGAGGAG AAGGGCACCG
GCAAGCGCAA CCAGATCACC ATCACCAACG ACAAGGGCCG GCTGAGCAAG GACGAGATCG AGCGCATGGET GAACGACGCA ATGAAGTACG AGGCGGACGA CAAGGCGCAG CGUGACCGLG TGGAGGCAAA
GAACGGTCTG AGAACTACG CGTACTCGAT GAAGAACACG CTCGGCGACT CGAACGTGTC CGGLAAGCTG GACGACACCG ACAAGTCGAC GCTGAACAAG GAGATCGATG CGGCGCTGGA GTGGLTGAGC
AGCAACCAGE AGGCGACGAA GEAGGAGTAT GAGCACAAGC AGAAGGAGLT GGAGAACGTA TGCAACCCGA TCATGACCAA 1380

HSP70
R . P2 . Flc

381 CCGCGACGCA GGUGACGATC GAGATCGACG CGCTGTTCBA TAACGTTGAC TTCCAGGCCA CCATCACGCG CGCGCGCTTC GAGGAGLTG! GOGGCGATCT 480
Blc B2 B3

481 GTTCCGOAGE ACGATTCAGC CGGTGGAGCE CGTGCTECAG GACGCAAAGR TEGACAAGCG CTCCGT6CAC GRYGTGGTGC TAGTGAGCGE GTCCACGCGE 580

Figura 50. Secuencia consenso para el gen HSP70 y localizacion de los cebadores LAMP
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Tabla 25. Cebador LAMP ITS seleccionados en el software Primer Explorer
Label 5'pos 3'pos len Tm 5AG 3AG GC rate Sequence
F3 32 49 18 56.87 -329 -6.98 0.50 AACATACAACTCCGGGGA
B3 238 255 18 5623 -575 -5.68 0.50 AAGCCAAGTCATCCATCG
FIP 43 GGCCTTTTTCTACTGTATGTTGTGT-TCTAGCAAGCCTTTCCCA
BIP 43 ATCGACGTTAACATATCGCGTATAC-ATGTGAGCCGTTATCCAC
F2 61 78 18 5722 -467 -5.37 0.50 TCTAGCAAGCCTTTCCCA
Flc 118 142 25 6147 -619 -472 0.40 GGCCTTTTTCTACTGTATGTTGTGT
B2 211 228 18 5590 -4.46 -4.90 0.50 ATGTGAGCCGTTATCCAC
Blc 144 168 25 60.62 -5.08 -2.53 0.40 ATCGACGTTAACATATCGCGTATAC
Tm: Temperatura melting Len: Longitud

El color en la secuencia de los cebadores muestra la localizacion de los mismos en la
secuencia consenso

ITS

1TCTGGATCAT TTTCCGATGA TTACACCAAA AAACATACAA CTCCGGGGAG GCTTGTGTTT TCTAGCAAGC CTTTCCCACA GATACGCAAT ACAATCTATA TATATATATG
TATATAGACA CAACATACAG TAGAAAAAGG CCGATCGACG TTAACATATC GCGTATACAA CAAAAAAGTT CGTTCTACGG CTTTTTTTIT GGCGGCGTGL GTGGATAACG
GCTCACATAA CGTGTCGCGA TGGATGACTT GGCTTCCTAT TTCGTTGAAG AACGCAGTAA AGTGCGATAA GTGGTATCAA 300

F3
30 AAACATACAA CTCCGGG@AG GCTTGTGTTT TCTAGCAAGC CTTTCCCACA GATACGCAAT ACAATCTATA TATATATATG TATATAGACA CAACATACAG130

231 CGTGTCGTGA TGGATGACTT GGCTTCCTAT 260

F2 Flc

Blc B2
GG (RGATCGACG TTAACATATC GCGTATACAA CAAAAARGTT CGTTCTACGG CTTTTTTTTT GGCGGCGTGC STGGATAACG GCTCACATAA 230
B3

Figura 51. Secuencia consenso para el gen ITS y localizacién de los cebadores LAMP

Tabla 26. Cebador LAMP ADNK seleccionados en el software Primer Explorer

Label 5'pos 3'pos len m 5'AG 3'AG GC rate Sequence

F3 27 46 20 55.01 -4.46 -4.01 0.40 CGAAAAATGAGTGCAGAAAC

B3 199 216 18 55.90 -3.83 -5.69 0.44 AAAACAAGACCCAACCGA

FIP 43 CACCAACCCCCAGTTGTGAC-GTTCATATTTTGGGCAAAAATCC
BIP 41 GGCTGCTCTGGAGGTTTGAT-ATCAACACAATCAAGACATCA
F2 50 72 23 56.85 -4.06 -4.01 0.35 GTTCATATTTTGGGCAAAAATCC

Flc 91 110 20 62.85 -5.17 -5.07 0.60 CACCAACCCCCAGTTGTGAC

B2 178 198 21 55.08 -4.06 -4.46 0.33 ATCAACACAATCAAGACATCA

Blc 123 142 20 61.86 -7.09 -3.57 0.55 GGCTGCTCTGGAGGTTTGAT

Tm: Temperatura melting Len: Longitud

El color en la secuencia de los cebadores muestra la localizacion de los mismos en la
secuencia consenso
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1 GCGTTCTGCGGATTGGCGARAAATGAGTGCAGAAACCCCGTTCATATTTTGGGCARAAATCCCGARATTICGGCTCGGACGGTCACAACTGGRGGETTGGETGTA
AARTAGGGGCGGCTGCTCTGGAGGTTTGATATTAAAGCTGTTCCGATGGCTTTGEGETGLGRGTITGATGTCTTGATTGTGTTGATTCGGTTGGGTCTTGTTITG
GGCACTTTGAGTTGTTTCGGATG 230

