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1. DESCRIPCION DEL PROYECTO
1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y SU JUSTIFICACION.

En Colombia las leishmaniasis son enfermedades endémicas en todo el territorio nacional
excepto en San Andrés y Providencia y constituyen un problema creciente en salud publica
(1,2). La Organizacién Mundial de la salud recomienda la confirmacién por laboratorio ante
la sospecha de la leishmaniasis, debido a que la presentacién clinica de la enfermedad no
es especifica y el tratamiento es costoso, dificil y toxico (3).

El método de laboratorio mas utilizado para el diagnéstico de la leishmaniasis es la
visualizacién microscdpica del parasito a partir del frotis de la lesion, esta metodologia tiene
grandes bondades como bajo costo, facil ejecucién y una infraestructura de baja
complejidad. La sensibilidad de la prueba varia entre el 54 y el 94% (3-8) y se puede ver
afectada por el tiempo de evolucion de la infeccidn, el sitio de la toma de la muestra (3,9),
el nimero de parasitos en la lesion, la técnica de la toma de la muestra (10) y la
sobreinfeccion de la ulcera (11). En los casos en que no es posible lograr la comprobacion
parasitologica por el examen directo, la alternativa mas usual es el estudio histopatoldgico,
gue tiene varias ventajas: establece un diagndstico concluyente al demostrar los parasitos
y puede orientar diagnésticos diferenciales (12). La sensibilidad de la biopsia como método

de comprobacion parasitolégica se reporta entre el 69 y el 82% (3,4)

El otro método utilizado en laboratorios de referencia es el cultivo, que tiene una
especificidad del 100% y sensibilidad entre el 45% y el 85% (4,6,13), sin embargo, para
lograr el aislamiento del parasito y su tipificacion es necesario esperar entre 4 y 6 semanas
(6,14,15). Asi, este método es poco utilizado en la actualidad debido que para su éptimo
desarrollo requiere ser suplementado con sangre de conejo, que en Colombia presenta
diversas limitaciones, entre estas, la carencia de registro INVIMA que avale su uso en el

diagnéstico de la enfermedad. Por lo cual esta técnica es poco utilizada en la actualidad.

Una alternativa diagnéstica desde hace mas de una década son los métodos moleculares
como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en sus diferentes modalidades, esta
prueba tiene la ventaja de ser altamente sensible y permitir a partir de una misma muestra

el diagndstico y la tipificacion de especies en un tiempo reducido.

En Colombia y en otros paises de América Latina la respuesta al tratamiento de acuerdo

con la especie infectante estd muy poco documentada, debido a que no se cuenta en la
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mayoria de los casos con la informacion de la especie (16,17). La OMS recomienda orientar
el tratamiento de la leishmaniasis de acuerdo con la forma clinica de la enfermedad y la
especie infectante (18). En Colombia esto no es posible porque la tipificacion de especies,
de una parte, esta limitada a centros de investigacion y ademas en la literatura no se
encuentran reportes de validacion de pruebas diagndsticas para la leishmaniasis que
permitan el diagnostico y la tipificaciéon de especies a partir de muestras no invasivas
orientando de esta manera la decisién del clinico en el tratamiento del paciente. Esta
posibilidad es limitada a las zonas apartadas del pais y el lograr disponer de esta prueba
permitiria apoyar a poblacion vulnerable con un diagndstico més integral de esta patologia
(19-21).

El grupo de Dermatologia Tropical — Linea Leishmaniasis del Hospital Universitario Centro
Dermatoldgico Federico Lleras Acosta E.S.E ha realizado aproximaciones buscando
alternativas a la problemaética previamente descrita proponiendo la validacion de una prueba
molecular que, a partir de cualquier tipo de muestra, permita el diagndstico y la tipificacion
de especies en pacientes con leishmaniasis en un periodo corto. Estudio que han acercado
desde la tipificacion de especies de la leishmaniasis cutanea, mediante la optimizacién de
PCR-RFLP distribucion de especies en Colombia, PCR-anidada-RFLP, frecuencia de
especies en pacientes atentados en el CDFLLA hasta llegar al 2018 en donde Ovalle y
colaboradores proponen un algoritmo basado en la combinacién de genes e isoenzimas

denominado miniexon/hsp70 (22).

Los resultados obtenidos hasta ahora en el grupo para la prueba validada con el gen
miniexon son satisfactorios. Con el blanco molecular utilizado (miniexon), se pueden
diferenciar todas las especies del subgénero Leishmania y L. braziliensis, sin embargo, no
es posible diferenciar L. (V.) panamensis de L.(V.) guyanensis. En un trabajo colaborativo
con la Universidad Nacional se estandariz6 la PCR-RFLP gen hsp70 la cual permite
diferenciar estas dos especies, a partir de aspirados, laminas y biopsias, sin embargo, la
prueba no ha sido validada como método diagndéstico (23). Asimismo, en la literatura se
reportan diversos blancos moleculares que, al ser usados en técnicas moleculares

combinadas, pueden realizar un diagndstico con tipificacion de especie (24).

Aunque el diagnéstico de la enfermedad se ve considerablemente mejorado con el uso de
métodos moleculares, los desafios persisten al realizar la tipificacion de la especie

infectante (25). Esto se debe a la necesidad de emplear técnicas combinadas de biologia



molecular, como PCR-RFLP y PCR-secuenciacion, que presentan diversas dificultades.
Entre estas, destaca la problemética de la concentracion de DNA en la muestra, requiriendo
cantidades significativas (14,26). Ademas, el aumento en los costos de ejecucién y la

necesidad de contar con equipos especializados para llevar a cabo estas técnicas (26).