F3 F2 Fic
kECG'I'I'CTG CGGATTGGIGARRAATGAGTGUAGARALCCCGTTCATATTTTGGGCARAAATCCCGAAAT TCGGLTCGGACGETCACAACTGGGGETIGGTGTARA
Flc Blc B2 B3
ATAGGAGCGECTGCTCTGGAGATITGATATTAAAGLTGTTCCGATGECTTTGGGETGRGGGTTTGATETCTIGATTGTGT TGATICGGTTGGG (CTTGTITIGEG
B3
CACTTTGAGTTGTTTCGGATG

Figura 52. Secuencia consenso para el gen ADNKk y localizacion de los cebadores LAMP

6.6.2 Estandarizacion de la LAMP para el marcador 18S

Como se describié en la metodologia, los cebadores de LAMP ya estan reportados en la
literatura, se inicié la estandarizacién de la técnica para determinar la concentracion
Optima de los cebadores externos, para esto se realizaron ensayos a tres diferentes
concentraciones (10, 15 y 20 pMol). Una vez realizados los ensayos se determiné que la
mejor concentracion de trabajo es a 15 pMol, la mezcla de LAMP PCR se realizé con el
kit Loopamp de Eiken y para revelar los resultados se utiliz6 el Fluorescent Reagent
también proporcionado por Eiken ®, las condiciones de mezcla se describen en la tabla
27.

Tabla 27. Condiciones de la Master mix con Loopamp de Eiken ®

Reactivo Mezcla [ ] Inicial [] Final Vqume(EISor tubo
Reaction Mix (RM) 2X 1x 12,5
Cebador FIP 40 pMol 1,6 pMol 4
Cebador BIP 40 pMol 1,6 pMol 4
Cebador F3 15 pMol 0,6 pMol 0,75
Cebador B3 15 pMol 0,6 pMol 0,75
Bst DNA Polimerasa 8u 1
Fluorescent reagent 1
ADN 2
Volumen final 25 pL

Para determinar la temperatura optima de reaccion se realizé la estandarizacion de la
técnica a tres diferentes temperaturas (60, 63 y 65°C) y a tres tiempos diferentes (1 hora,
hora 15 minutos y hora 30 minutos) obteniendo mejores resultados a 63°C por 1 hora y

80°C por 5 min para la inactivacion de la enzima.
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Una vez realizada la amplificacion isotérmica se observé una fluorescencia en los tubos
gue contenian ADN de Leishmania (Figura 53) obteniendo hasta el momento resultados
positivos, pero para comprobar estos resultados es necesario realizar un corrido

electroforético para observar los amplicones de LAMP gue se forman en la reaccion.

e T

Figura 53. Estandarizacion de la técnica LAMP con reactivo fluorescente.
Izquierda: Fluorescencia emitida en LAMP Derecha: Corrido electroforético

En la figura 53 se puede observar la emisién de fluorescencia pero no se observo la
amplificaciéon en el gel. Después de realizar varios ensayos no se pudo obtener
resultados favorables con el uso del Fluorescent Reagent como método de revelado para
la LAMP.

Después de revisar la literatura se decidié utilizar Verde de malaquita como lo describe
Nzelu y colaboradores (68), aqui describen que las muestras positivas se tornaran de un
color azul oscuro a un azul turquesa, mientras que las muestras negativas no
presentaran ninguna coloracion. Las condiciones de mezcla se describieron previamente

en la metodologia.
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Figura 54. Estandarizacion de la técnica LAMP con verde de malaquita.
Izquierda: Presencia de color (Azul turquesa) en la muestra positiva en LAMP con verde de
malaquita. Derecha: Corrido electroforético.

Como se observa en la figura 54 al utilizar el verde de malaquita como método de
revelado de la LAMP se puede corroborar con la deteccion de los amplicones de LAMP
en el gel.

6.6.3 Estandarizacion de la LAMP para los marcadores HSP70,
ADNK e ITS-1.

Utilizando como referencia las condiciones de mezcla del marcador molecular 18S se

iniciaron los ensayos de estandarizacion para los tres marcadores moleculares. Se

obtuvo resultados de amplificaciéon para HSP70, pero no se logré obtener resultados

favorables para ADNk e ITS-1.

.| '. ‘.l 'il 'l '.I
i !
| | ! | l !

Figura 55. Estandarizacion de la técnica LAMP para ADNk e ITS-1
Izquierda: LAMP con los marcadores moleculares ADNk e ITS. Derecha: corrido electroforético.
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En la figura 55 se observa un color azul turquesa en los tubos de reaccion, pero no se

logro obtener un bandeo para comprobar dicha amplificacion.

Para comprobar que el disefio de los cebadores fue el adecuado, se decidid realizar una
PCR convencional con solo los cebador externos (los cuales cubren toda la region de
amplificacion figuras 51 y 52) utilizando como molde ADN de L. panamensis para

observar la presencia de banda.

Figura 56. PCR convencional con cebadores externos.
1: cebador para ADNK; 2: cebador para ITS; PM: peso molecular. Tamafio de banda esperado:
250 pb aprox.

En la figura se observa la obtencién de banda para los dos marcadores, posteriormente
se envid6 a secuenciar, una vez editada la secuencia se realizd6 un Blast
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov) y dio como resultado Le. panamensis, lo anterior se puede
inferir que posiblemente el problema se encuentra en el disefio de los cebadores internos
(FIP y BIP).

6.6.4 Rango reportable Anticipado

Se realiz6 LAMP con los marcadores moleculares HSP70 y 18S en un rango de
diluciones seriadas entre 1x10%y 1x102 parasitos/mL de cada una de las 6 especies de
Leishmania (Figuras 57 y 58), los ensayos moleculares se efectuaron por triplicado en un

solo dia.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 57. Rango reportable anticipado para el marcador 18S
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Figura 58. Rango reportable anticipado para el marcador HSP70

Una vez obtenido todos los resultados de las tres replicas con las 7 diluciones seriadas
se realiz6 la tabla consenso de resultados (Tabla 28) siguiendo la misma metodologia

propuesta para el RRA de PCR convencional.
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Tabla 28. Rango Reportable Anticipado para LAMP con HSP70y 18S

Cepas Marcador | 10*
. 188
L. amazonensis
HSP70
L. braziliensis 185
HSP70
L. guyanensis 185
- 9vy HSP70
) 18S
L.panamensis
HSP70
. 18S
L. mexicana
HSP70
L.infantum 185
HSP70

1
>
o
o
[
>
o
<8}

1= obtencién de banda 0

Una vez analizado los datos se puede concluir que el rango reportable anticipado mas
amplio se obtiene con el marcador 18S obteniendo amplificacion hasta la dilucién 1x102
para todas las especies de Leishmania, para el marcador HSP70 el rango se reporta
desde las diluciones 1x10* hasta 1x10.

6.6.5 Inclusividad

A partir de los ADN de las 6 cepas de Leishmania se realiz6 LAMP con los dos
marcadores, se puede concluir que la técnica es inclusiva al amplificar todos los ADN de

interés para la estandarizacion de la técnica (Figura 59).



86 Evaluacién del desempefio analitico del diagnostico molecular de leishmaniasis

cutanea

1 2 3 4 5 6

o o] < | .

(e

Figura 59. Inclusividad de la LAMP.
1: L. amazonensis, 2: L. braziliensis; 3: L. guyanensis; 4: L. panamensis; 5: L. mexicana; 6: L.
infantum. Arriba: 18S; Abajo: HSP70.

6.6.6 Exclusividad

A partir de los ADN de los 8 microorganismos de diagnéstico diferencial se realiz6 LAMP
con los dos marcadores (Figuras 60 y 61) se observa que para el marcador molecular
HSP70, la técnica no es exclusiva para la amplificacion de Leishmania (Figura 60), pues
se observa un color azul turquesa correspondiente a ADN de T. cruzi y S. schenckii.

Exclusividad
goiE2:1:3: | 4. 5

Figura 60. Exclusividad de la LAMP con el marcador HSP70.
PM: 100 bp; 1: T. cruzi; 2: T. rangeli; 3: S. aureus; 4: S. pyogenes; 5: H. capsulatum; 6: M
tuberculosis; 7: S schenckii; 8: F pedrosoi.
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Exclusividad
L [ ) (R ) e 4 1

Figura 61. Exclusividad de la LAMP con el marcador 18 S.
PM: 100 bp; 1: T. cruzi; 2: T. rangeli; 3: S. aureus; 4: S. pyogenes; 5: H. capsulatum; 6: M
tuberculosis; 7: S schenckii; 8: F pedrosoi.

6.6.7 Limite de deteccion.

Se realiz6 LAMP con los dos marcadores moleculares (Figuras 62 y 63) en un rango de
diluciones seriadas entre 1x10? y 1x10? parasitos/mL de cada una de las 6 cepas de
referencia de Leishmania, los ensayos moleculares se realizaron con 8 réplicas por
dilucion por 5 dias.

L. amazonensis 18S
2 1 0] -1] -2 ]CN

J |\ |w|WwiWwlY

Figura 62. Limite de deteccion de 18S en LAMP
Izquierda: limite de deteccién con el marcador 18S para LAMP. Derecha: corrido electroforético,
observe los amplicones de LAMP.
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L. braziliensis

1 0 -1

Figura 63. Limite de deteccion de HSP70 en LAMP
Izquierda: limite de deteccién con el marcador HSP70 para LAMP, notese la diferencia de color al
comparar con el marcador 18S. Derecha: corrido electroforético, observe los amplicones de LAMP

no tan definidos.

Una vez obtenido todos los resultados de las ocho replicas por dilucién con las 5

diluciones seriadas de las cepas de referencia, con los dos marcadores moleculares por

5 dias se realizé la tabla consenso de resultados (Tabla 29).

Tabla 29. Limite de deteccién para LAMP

Cepas

Marcador | 102 | 10t [ 10° [ 10?1 | 102

L. amazonensis

18S
HSP70

L. brazilienses

18S
HSP70

L. guyanensis

18S
HSP70

L. panamensis

18S
HSP70

L. mexicana

18S
HSP70

L. infantum

18S
HSP70

De acuerdo a los resultados obtenidos, se pudo determinar que el limite de deteccién

para los marcadores 18 S fue hasta la dilucién 1x10? parasitos/mL, para el caso del

marcador HSP70 el limite de deteccién fue de 1x10-!' pardsitos/mL para todas las
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especies de Leishmania, estos resultados son consistentes con el RRA descrito

anteriormente.

6.6.8 Precision.

Para determinar la precisibn de la técnica, se realiz6 LAMP con los 2 marcadores
moleculares con una dilucién por encima y una por debajo del LoD de cada ADN de las 6

cepas de referencia por triplicado y durante 10 dias a las mismas condiciones (Tabla 30).

Tabla 30. Precisién de LAMP con los marcadores 18S y HSP70

18 S HSP70
10| 102 10%| 10°| 10| 102
Le. amazonensis 1 1 0 1 1 0
Le. braziliensis 1 1 0 1 1 0
Le. guyanensis 1 1 0 1 1 0
Le. panamensis 1 1 0 1 1 0
Le. mexicana 1 1 0 1 1 0
Le. infantum 1 1 0 1 1 0

1= presencia de color azul turquesa 0= ausencia de color
En la tabla se ubica el LoD en el centro de cada marcador molecular, a su izquierda se encuentra
la dilucién inferior y a la derecha una dilucion superior al LdD.

Una vez realizado el consenso de los resultados para cada uno de los marcadores
moleculares, se puede observar que la precision de la LAMP durante los 10 dias de

analisis es buena, no se obtuvieron variaciones con el trascurso de los dias.

6.7 Porcentaje de positividad.

Para dar cumplimiento al objetivo No. 4 (Evaluar el porcentaje de positividad de la PCR,
gPCR y LAMP para el diagndstico de leishmaniasis cutanea a partir de frotis directos) se
determin6 que el mejor desempefio analitico lo tuvo el marcador molecular 18S

ribosomal.