Debido a esto, se hace necesario identificar un gen o marcador molecular dentro del
genoma de Leishmania, que permita un diagndstico eficiente con tipificacion de especie por

medio de la PCR convencional sin necesidad de procedimientos técnicos adicionales.

Estudios adicionales del grupo de parasitologia de la Universidad Nacional, en conjunto con
la Universidad del Tolima, de gendmica de parasitos de Leishmania se han desarrollado
con el objetivo de identificar regiones candidatas para la tipificacion de especies por medio
del abordaje de gPCR — HRM (High Resolution melting) (27), el cual permite la identificacion
las especies por diferencias en los picos de temperatura melting (TM) de los genes
evaluados (28). De esta manera, se ha mapeado una region ITS (espaciador transcrito
interno) de las subunidades ribosomales 12S y 9S del DNA de los maxicirculos (KDNA) en
los parasitos, las cuales en ensayos computacionales de PCR insilico muestran diferencias
en el tamafo del amplicon para las especies L. (V.) braziliensis, L. (V) panamensis y L. (V.)
guyanensis, por lo cual el grupo estandariz6 la amplificacion de dicha regién y evalu6 su
comportamiento in vitro con DNA de cepas de referencia de las especies de Leishmania
previamente mencionadas, permitiendo una identificacion de especie por diferencias en el

tamafio de banda con un solo ensayo de PCR de punto final.

El objetivo de este trabajo es evaluar las variables del rendimiento analitico (validacion
analitica) de la PCR convencional sobre la region ITS de las subunidades ribosomales 12S
y 9S presentes en los maxicirculos de Leishmania con el fin de validar el uso de dicho
marcador molecular en el diagnostico y tipificacion de especies de Leishmania del

subgénero Viannia.

2. MARCO TEORICO
Las Leishmaniasis son un grupo de enfermedades con manifestaciones muco-cutaneas y
viscerales causadas por un parasito protozoo perteneciente a la familia de los
Tripanosomatidos y al género Leishmania, presentes en el viejo y nuevo mundo, es una
zoonosis que afecta principalmente la piel, las mucosas o las visceras, es transmitido por la

picadura de un insecto fleb6tomo de la familia Psychodidae del cual se conocen cerca de 150
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especies circulantes en Colombia, reportandose 22 como transmisoras de la enfermedad
(29,30). En Colombia las leishmaniasis son enfermedades endémicas en todo el territorio
nacional, excepto en San Andrés y Providencia, constituyen un problema creciente en salud
publica (2).

Segun la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS). “A nivel mundial, la leishmaniasis
se encuentra entre las diez enfermedades tropicales desatendidas con mas de 12 millones de
personas infectadas, 99 paises son endémicos para leishmaniasis, siendo 89 para LC, 80
endémicos para LV y 71 endémicos para las dos formas clinicas: LC y LV.

De los 9 paises que reportan 85% de los casos de LC, 3 estan en las Américas: Brasil,
Colombia y Peru”. (31).

El método de laboratorio mas utilizado para el diagnostico de la leishmaniasis es la
visualizacién microscopica del parasito a partir del frotis de la lesion, esta metodologia tiene
grandes bondades como el bajo costo, facil de realizar y requiere infraestructura de baja
complejidad. La sensibilidad de la prueba varia entre el 54 y el 94% (1-6) y se puede ver
afectada por el tiempo de evolucién de la infeccion, el sitio de la toma de la muestra (1,13).

El nimero de parasitos en la lesién, la técnica de la toma de la muestra (8) y la sobreinfeccion
de la ulcera (9). En los casos en que no es posible lograr la comprobacion parasitolégica por
el examen directo, la alternativa mas usual es el estudio histopatoldgico, que tiene varias
ventajas: establece un diagnéstico concluyente al demostrar los parasitos y puede orientar
diagnésticos diferenciales (10). La sensibilidad de la biopsia como método de comprobacion

parasitologica se reporta entre el 69 y el 82% (1,32).

El otro método utilizado en laboratorios de referencia es el cultivo, que tiene una especificidad
del 100% y sensibilidad entre el 45% vy el 85% (4,5,32). Sin embargo, para lograr el aislamiento
del parasito y su tipificacion es necesario esperar entre 4 y 6 semanas (4,11,12).

Una alternativa diagnéstica desde hace mas de una década son los métodos moleculares
como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en sus diferentes modalidades, esta
prueba tiene la ventaja de ser altamente sensible y permitir a partir de una misma muestra el

diagnéstico y la tipificacion de especies en un tiempo muy corto.

En Colombia y en otros paises de América Latina la respuesta al tratamiento de acuerdo con
la especie infectante estd muy poco documentada, dado que no se cuenta en la mayoria de
los casos con la informacién de la especie (13). La OMS recomienda orientar el tratamiento
de la leishmaniasis de acuerdo con la forma clinica de la enfermedad y la especie infectante
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(10). En Colombia esto no es posible debido a que la tipificacion de especies, de una parte,
esta limitada a centros de investigacion y ademas en la literatura revisada no se encontraron
reportes de validacién de pruebas diagnésticas para la leishmaniasis que permitan el
diagnéstico vy la tipificacion de especies a partir de muestras no invasivas de tal forma que
impacte la decision del clinico en el tratamiento del paciente. Esta posibilidad es poco
accesible a las zonas apartadas del pais y disponer de estas pruebas permitiria apoyar a

poblacién vulnerable con esta patologia (22,33,34).