El ADN extraido de 50 frotis directos coloreados con Giemsa (Tabla 31), se sometieron a

PCR convencional gPCR y LAMP utilizando como blanco molecular el gen 18S, con los
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resultados obtenidos se evalud la concordancia de las técnicas mediante indice Kappa
(Tabla 32).

Tabla 31 Comparacion de resultados LAMP con el marcador 18S a partir de ADN de frotis

directos y fleb6tomos.

D Tipo de muestra Resultadq Resultado Ct _ Resultados
microscopia  qPCR (promedio) LAMP
1 Lamina Negativo Negativo ND Negativo
2 Lamina Positivo Positivo 29,92 Positivo
3 Lamina Positivo Positivo 29,2 Positivo
4 Lamina Positivo Positivo 30,89 Positivo
5 Lamina Negativo Negativo ND Negativo
6 Lamina Positivo Positivo 25,47 Positivo
7 Lamina Positivo Positivo 29,62 Positivo
8 Lamina Positivo Positivo 27,35 Positivo
9 Lamina Negativo Negativo ND Negativo
10 Lamina Positivo Positivo 29,4 Positivo
11 Lamina Positivo Positivo 29,14 Positivo
12 Lamina Negativo Negativo ND Negativo
13 Lamina Positivo Positivo 26,56 Positivo
14 Lamina Negativo Negativo ND Negativo
15 Lamina Negativo Negativo ND Negativo
16 Lamina Positivo Positivo 29,4 Positivo
17 Lamina Positivo Positivo 30,54 Positivo
18 Lamina Positivo Positivo 27,29 Positivo
19 Lamina Negativo Positivo 30,62 Positivo
20 Lamina Positivo Positivo 30,03 Positivo
21 Lamina Positivo Positivo 29,85 Positivo
22 Lamina Positivo Positivo 28,11 Positivo
23 Lamina Negativo Negativo ND Negativo
24 Lamina Positivo Positivo 29,23 Positivo
25 Lamina Positivo Positivo 30,79 Positivo
26 Lamina Negativo Positivo 29,07 Positivo
27 Lamina Positivo Positivo 27,25 Positivo
28 Lamina Positivo Positivo 29,33 Positivo
29 Lamina Positivo Positivo 26,48 Positivo
30 Lamina Negativo Negativo ND Negativo
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31 Lamina Positivo Positivo 29,27 Positivo
32 Lamina Positivo Positivo 30,47 Positivo
33 Lamina Positivo Positivo 27,42 Positivo
34 Lamina Positivo Positivo 26,07 Positivo
35 Lamina Negativo Negativo ND Negativo
36 Lamina Positivo Positivo 29,89 Positivo
37 Lamina Positivo Positivo 29,27 Positivo
38 Lamina Positivo Positivo 30,03 Positivo
39 Lamina Negativo Positivo 29,7 Positivo
40 Lamina Positivo Positivo 25,28 Positivo
41 Lamina Negativo Negativo ND Negativo
42 Lamina Positivo Positivo 30,43 Positivo
43 Lamina Positivo Positivo 28,37 Positivo
44 Lamina Positivo Positivo 29,62 Positivo
45 Lamina Positivo Positivo 29,35 Positivo
46 Lamina Negativo Negativo ND Positivo
47 Lamina Positivo Positivo 29,4 Positivo
48 Lamina Positivo Positivo 29,14 Positivo
49 Lamina Positivo Positivo 27,45 Positivo
50 Lamina Positivo Positivo 28,65 Positivo

ND: No detectable

Tabla 32. Concordancia entre el examen microscoépico y las técnicas moleculares

CONVEN 18S QPCR 18S LAMP 18 S

Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

. . Positivo 32 (64) 0 - 32 (64) 0- 32(64) O -
Examen directo
Negativo 3(6) 15 (30) 7 (14) 11(22) 8(16) 10(20)
Porcentaje de 91,4 82,1 80
concordancia (%)
Kappa index 0,865 0,668 0,615
95%Cl [0,71-1,0] [0,45 - 0,88] [0,39 - 0,84]
Porcentaje de 70 78 0

positividad (%)
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En general las técnicas moleculares fueron mas sensibles que el examen directo, la
concordancia fue muy buena entre PCR convencional y la microscopia tradicional (I
kappa: 0,865) y buena para gPCR y LAMP (I Kappa: 0,668 y 0,615 respectivamente).

El porcentaje de positividad fue mayor para LAMP al comparar los resultados obtenidos
por microscopia convencional, se detectd una muestra positiva que habia sido hasta el
momento negativa por examen directo, PCR convencional y qPCR.



7 Discusioén

En la literatura se ha reportado la deteccién de parasitos del genero Leishmania por
métodos basados en PCR los cuales se caracterizados por poseer alta sensibilidad en
comparacion con los métodos parasitologicos tradicionales (93) y se ha determinado su
capacidad de detectar ADN del parasito en una variedad de muestras clinicas (biopsia
de piel, material de Ulcera, sangre, hueso médula, ganglios linfaticos, frotis directos) (106,
107). Para el diagnostico molecular se han evaluado varios blancos genéticos entre los
gue encontramos el ITS-1, kDNA, el HSP70, SSUrRNA, Miniexon entre otros, en estos
estudios se reporta las capacidades operativas de la técnica, se llega a evaluar maximo
dos marcadores por técnica en una sola especie de Leishmania ademas, no se realiza
una adecuada evaluacion del desempefio analitico de la técnica y blancos genéticos
empleados los cuales son pardmetros necesarios para hablar de sensibilidad y
especificidad analitica (15, 18, 19, 21-25, 80, 93, 94, 108). So6lo unos pocos estudios han
evaluado pardmetros de exclusividad de la técnica (109), evaluacion del Rango
reportable anticipado (99) y determinacion del limite de deteccién (80, 103, 110, 111),
Cruz y col en el 2013 reporta el Unico estudio multicentrico sobre elvaluacion de
herramientas diagnosticas para leishmaniasis (112). En este estudio, evaluamos el
desempefio analitico de la PCR convencional y qPCR mediante el uso de 4 blancos

genéticos.