2.1 Leishmaniasis un problema en salud publica
Debido al cambio en el patrén epidemiolégico por la aparicion de nuevos focos, en el proceso
de domiciliacién y urbanizacién del ciclo de transmision, por el nimero de casos existentes en
el pais y la poblacién en riesgo de adquirir la enfermedad la leishmaniasis continta siendo un
problema de salud publica (35). En el periodo epidemiolégico I1X del afio 2024 se notificaron
al sistema de informacion (SIVIGILA) 3.454 casos de leishmaniasis, de los cuales, 3.392
fueron de leishmaniasis cutanea, 58 casos de leishmaniasis mucosa y 4 casos de la

confirmados de leishmaniasis visceral (36).

2.2 Respuesta terapéutica y especies infectantes

La relacion entre la especie de Leishmania y la respuesta terapéutica ha sido un tema
importante en la investigacion de la leishmaniasis, el cual se puede ver desde la perspectiva
de la susceptibilidad intrinseca de las especies a los medicamentos y la respuesta clinica
asociada a la especie infectante. En un estudio realizado por Arévalo y colaboradores en el
2007 (31), en el cual evaluaron la respuesta al antimonio pentavalente en pacientes
infectados por diferentes especies de Leishmania, se demostré6 que la respuesta al
tratamiento estaba asociada a la especie infectante. Los pacientes infectados por L. (V.)
braziliensis y L. (V.) peruviana presentaron fallas al tratamiento en el 30,4 y 24,5%
respectivamente, mientras que los infectado por L. (V.) guyanensis del 8,3% (38).

Resultados similares han sido reportados en otros estudios (6,38,39).

La diferencia en la respuesta al medicamento puede estar dada por factores del hospedero,
caracteristicas del parasito o la farmacocinética. Llanos y colaboradores en el 2007
realizaron un estudio en el cual se evaluaron los factores de riesgo para el desarrollo de

falla al tratamiento por antimonios en pacientes con leishmaniasis cutanea.
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Los resultados obtenidos en el modelo multivariado evidenciaron que los factores asociados
con la falla terapéutica fueron la edad, tiempo de permanecia en la region donde se adquirié
la enfermedad, duracion de la enfermedad, numero de lesiones y la especie del parasito
(40).

La asociacion entre la especie infectante y la respuesta al tratamiento también ha sido
estudiada con miltefosina, Por ejemplo, Soto y colaboradores encontraron una mejor
respuesta al tratamiento en pacientes infectados con L. braziliensis procedentes de Bolivia
comparado con pacientes procedentes Guatemala (41). Con base en este estudio los
autores recomiendan evaluar la quimioterapia en cada regién endémica (41). En contraste,
Vélez y colaboradores evaluaron la eficacia de Miltefosina y Antimoniato de meglumina y

no encontraron asociacion entre la eficacia del tratamiento y la especie infectante (42,43).

Desde el punto de vista de la sensibilidad intrinseca, a nivel molecular, es conocido que los
antimonios pentavalentes actlan como pro-droga la cual es convertida a una forma
trivalente mas activa (Sb(lll)), un estudio reciente demostr6 que la sensibilidad al antimonio
trivalente varia entre las especies de Leishmania. En general las especies causantes de
leishmaniasis cutanea son mas sensibles a Sbhlll que las especies responsables de la
leishmaniasis visceral. Los autores explican los hallazgos, con base a la diferencia en la

acumulacion del osmoregulador aquaglyceroporin (AQP1) entre las especies (44—46).

2.3 Tipificacién de especies

Entre los métodos actualmente mas utilizados para tipificar especies de Leishmania estan

los perfiles isoenzimaticos.

2.3.1 Tipificacion por perfiles isoenzimaticos

La técnica mas utilizada para la tipificacion de especies de Leishmania es el método
bioguimico, electroforesis de enzima multilocus (MLEE), sin embargo, al igual que los
anticuerpos monoclonales, una de sus limitantes es la necesidad de realizar el cultivo de
promastigotes para poder realizar la tipificacion lo que lo vuelve costoso y laborioso. En el
nuevo mundo, esta técnica ha permitido evidenciar una gran diversidad entre las diferentes
especies del subgénero Viannia, al punto que se han descritos nuevos locus con modelos

heterocigotos que soportan la hipétesis de que Leishmania es un organismo diploide (47).

En Colombia el MLEE ha sido utilizado en centros de investigacion para la identificacion de
13



especies (48). La diferenciacion de especies del subgénero Viannia mediante isoenzimas
se realiza mediante el andlisis de la migracion electroforética de diferentes sistemas
enzimaticos entre ellos: nucleésido hidrolasa (NH), fosfoglucomutasa (PGM),
fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD), glucosa- 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y
superodxido dismutasa (SOD) (49). Cabe resaltar que a pesar de que todas las cepas que
muestran exactamente el mismo perfil electroforético para todos los sistemas enzimaticos
en estudio son clasificadas dentro del mismo zimodema; se han demostrado diferencias a
nivel de infectividad y patogenicidad en cepas pertenecientes a un mismo zimodema (44—
47).

2.3.2 Tipificacion Molecular

Las técnicas moleculares tienen la ventaja frente a la tipificacion perfiles isoenziméaticos que
pueden ser aplicadas directamente a la muestra biolégica, prescindiendo del cultivo de
parasitos. La utilizacion de marcadores a nivel molecular facilita la diferenciacion de las

especies cercanas o de hibridos.

Las pruebas moleculares posibilitan la implementacion de técnicas capaces de realizar el
diagnéstico y la tipificacion de especies de manera simultanea, a partir de una misma
muestra (53-55). Entre las técnicas moleculares que se utilizan con mas frecuencia para
estudiar la diversidad genética en estos parasitos se incluyen los andlisis RFLP (restriction
fragment lenght polymorphisms) (56), (57), RAPD (random amplified polymorphic DNA)
(58,59), y Multilocus Sequence Typing (MLST), (60,61).

Entre los marcadores moleculares que se han evaluado para diferenciar las especies de
Leishmania se encuentra el gen miniexon (62); cpb (62), marcadores de microsatélites (63),
rDNA ITS gendmico (64), KDNA (6,65,66)) y hsp70 (67,68).

2.3.2.1 Tipificacién por PCR —RFLP

Mediante la PCR-RFLP es posible detectar variaciones menores en un gen causado por
cambios en nucleo6tidos que ocasionan modificaciones en el sitio de corte de una enzima
de restriccion. Esta metodologia es simple, rapida y diferencia varias especies de
Leishmania con importancia clinica, a partir de una variedad de muestras. En el estudio de
Leishmania esta técnica se ha utilizado para analizar varios blancos moleculares como los
del gen de la proteina gp63, la proteinasa B de cisteina (cpb), secuencias del gen miniexon,

las regiones ITS de ARN ribosomal y el gen hsp70 (69-72), por lo cual es util en estudios
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taxondmicos, ecoldgicos y epidemiologicos. La aplicacibn de esta técnica requiere el
conocimiento previo de las secuencias a analizar para poder hacer un buen disefio de

iniciadores que garanticen el éxito de la prueba (73).

3. ESTADO DEL ARTE

3.1 Diagnostico de la leishmaniasis por PCR
La estandarizacién y validacién de la prueba de PCR y gqPCR para el diagnéstico de la
leishmaniasis ha sido objeto de estudio en varios grupos de investigacion; se han utilizado
diferentes tipos de muestras tales como, raspado de borde de lesién, muestras recolectadas
en papel filtro, aspirados, muestras recolectadas con hisopos y laminas coloreadas con

Giemsa.

En varios estudios como los de Hommel et al.1978, Garcia et al. 2006, Alves da Silva et
al.2010, Montalvo et al.2011 se ha incluido ademas del diagndstico, la tipificacion de
especies causantes de leishmaniasis. Con el objetivo de conocer a nivel de género y
especie concreto la especie implicada para que con ellos el clinico pueda orientar mejor la

terapia farmacoldgica (74—77).

En el 2009 se desarroll6 un estudio para la identificacion de especies de Leishmania a partir
de muestras contenidas en papel de filtro, aspirados y raspados de lesion utilizando tres
ensayos diferentes de PCR, los blancos moleculares utilizados fueron el gen Cpb para
diferenciar especies de L.(V.). braziliensis, un segundo ensayo de PCR se realiz6 para el
gen hsp70 con el fin de diferenciar especies de L. (V). guyanensis y por Gltimo con el gen
MPI para distinguir entre L. (V.). braziliensis y L. (V.). peruviana; los productos de PCR
obtenidos para Cpb y hsp70 fueron digeridos con las enzimas Tagl y Haelll,
respectivamente. Dentro de los resultados obtenidos se evidencio una alta sensibilidad y
especificidad para los ensayos de PCR y en 18 de las 19 muestras utilizadas para la

tipificacion se logré la identificacion de la especie causante (78).

En el 2012 se realiz6 un estudio por Nicolas Veland y colaboradores donde proponen un
algoritmo para la identificaciéon de especies de Leishmania del subgénero Viannia en
pacientes de Per(, para esto el DNA fue aislado de papel de filtro impregnado de la lesion.
El diagnostico de leishmaniasis se realizd con un ensayo de PCR empleando primers para

kDNA, las muestras positivas para la PCR fueron clasificadas en tres grupos segun la
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intensidad de la banda del producto de amplificado, de estas muestras 70 fueron sometidas
a tipificacion, de las cuales en 53 (76%) se pudo establecer la especie infectante después de
aplicar tres ensayos consecutivos con los blancos moleculares MPI, Cpb y hsp70. Dentro de
las especies aisladas estaba L. (V.). braziliensis, L. (V.). peruviana, L. (V.). guyanensis y L.
(V.). lainsoni. Los autores discuten que la mayoria de las muestras fueron diagnosticadas y
tipificadas antes de las 24 horas, siguiendo el algoritmo propuesto en este trabajo (79). Los
mismos blancos moleculares fueron utilizados por Braulio Mark y colaboradores en su trabajo
2012 (80). Para el diagnostico de la leishmaniasis y la identificacion de especies a partir de
muestras no invasivas, se logro la identificacién de la especie en el 92.4% de las muestras
en estudio de Valencia, Veland et al. 2012 (81).

En el 2012, Jorge D Marco y colaboradores realizaron un estudio en donde se extrajo DNA
de los raspados de borde de lesion y se les realizo PCR con 3 diferentes pares de primers
dirigidos contra las especies mas prevalentes asociadas a L. cutanea, de las muestras
examinadas 34 fueron positivas para la PCR y de estas en 31 se pudo establecer la especie
de Leishmania. Las especies que se pudieron diferenciar fueron L. (V.). braziliensis L. (V.),
panamensis, L. (V.). guyanensis, L (L.). amazonensis y el complejo L. mexicana. El estudio

implico 6 ensayos de PCR (82).

Farnaz y colaboradores, en el 2013 tenian como obijetivo identificar especies de Leishmania
por medio de un ensayo de PCR empleando primers para el gen ITS, usando DNA extraido
a partir de extendidos coloreados con Giemsa, para esto utilizaron 178 laminas de casos
confirmados de leishmaniasis y segun el tamafio de los productos de PCR se podian
distinguir a L. (L.). major y L. (V.). tropica, de las muestras analizadas el 72.47% tenian
producto de PCR del tamafio esperado para L. (V.). tropica y el 27.53% una banda del
tamafo esperado para L. (V.). major (83).