7.1 PCR convencional

El limite de deteccién (LoD) fue determinado en un RRA de 7 diluciones seriadas del
ADN de las 6 especies de Leishmania segun parametros establecidos por el CLIA (33).
Santamaria y colaboradores en el afio 2005 determinaron el LoD de 1 parasito en la PCR
convencional con el marcador molecular ADNk, a diferencia de los hallazgos de este
estudio, el LoD de esta técnica con el mismo marcador se estableci6 en 1x10?
parasitos/mL (113). Estos resultados son consistentes con lo descrito por otros autores
donde se reporta que este marcador molecular por su elevado nimero de copias puede
detectar hasta menos de un parasito en la PCR convencional (114-116). El LoD para los
marcadores 18S e ITS fue de 1x10° parasitos/mL, resultados similares fueron reportados
por Deborggraeve en el afio 2008 donde la técnica logré detectar hasta 1 parasito/180uL

(117). Un estudio realizado con L. siamensis determino un LoD de 0.05 parasitos/pL con
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estos dos marcadores pero hay que resaltar que esta especie de Leishmania no circula
en nuestro pais (110). Por otro lado el LoD con el marcador HSP70 fue bajo al detectar
hasta 1x10! parasitos/mL; estos hallazgos soportan lo encontrado en otros estudios
donde se establecié que el limite de deteccién se encuentra en un rango mas bajo que
los demas marcadores moleculares (103, 110). En cuanto a exclusividad de la técnica
con los cuatro marcadores, se pudo concluir que la técnica convencional no es exclusiva
para amplificaciéon de ADN de Leishmania al utilizar el banco molecular ADNK, pues se
obtuvo resultados positivos con ADN de T. cruzi posiblemente por su cercania
flogenética al ser parasitos del orden kinetoplastida (Carlos Gustavo Vieira de Morais,
The Dialogue of the Host-Parasite Relationship: 2015) y M. tuberculosis debido al
polimorfismo intraespecie en el KDNA como se describe por Srivastava et al. (118) y la
presencia de subclases en el minicirculo (119), lo cual contrasta con lo encontrado por
Salotra y col. en el afio 2001, donde no se obtuvo reaccién cruzada al someter ADN de
M. tuberculosis y M. leprae (109). Los demas marcadores fueron exclusivos para la
deteccién de ADN de Leishmania; resultados similares a los reportados por Hitakarun y
col. (110).

7.2 qPCR

Cuando se evaluaron los mismos parametros en la PCR en tiempo real se pudo
establecer que la técnica es mas sensible y reproducible que la PCR convencional
(Figuras 38-41; tabla No. 20). Estudios previos han descrito estos mismos hallazgos no
solo para Leishmania sino para otros microorganismos (T. cruzi, Helicobacter pylori)
((112, 120-125) y virus como ZIKV y DENV (126, 127).

En los resultados obtenidos en el RRA, se observé que cuando se utiliza el marcador
molecular ADNk este presenta un Ct entre 5 a 27, rango mucho mas bajo que el
reportado para los demas marcadores moleculares, datos concordantes con lo reportado
por Jaray col. en el afio 2013 donde su rango de amplificaciéon estuvo entre un Ctde 7y
27 (99). Para los demas marcadores se presenté mayor variabilidad del rango entre
cepas como es el caso de L. panamensis y L. braziliensis en HSP70 y una baja eficiencia
en las especies de L. amazonensis y L. guyanensis en ITS-1 (Figura 39 y 40). Estos
hallazgos se fundamentan en el mayor numero de copias presentes en el ADNk el cual

se ha establecido en 10.000 copias por célula (123, 128, 129). En cuanto a datos
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obtenidos de reproducibilidad de los ensayos de gPCR son similares a los reportados por
Bezerra en al afio 2011 (120).

El LoD de la gPCR fue de 1x 1072 parasitos/mL para los marcadores ADNk y 18S, y de 1x
10! parasitos/mL para HSP70 e ITS; resultados congruentes con los hallados por
Bezerray Mary en el 2011 y 2013 al utilizar el ADNk como blanco genético. En estos
estudios se reportdé un LoD de 0.0125 parasitos/mL, pero diferente al encontrado por
Nicolas y col. en el 2011 donde solo reportan un limite de 0,1 parasitos (130). Para el
marcador molecular HSP70, el LoD fue méas bajo en comparacién al ADNK y 18S, pero
mas alto que el reportado por Hernandez y col en el 2014, donde reporta que para este

marcador molecular, el LoD es de 10 parasitos/mL (103).

La literatura reporta que cada parasito contiene gran niamero de copias del gen 18S
ribosomal (~160), por lo tanto, varios estudios eligen este marcador como blanco ideal
para estudios moleculares. En el afio 2011, Bezerra y col, establecié6 un LoD de 40
parasitos/mL al utilizar este blanco genético a diferencia de lo encontrado por Schulz y
col en el 2003 donde reporta un LoD de 10° parasitos/mL (131), nuestros resultados
difieren de estos dos estudios al determinar un limite de deteccién mas alto para este gen
(1x 102 parasitos/mL). En otros estudios se reporta un LoD de 10 a 100 fentogramos (fg)
de ADN de Leishmania con este gen (117, 129) pero no podemos comparar nuestros
hallazgos debido al factor de dilucién que utilizamos (diluciones seriadas en base 10).