3.2 Gen Ribosomal 12S-9S del kDNA de los maxicirculos de Leishmania
La leishmania cuenta con aproximadamente 35 cromosomas donde se condensa su
informacion genética, con estos se forma una estructura extra nuclear conocida como
kinetoplastos que segun la especie representa de un 10 a 20 % del DNA total de la célula (38—
40).
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Figura 1 “llustracion de la forma topolégica del DNA mitocondrial Kinetoplasto de los

Tripanosomatidos" (84).

s minicircio
DNAs

Dentro de estos se forma una gran red entrelazada que forma dos estructuras principales; Los
maxicirculos que tiene entre 20-50 copias por kinetoplastos los cuales a su vez contiene otras
redes o estructuras segundaria conocidas como minicirculos que tiene entre 5.000 a 50.000
copias segun la especie (85). Estas estructuras circulares enlazadas entre si. Conforman gran
parte de la energia celular, por lo que pensar en mutaciones significativas seria la muerte del

parasito. Dentro del gen ribosomal kDNA de los maxicirculos el set de primers reconoce la

region 12S-ITS-9S.

Figura 2 Genes de los maxicirculos del Kinetoplasto de Leishmania spp.
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Dentro de los maxicirculos se concentran aproximadamente 20 genes dentro de los cuales
hay genes involucrados en procesos de generacion energética para el protozoario, el rastreo

de fuentes de ingestas de este hasta la respiracion del protozoario (86).
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

Tomando en cuenta:

La importancia del estudio de la tipificacién de especies de Leishmania para el
conocimiento de la patogénesis de la enfermedad.

El conocimiento existente sobre las herramientas de tipificacion para llegar a
discriminar a nivel de género y especie del parasito.

La propuesta de nuevos blancos moleculares para la tipificacion en un menor tiempo
y con una menor capacidad instalada.

Los escasos estudios de blancos que permitan tipificar especies de Leishmania en
una sola corrida, bajo una PCR convencional puntualmente las especies L. (V.)
braziliensis, L. (V.) panamensis y L.(V.) guyanensis por su mayor circulacién en el
pais.

La identificacion de una nueva region candidata en el genoma del kinetoplasto de
los parasitos que en un solo ensayo de PCR realice un diagnéstico sensible y

especifico con tipificacion de especie infectante

Se planted la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Cual es el comportamiento de las variables del rendimiento analitico de la PCR

convencional de los espaciadores transcritos internos - ITS de las subunidades ribosomales

12S-9S presentes en los maxicirculos de Leishmania para la tipificacion de especies del

subgénero Viannia?
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5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar las variables del rendimiento analitico de la PCR convencional de los espaciadores
transcritos internos - ITS de las subunidades ribosomales 12S-9S presentes en los

maxicirculos de Leishmania para la tipificacion de especies del subgénero Viannia.

5.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la sensibilidad analitica de la prueba PCR convencional de los
espaciadores transcritos internos - ITS de las subunidades ribosomales12S-9S

para la tipificacion de especies de Leishmania.

2. Determinar la especificidad analitica de la prueba PCR convencional de los
espaciadores transcritos internos - ITS de las subunidades ribosomales 12S-9S
para la tipificaciéon de especies de Leishmania.

3. Establecer la concordancia entre la PCR convencional de los espaciadores
transcritos internos - ITS de las subunidades ribosomales 12S-9S con el algoritmo

actual de tipificacion de PCR-RFLP miniexon-hsp70.
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5. METODOLOGIA
Figura 3 Flujograma disefio experimental. Fuente: Elaboracion propia
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6.1 Evaluacion insilico del gen 12S-9S

El analisis insilico de los primers FW_12S-9S; Primers RV_12S-9S propuestos por Urrea y
colaboradores en 2018 (87). con el fin de evaluar el tamafio del amplicon y su especificidad
dentro de ejemplares del género Leishmania de la familia Trypanosomatidae.

Se utiliz6 la herramienta Primer BLAST dentro de la base de datos del NCBI

(https://www.nchi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Para el andlisis se utilizé la base de datos

‘nr’ y en la categoria “organism” se definieron las cepas de L. (V.) braziliensis, L. (V.)
panamensis y L. (V.) guyanensis, como controles positivos y se incluyé a Trypanosoma cruzi,
como control negativo. Los resultados obtenidos se analizaron en el software Geneious prime

(https://www.geneious.com/).

6.2 Estandarizacion in vitro de la PCR 12S-9S
Para la implementacion de la PCR convencional en el laboratorio de investigacion del E.S.E
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Hospital Universitarios Federico Lleras Acosta se utilizé las cepas de referencias L.(V.)
braziliensis MHOM/BR/75/M2903, L. (V.) panamensis MHOM/PA/71/LS94, L. (L.) guyanensis
MHOM/BR/73/M4147, L. (L) amazonensis MHOM/BR/73/M2269 y L. (L.) mexicana
MHOM/BZ/82/BEL21 disponibles en el BioBanco de la Institucién. Utilizando los Primers
FW_12S-9S; Primers RV_12S-9S propuestos por Urrea y colaboradores en 2018 (87).