Para el parametro de precisién, no observamos variacion entre las réplicas de los
ensayos, independiente del dia de ejecucion de la técnica (coeficiente de correlacion
promedio de 0,98), pero al manejar diluciones mas bajas el coeficiente de variacion
aumenta en los dias de repeticién de la técnica. Esto se ha demostrado en estudios
donde se evaltan el desempefio de la qPCR en T. cruzi y en Leishmania (36, 99). El

mayor coeficiente de variacion se obtuvo con el marcador HSP70.

En cuanto a la exclusividad de la técnica, varios estudios incluyen en sus ensayos
moleculares ADN de microorganismos de reaccion cruzada (109, 110, 117) este es el
primer estudio donde incluimos 8 microorganismos de diagnostico diferencial para ser
evaluados con los cuatro marcadores moleculares, corroborando lo obtenido en la PCR

convencional al emplear el ADNK, en gPCR también detectamos la amplificacion de ADN
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de T. cruzi y M. tuberculosis concluyendo que no es recomendable utilizar este marcador

en el diagnostico molecular de leishmaniasis cutanea.

7.3 LAMP

Se ha reportado que LAMP tiene ventajas sobre la PCR desde el punto de vista de
diagnéstico en campo, pues la reaccién ocurre a condiciones isotérmicas prescindiendo
de la utilizacién de termocicladores (26), algunos estudios demuestras el uso directo de
extractos crudos de ADN sin purificacion (26, 32) y ofrece varias alternativas para la
visualizacién de los resultados ya sea por turbidez, fluorescencia y color (26, 30, 132-
135).

La medicion de la fluorescencia requiere en muchas ocasiones colorantes de alto costo
como por ejemplo SYBR Green | (136), calceina (135), yoduro de propidio (137) entre
otros, por otra parte la técnica es poco practica debido a la necesidad de iluminacion con
luz UV. Se ha reportado que estos reactivos pueden producir efectos de inhibicién en la
amplificacién (132), por tal motivo estos colorantes deben ser introducidos después
culminar la reaccién, aumentando asi los posibles riesgos de contaminacién. En
contraste, el verde de malaquita utilizado en este trabajo para estandarizar la LAMP sélo
requiere la distincién entre el azul en muestras positivas y la ausencia de color en

muestras negativas (68, 134, 138).

Para la LAMP se disefiaron cebadores dirigidos al gen ADNk, HSP70 e ITS-1 al no
encontrar un reporte de estos en la literatura al momento de la revision bibliografica, en la
literatura solo se reporta el uso del 18S ribosomal como marcador ideal para LAMP.
Abassi en el 2016, disefio unos primer dirigidos al ITS obteniendo un ensayo capaz de
detectar > de 100 fg de ADN de Leishmania, pero no establece criterios de excluisividad
ni inclusividad de la técnica (132), por tal motivo se determiné que realizaria el disefio de
cebadores para este gen. Una vez realizado los ensayos moleculares no se logré obtener
resultados positivos para ITS-1 y ADNk como se describié en los resultados, por tal
motivo se realizd la evaluacion del desempefio analitico con los marcadores 18S y
HSP70.



Discusion 97

Para LAMP, el RRA para el marcador 18S fue mas amplio que el hallado para el gen
HSP70, rangos similares a los encontrados en este estudio con los mismos genes en la
PCR en tiempo real pero mas alto que el de la PCR convencional. El limite de deteccion
al utilizar el gen 18S se establecié en 1x102 parasites/ml, estos mismos resultados se
reportan en el estudio de Nzelu (68, 139), para HSP70 el limite de deteccién fue de

1x10? parasites/mL, limite mas alto que el encontrado por PCR convencional.

En el parametro de exclusividad de la técnica se observdé que el marcador 18S es
exclusivo para la amplificacion de ADN de Leishmania al no observar amplificacion en
ningun ADN de los microorganismos de diagnéstico diferencial. Nzelu en el 2014 solo
incluye en este pardmetro ADN de Trypanosoma sp obteniendo los mismos resultados.
(68), Por el contrario, se evidencio la amplificacién por LAMP para T. cruzi y S. schenckii
con el uso del marcador HSP70. No hubo variacion en las réplicas con ninguno de los
marcadores. En todas las reacciones se utilizd el verde de malaquita como medio de
revelado, ofreciendo una gran ventaja en cuanto a la adquisicion del reactivo asi como su

implementaciéon en campo (138).

Finalmente, una vez analizados los resultados del desempefio analitico de las tres
plataformas moleculares con los cuatro marcadores, se realizé la determinacion del
porcentaje de positividad entre ADN extraido de frotis directos con la PCR convencional,
PCR en tiempo real y LAMP utilizando como Unico marcador el gen 18S ribosomal, la
concordancia se evalué mediante indice Kappa. En general las técnicas moleculares
fueron mas sensibles que el examen directo, lo cual ya ha sido evaluado en otros
ensayos (18, 140, 141), la concordancia fue muy buena entre PCR convencional y la
microscopia tradicional (I. kappa: 0,86) y buena para gPCR y LAMP (I. kappa: 0,66 y 0,61
respectivamente), pero el porcentaje de positividad fue mayor para LAMP al comparar los
resultados obtenidos por microscopia convencional, pues se logré detectar una muestra
positiva que habia sido hasta el momento negativa por examen directo, PCR

convencional y gPCR.

En general la comparacion analizada en este trabajo muestra las limitaciones por parte
de la sensibilidad de deteccion en la PCR convencional y gPCR para el marcador HSP70

y la exclusividad del marcador ADNKk para la deteccion correcta de especies de
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Leishmania, pero reporta el buen desempefio analitico que cumple el marcador 18S para

el diagnostico molecular.