Bajo las siguientes condiciones de amplificacién; con una mix de 19 ul de una mezcla de
reaccion que contenia tampon de amplificaciéon 1X (Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), MgCI2 2 mM,;
0.2 mM dNTPs; 0.3 yM de cada cebador FW_12S-9S; Primers RV_12S-9S propuestos por
Urrea y colaboradores en 2018 (87). GenTaq Polimerasa 1.25U (Laboratorio de Genética y
Biologia Molécula, Bogota, Colombia,) y 1 pl del DNA de cada cepa de referencia, de acuerdo
con el rango dinamico que se muestra en la Figura 6. En el tratamiento de las muestras se
garantizé que las misma se encontraran dentro del rango dinamico obtenido en el anexo 7,

para un volumen final de 20 pl.

6.2.1 Perfil Térmico de la PCR 12S-9S

Luego de ello se estandarizo el siguiente perfil térmico: 1 ciclo de desnaturalizacién del DNA
a 95°C durante 3 minutos; 30 ciclos de amplificacion de 95°C por 30 s, 53°C por 30 s 'y

72°C por 60 s, asi como un ciclo final de extension a 72°C por 5 minutos en el C1000

Touch Thermal Cycler (Hercules, California, US)

6.2.3 Visualizacion de los Productos de la PCR 12S-9S

Posterior al proceso de amplificacién se evalu6 el resultado por medio de geles de agarosa
inicialmente al 2.5 % a 80 Voltios durante 65 min en camara Bio Rad PAC HC (Hercules,
California, US). Los geles se tifieron con SyBr Safe 2 ul. En cada corrida electroforética fueron
sembrados 10 pl del producto de amplificacion con 2 ul de buffer de carga.

Y el tamafio de los productos se compar6é con un marcador de peso molecular de la casa
Invitrogen 50 pb. Y finalmente el resultado se foto documento utilizando Gel Doc XR+ Gel

Documentation System (Hercules, California, US).

6.3 Variables del rendimiento analitico
6.3.1 Sensibilidad -Ensayo de Limite de deteccidn
La sensibilidad analitica evalu6 el cambio de resultado del ensayo al variar la cantidad del
analito (DNA). El limite de deteccién es la cantidad minima de analito necesario para la
amplificacién del gen de interés, (KkDNA 12S-9S).
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El ensayo de limite de deteccidn se realizé usando 3 aislamientos de las cepas de referencia
L. (V.) braziliensis, L. (V.) panamensis y L. (V.) guyanensis. Se evaluaron 6 diluciones en
base 10 de cada DNA con el fin de identificar la cantidad minima en la cual la PCR presenta
una amplificacion (88).

6.3.2 Sensibilidad Analitica (Ase) - ensayo de Repetibilidad

El ensayo de repetibilidad pretende evaluar la reproduccion de la amplificacién del gen
ribosomal 12S-9S de DNA de cepas de referencia de Leishmania.

Se usaran 30 aislamientos de cepas de referencia de las especies L. (V.) braziliensis,

L. (V.) panamensisy L. (V.) guyanensis (el ensayo se realizar4 de manera individual por cepa),
guince positivas y quince negativas. Cada muestra biolégica se analizé por duplicado en el
ensayo de PCR (replicas técnica) bajo las condiciones de amplificacién del gen de interés
(88).

El ensayo se realizé durante 3 dias por dos analistas independientes, se evalué la repetibilidad
interobservador comparando los resultados del analista 1 respecto al analista 2 y la
repetitividad intraobservador comparando los resultados por analista independiente durante
los 3 dias de ejecucion. El acuerdo intra e interobservador se determiné por medio del indice

de concordancia kappa.

6.3.3 Especificidad Analitica (ASp)

La especificidad analitica es la capacidad del ensayo de medir confiablemente el analito de
interés, distinguiéndolo de otros componentes que puedan ser detectados en la prueba. Se

evalla mediante la selectividad, inclusividad y exclusividad de los ensayos (88).

6.3.3.1 Selectividad

Es el grado en que el método puede detectar y/o cuantificar con exactitud el analito en
cuestion, en presencia de: interferentes, productos de degradacion, entre otros, que puedan
causar falsos resultados en la prueba que afectaran negativamente su especificidad. Para
lo anterior, se utilizaron 30 aislamiento de DNA de las cepas de referencia de Leishmania

gue se conocen de antemano si son positivas 0 no a la presencia del parasito (88).

6.3.3.2 Inclusividad

Es la capacidad del ensayo de detectar varias cepas o variantes de una especie, varias

especies de un género, o una agrupacion similar de microorganismos estrechamente
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emparentados. La capacidad de la prueba para detectar varias especies del género
Leishmania (88).

La inclusividad de los ensayos se evalué amplificando el gen ribosomal 12S-9S bajo las
condiciones del gen en las 3 especies de Leishmania de importancia clinica circulantes en
Colombia. En este estudio se utilizaron con el DNA de las cepas de referencia L.(V.)
braziliensis, L.(V.) panamensis, L.(V.) guyanensis L. (L) mexicana, L. (L.) amazonensis y
L.(L.) chagasi.

6.3.3.3 Exclusividad

Es la capacidad del método de detectar un analito o secuencia gendmica que es propia del
microorganismo buscado y excluir todos los demas microorganismos que pudieran dar una

reaccion cruzada (88).

Esta variable se evalué por medio de la amplificacion del gen ribosomal 12S-9S usando
como molde DNA de las bacterias Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Sporothrix schenckii como agentes asociados al microbiota de la piel y diagnéstico

diferencial. Y T. Cruzi por su cercania taxonémica.

La especificidad analitica fue evaluada por dos analistas independientes en ciego y la

concordancia del ensayo se determiné por el indice de concordancia Kappa.
6.4 Evaluacion de la concordancia para la tipificacion de especies

La concordancia de la amplificacion y tipificacion de especies de Leishmania con el gen
ribosomal 12S-9S, se evalué usando un total de 30 aislamientos de DNA de las especies
referencia L.(V.) braziliensis, L.(V.) panamensis, L.(V.) guyanensis, las cuales se
procesaron en ciego. Dichos resultados se compararon con el algoritmo de tipificacion de
especies de Leishmania propuesto por Ovalle y colaboradores en estudios previos de la
E.S.E Hospital Universitario Centro Dermatolégico Federico Lleras Acosta, en el cual
utilizan los marcadores moleculares hsp70 y miniexon. El acuerdo entre los dos algoritmos

se determiné por medio del indice de concordancia kappa (89).

6.4.1 Aspectos Eticos
El proyecto no incluye experimentacion con animales ni seres humanos, sin embargo, esta
concebido de acuerdo con las consideraciones contenidas en la Declaracion de Helsinki

(90). Adicionalmente, el proyecto estd planteado de conformidad con la normatividad

23



Nacional, especificamente la Resolucion 8430 de 1993 (91), en lo referente a la
investigacion con microorganismos patdgenos o material biolégico que pueda contenerlos,
segun la cual el presente estudio corresponde a una Investigacion sin riesgo. “Son estudios
gue emplean técnicas y métodos de investigacion documental retrospectivos y aquellos en
los que no se realiza ninguna intervencion o modificacion intencionada de las variables
biolégicas, fisioldgicas, sicoldgicas o sociales de los individuos que participan en el estudio,

entre los que se consideran: revision de historias clinicas, entrevistas, cuestionarios y

otros”.

Los aislamientos incluidos en el estudio cuentan con sus respectivos consentimientos

informados segun la legislacién vigente para ello. Se conservard el anonimato y la

confidencialidad de la informacién personal identificable y de contacto (nombre, direccién,

teléfono) de cada paciente. Solamente los investigadores del presente proyecto tendran

acceso a esta informacion. En el caso de existir excedentes de las muestras utilizadas al

final del proyecto, este material bioldgico sera regresado al banco biolégico del HUCDFLLA.
7. Resultados

7.1 Evaluacion insilico del gen 12S-9S

Los resultados obtenidos mediante los andlisis insilico se muestran en la Figura 4.

Figura 4 Amplificacion insilico de la PCR 12S-9S
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Los resultados obtenidos mediante los andlisis Bioinformético se muestran en la Figura 4;

Para el set de primers FW_12S-9S; Primers RV_12S-9S disefiados por Urrea y colaboradores
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en 2018 (87). Fueron evaluados mediante el software Geneious prime.

Se observan diferencias en el tamafo del amplicon entre las especies L. (V.) braziliensis con
291 pb, L. (V.) guyanensis con 304 pb y L. (V.) panamensis con 334 pb sugiriendo que esta
region del DNA del kinetoplasto es una buena candidata para la tipificacion de especies de
Leishmania.
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Figura 5 Amplificacién invitro de la PCR 12S-9S.

7.2 Estandarizacién de la PCR del gen Ribosomal 12S-9S del kKDNA de los Maxicirculos.
El andlisis de los productos de PCR gendmica en gel de agarosa revel6 bandas para las cepas
del subgénero Viannia L. (V.) braziliensis MHOM/BR/75/M2903 y MHOM/BR/84/LTB300 de
300 pb, para L. (V.) panamensis MHOM/PA/71/LS94 de 330 pb, para L. (V.) guyanensis
MHOM/GF/79/LEM85, MHOM/BR/75/M4147 de 350 pb. Por su parte todas las cepas del
subgénero Leishmania evaluadas presentaron un amplicon de 300 pb (Figura 5).

1: MPM 50pb; 2: cepa L.(V.) braziliensis MHOM/BR/75/M2903 300pb; 3: cepa L.(V.)
braziliensis MHOM/BR/75/M2903 300pb; 4: cepa L.(V.) braziliensis MHOM/BR/84/LTB300
300pb; 5: cepa L.(V.) braziliensis MHOM/BR/84/LTB300 300 pb; 6: cepa L.(V.) panamensis
MHOM/PA/71/LS94 330 pb; 7: cepa L.(V.) panamensis MHOM/PA/71/LS94 330 pb; 8: L.(V.)
guyanensis MHOM/BR/75/M4147 350 pb; 9: L.(V.) guyanensis MHOM/GF/79/LEM85 350 pb;
10: cepa L. (L.) Mexicana MHOM/BZ/82/BEL21 300 pb; 11: cepa L. (L.) Mexicana
MHOM/BZ/82/BEL21 300 pb; 12: cepa L.(L.) amazonensis MHOM/ BR/73/M2269 300 pb; 13:
cepa L.(L.) amazonensis MHOM/ BR/73/M2269 300 pb: 14: cepa L.(L.) chagasi
MHOM/BR/74/PP75 300 pb; 15: cepa L.(L.) chagasi MHOM/BR/74/PP75 300 pb; 16: cepa
L.(L.) amazonensis aislamiento CIDEIM 300 pb; 17: cepa L.(L.) mexicana aislamiento INS
300 pb; 18 y 19: NTC; 20: MPM 50pb.
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Se evidencia que el marcador permite la tipificacién de especies del subgénero Viannia, que
a su vez constituyen las especies de mayor importancia clinica del pais. Asi mismo, cabe
resaltar que la prueba no pueda tipificar las especies del subgénero Leishmania debido a que,
algunas de estas circulan en el pais se ve la necesidad de seguir usando el blanco miniexon
con el cual discrimina entre los subgéneros Vianniay Leishmaniay a su vez todas las especies
dentro de este subgénero (Leishmania).