Como se mencioné inicialmente, estudios sobre la completa evaluacion del desempefio
analitico de los métodos moleculares para el diagnostico de leishmaniasis cutanea son
escasos y se ven afectados por la dificultad de no contar con un consenso de pruebas
diagnosticas establecidas. Por consiguiente estos resultados apoya la necesidad de
aplicar técnicas de diagnostico mas sensibles; pues si bien la microscopia sigue siendo el
patrén dorado para el diagnéstico de rutina, la alta incidencia de casos de leishmaniasis
cutdnea en distintas regiones de suramerica, ponen en evidencia la necesidad de
replantear la implementacién de estrategias especificas para el correcto y oportuno
diagnéstico de esta enfermedad tropical desatendida asi, con los resultados obtenidos de
este trabajo dan la base para la subsecuente evaluacion del desempefo diagnéstico con
un panel de muestra variado y su comparacion interlaboratorio de la PCR en tiempo real

y LAMP con el marcador 18S.



8 Conclusiones.

Mediante la evaluacion del desempefio analitico de las técnicas se logré establecer rango
reportable anticipado, exclusividad e inclusividad limite de deteccién y precision de las
técnicas empleadas para diagnostico molecular de leishmaniasis cutanea empleando 4
marcadores moleculares diferentes para determinar cuél de las técnicas moleculares y
gue marcador molecular cumplen con el mejor desempefio y rendimiento para el

diagnéstico.

Se determind que el marcador molecular ADNk a pesar de ser el mas sensible (rango
reportable y limite de deteccién mas alto), no cumple con el criterio de exclusividad de la

técnica.

El marcador HSP70 presenta un limite de deteccidén bajo en PCR convencional y similar
en gPCR y LAMP, pero posee una baja reproducibilidad al presentar un mayor
coeficiente de variacion entre replicas, ademas en la LAMP no cumplié con el criterio de

exclusividad.

El marcador 18S ribosomal al ser comparado con el ITS-1 tuvo un mejor desempefio
analitico al poseer mejor rango reportable y limite de deteccion, ademas se pudo
observar que al utilizar este gen en los ensayos de LAMP se obtiene una buena

sensibilidad y especificidad.
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9 Recomendaciones.

En futuros estudios se recomienda disefar los cebadores internos para LAMP (FIP y BIP)
a partir de la secuencia obtenida con la amplificacion de los cebadores internos (F3 y B3)

para los marcadores ADNk e ITS-1.

Refinar el disefio de cebadores LAMP para el marcador HSP70 para que sea una técnica
exclusiva de amplificacién de ADN de Leishmania.

Aumentar en numero de frotis directos para evaluar el porcentaje de positividad y

someter a estas mismas técnicas otro tipo de muestras (biopsias, flebétomos etc).

Realizar posterior evaluaciéon del desempefio diagnéstico con un panel variado de
muestras y su comparacion interlaboratorio de la PCR en tiempo real y LAMP con el
marcador 18S.
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Anexo 3: Preparacion de soluciones agarosa y

TBE 5X

BUFFERS Y SOLUCIONES REQUERIDAS

Es necesario preparar los siguientes reactivos

Gel Agarosa:

v

v
v

Preparar la agarosa al 2%: pesar 2 gramos de agarosa por cada 100 mL de agua
MiliQ en un frasco Schott estéril de 500 mL.

Coloque la agarosa dentro del microondas hasta su completa disolucion.

Cuando la solucién de agarosa haya alcanzado una temperatura soportable al
contacto, agregue 0,5 pl de Syber Safe por cada 40 mL de agarosa, mezcle
agitando el frasco en forma circular.

Buffer TBE 5X:

SNANENENEN

Para preparar un litro pesar:

54 grm de TRIS Base

27,5 gr de Acido Borico

3,75 gr de EDTA Sddico.

Mezclar y aforar con agua hasta 1000 mL
Ajustar el pH a 8,3
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Anexo 4: Comparacion entre cada especie de

Leishmania

L. amazonensis
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L. braziliensis
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Significant diff. among means (P < 0.05)? Yes
R square 0,386

Yes
Yes
Yes
No
No
No

*
*

*

ns
ns
ns

Adjusted P
Value

0,0280
0,0175
0,0312
>0,9999
>0,9999
>0,9999
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L. guyanensis
40
- KDNA
_ 35-
8 30 2 HSP70
2 25 — ITS
Z 2. 18 S
2 154
£ 104
= 54
102 10" 10° 10' 10> 10° 10°
Parasites/mL
Tukey's multiple Adjusted P
comparisons test Mean Diff, 95,00% CI of diff, Significant? Summary Value
kDNA vs. HSP70 -8,39  -20,22 to 3,437 No ns 0,2320
kDNA vs. ITS -11,81 -23,64 to 0,01671 No ns 0,0504
kDNA vs. 18 S -8,419 -20,25 to 3,409 No ns 0,2295
HSP70vs. ITS -3,42 -15,25to 8,407 No ns 0,8547
HSP70vs. 18 S -0,02857 -11,86 to 11,8 No ns >0,9999
ITSvs. 18 S 3,392 -8,436 to 15,22 No ns 0,8578
ANOVA summary
F 2,756
P value 0,0644
P value summary ns
Significant diff. among means (P < 0.05)? No
R square 0,2562

A-B
A-C
A-D
B-C
B-D
C-D
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40 -
351
301
251
201
151
101

Threshold cycle (Ct)

L. panamensis

- KkDNA
HSP70

—- [ITS
185s8

Tukey's multiple
comparisons test

kDNA vs. HSP70

T T T T T T T
102 10" 10° 10' 10? 10° 10!
Parasites/mL

Mean Diff,  95,00% CI of diff, Significant?

-10,3 -21,49 t0 0,8977

kDNA vs. ITS -8,514 -19,71 to 2,682

kDNA vs. 18 S -9,207 -20,4 t0 1,99
HSP70 vs. ITS 1,784 -9,412 to 12,98
HSP70vs. 18 S 1,092 -10,1to 12,29
ITSvs. 18 S -0,6924 -11,89 to 10,5
ANOVA summary

F 2,713
P value 0,0673
P value summary ns
Significant diff. among means (P < 0.05)? No
R square 0,2533

No
No
No
No
No
No

Summary Adjusted P Value

ns
ns
ns
ns
ns
ns

0,0792
0,1825
0,1339
0,9710
0,9930
0,9982



120 Evaluacién del desempefio analitico del diagnostico molecular de leishmaniasis

cutanea

[ I 2 T -
o O O O
PR

Py
(=T
1 1 1

Threshold cycle (Ct)
1)
L=]

w
1

(=]

L. mexicana

z - KDNA

\'\ HSP70
}\u - ITS

\ 18 8

Dunnett's multiple
comparisons test

T T T T T T T
102 10! 10 10' 10 10° 10¢

Parasites/mL

Mean Diff,  95,00% CI of diff, Significant? Summary Adjusted P Value

kDNA vs. HSP70 -8,888 -18,36 to 0,5842 No ns
kDNA vs. ITS -10,41  -19,88 10 -0,9401 Yes *
kDNA vs. 18 S -9,41 -18,88 to 0,06137 No ns
ANOVA summary

F 3,264

P value 0,0389

P value summary *

Significant diff. among means (P < 0.05)? Yes

R square 0,2898

0,0691
0,0291
0,0518
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40 -
351
30 -
25 1
20 -
151
10 1

Threshold cycle (Ct)

L. infantum

- kDNA
HSP70

—- ITS
188

AN

10

Tukey's multiple
comparisons test

Parasites/mL

Mean Diff, 95,00% CI of diff,

T T T T T T
10" 10° 10" 10* 10° 10!

kDNA vs. HSP70 -4,265 -14,85to 6,316
kDNA vs. ITS -7,202 -17,78 to 3,379
kDNA vs. 18 S -5,885 -16,47 to 4,696
HSP70 vs. ITS -2,937 -13,52 to 7,644
HSP70vs. 18 S -1,62 -12,2 to 8,961
ITSvs. 18 S 1,317 -9,264 to 11,9
ANOVA summary

F 1,333
P value 0,2869
P value summary ns
Significant diff. among means (P < 0.05)? No
R square 0,1428

No
No
No
No
No
No

Significant? Summary

ns
ns
ns
ns
ns
ns

Adjusted P
Value

0,6858
0,2639
0,4336
0,8690
0,9741
0,9857
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67. Evaluacion de parametros de inclusividad y exclusividad
para el diagndstico molecular de leishmaniasis cutanea en Colombia

Cielo Maritza Ledn'?, Diana Carolina Hernandez'?, Myriam Consuelo Lopez?,
Martha Stella Ayala*, Juan David Ramirez’
'Grupo de Investigaciones Microbioldgicas-UR (GIMURY), Universidad del Rosario, Bogota, D.C., Colombia
*Facultad da Medicina, Universidad Nacional de Colombia, Bogota, D.C., Colombia
*Red Chagas Colombia, Instituio Macional da Salud, Bogota, D.C., Colombia
*Grupo de Parasitologia, Insfifuto Macional de Salud, Bogota, D.C., Colombia

Introduccidn. Los métodes moleculares se utilizan
ampliamente en &l diagndstico de la leishmaniasis,
al detectar ADM en cantidades minimas (fg).
Para un éptimo diagndstico molecular, es nece-
sario hacer ensayos de inclusidn con todas
las especies de Leishmania de imporancia en
salud plblica y someter a los mismos ensayos a
aguellos microorganismos gue se reporien para
el diagndstico diferencial.

Objative. Hacer pruebas de inclusién y exclusién
para el diagndstico molecular de leishmaniasis
cutdnea, utilizando cuatro blancos genéticos
mediante reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR) convencional y en tiempo real.

Métodos. Ensayo de inclusion: se utilizaron seis
cepas de Leishmania (L. brazilensizs MHOMBRITS/
M2903, L panamensis MHOM/PA/TALSSY, L
guyanensis MHOM/BRITS/M4147, L. amazonensis
IFLA/BRIGTIPHE, L mexicana MHOM/BZ/E2
BEL21, L infamtum MHOMTR/B0/APT1), las cuales
e sometieron a PCR convencional v en tiempo
real, utiizando como blancos genéticos el gen gue
codifica para la proteina de chogue térmico HSP-
70. el gen ITS-1, la regidn hipervariable del ADN
del cinetoplasto (ADNEK) vy la subunidad pequefa

de ARN ribosdmico 185. Ensayo de exclusion: se
sometieron a los mismos ensayos moleculares
ADM de Trypanosoma cruzi, deTrypanosoma
rangeli, de Mycobacterium tuberculosis y de
Sporothrix schenckil.

Resultados. Después de analizar los perfiles de
PCR de las cepas de Leishmania y de los organis-
mos de diagndstico diferencial de la leiehmaniasis
cutanea, se observd gue los cuatro blancos
genéticos amplifican todas las cepas de Leishmania
en ambas plataformas moleculares, mieniras que
no s& obeerva perfil de amplificacién para los cuatro
microorganismos de diagndstico diferencial.

Conclusionas. La inclusién de todas las especies
de Leishmania de importancia médica en el diag-
néstico molecular ulilizando blancos genélicos
especificos para el organismo diana, proporciona
una importante herramienta para obtener
resultados con gran sensibilidad diagndstica y es
recomendable hacer el diagndstico diferencial con
enfermedades que suelen presentar sintomatologia
similar a la de la leishmaniasis cutanea. En el
futuro, se incluirdn en el diagnistico diferencial
Staphylococcus aureus, SIeplococcUs pYOJENES,
Histoplazma capsiuiatum, ¥ Fonsecaea pedroso.

Memoria XVI

y
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Anexo 6: Articulo publicado en Revista Frontiers
in Microbiology

Analytical Performance of Four Polymerase Chain Reaction (PCR) and Real Time PCR
(gPCR) Assays for the Detection of Six Leishmania Species DNA in Colombia.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.01907
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Analytical Performance of Four
Polymerase Chain Reaction (PCR)
and Real Time PCR (qPCR) Assays
for the Detection of Six Leishmania
Species DNA in Colombia
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