Figura 6 Limite de deteccion PCR 12S-9S.
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7.3 Resultados de las Variables del rendimiento analitico

7. 3.1 Resultados Validacién Analitica — Sensibilidad; Ensayo de Limite de deteccion

En el ensayo de limite de deteccién se identific6 que la cantidad minima de DNA con la cual
se puede obtener un resultado positivo para la PCR 12S-9S fue de 0,00001 ng para cada cepa
de referencia (Figura 6). De acuerdo con el rango dindmico que se muestra en la Figura 6. En
el tratamiento de las muestras se garantizé que las misma se encontraran dentro del rango
dinamico. En el anexo 7 se muestran las cantidades de cada aislamiento.

Figura 6 Resultados del ensayo de limite de deteccion de la PCR 12S-9S.

Los resultados obtenidos muestran una sensibilidad adecuada del marcador molecular 12S-
9S debido a las concentraciones bajas con las cuales se logra obtener amplificacion, este

marcador podria usarse en muestras biolégicas que tengan bajas cargas parasitarias.

26



7.3.2 Resultados Sensibilidad Analitica (Ase) - ensayo de Repetibilidad

Los resultados del ensayo de repetibilidad se describen en la tabla 1.

Muestras
1.1
1.2
2.1
2.2
3.1
3.2
4.1
4.2
5.1
5.2
6.1
6.2
7.1
7.2
8.1
8.2
9.1
9.2

10.1
10.2

Analista 1 Analista 2
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 1 Dia 2 Dia 3
Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Negativa | Negativa = Negativa = Negativa = Negativa = Negativa
Negativa = Negativa = Negativa = Negativa = Negativa = Negativa
Negativa | Negativa = Negativa @ Negativa = Negativa = Negativa
Negativa | Negativa | Negativa | Negativa @ Negativa | Negativa
Negativa | Negativa | Negativa | Negativa @ Negativa | Negativa
Negativa | Negativa | Negativa | Negativa @ Negativa | Negativa
Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Negativa | Negativa | Negativa | Negativa @ Negativa | Negativa
Negativa | Negativa | Negativa | Negativa @ Negativa | Negativa
Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Negativa | Negativa | Negativa | Negativa @ Negativa | Negativa
Negativa | Negativa @ Negativa = Negativa = Negativa = Negativa

Tabla 1 Resultados del ensayo de repetibilidad realizado por dos analistas independientes.

Resultados del ensayo de repetibilidad realizado por dos analistas independientes.

Como se observa en los resultados de la tabla 1, los resultados obtenidos durante los tres

dias de ejecucion de cada analista demuestran una concordancia del 100%. El analisis del

indice de concordancia Kappa refleja un valor de 1,00 que acorde a la escala de Landis y

Koch la fuerza de la concordancia es “casi perfecta”. Mismo resultado cuando se analiza los

resultados obtenidos entre los dos analistas, Lo que sugiere que la PCR 12S-9S es

reproducible sin importar el operario en la técnica.
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7.3.3 Resultados Especificidad Analitica (ASp); Selectividad, Inclusividad y

exclusividad.

Los resultados del ensayo de especificidad analitica se describen en la tabla 2.

Tabla 2 Resultados del ensayo de especificidad analitica, selectividad, inclusividad y

exclusividad.

Muestras

Al
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9
A10
All
Al12
A13
Al4
A15
Al6
Al7
A18
A19
A20
A21
A22
A23
A24
A25
A26
A27
A28
A29
A30
MO1 - S. aureus
MO02 - S. epidermidis

Analista 1

Positiva
Negativa
Positiva
Positiva
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa
Negativa

Analista
2
Positiva
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa
Negativa

Acuerdo entre
analistas
Acuerdo
Acuerdo

No acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo

Definicion real
de la muestra

Positiva
Negativa
Positiva
Positiva
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Positiva
Positiva
Positiva
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa
Negativa
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MO3 — Sporothrix Negativa | Negativa Acuerdo Negativa
schenckii

MO04 — Trypanosoma cruzi . Negativa | Negativa Acuerdo Negativa

L. (V.) braziliensis Positiva = Positiva Acuerdo Positiva

L. (V.) panamensis Positiva @ Positiva Acuerdo Positiva

L. (V.) guyanensis Positiva @ Positiva Acuerdo Positiva

Como se observa en la tabla 2, la prueba tiene un alto grado de selectividad ya que permitié

detectar con exactitud las muestras que realmente contenian DNA de Leishmania. Asi

mismo, se obtuvo que el método tiene una alta capacidad de ser inclusiva ya que pudo

identificar correctamente diversas cepas de Leishmania inclusive cepas pertenecientes al

subgénero Leishmania como se mostr6 en la Figura 5. Se obtuvo que la prueba es 100 %

exclusiva en este analisis ya que solo amplifico las cepas de referencia y no se amplificaron

las muestra de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y el hongo Sporothrix

schenckii como agentes asociados al microbiota de la piel; por su parte no amplifica a

Trypanosoma cruzi como agente cercano filogenéticamente a Leishmania, evitando sesgos

en la prueba y tener falsos positivos (Tabla 2 y figura 5).
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Figura 7 Resultados de selectividad, inclusividad y exclusividad.
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Como se observa en los resultados de la tabla 2, los resultados obtenidos por los dos

analistas demuestran una alta concordancia, en donde solo hubo desacuerdo en una de las

muestras evaluadas. El andlisis del indice de concordancia Kappa refleja un valor de 1,00

que acorde a la escala de Landis y Koch la fuerza de la concordancia es “casi perfecta”.
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Los valores de sensibilidad y especificidad analitica fueron del 93% y 100% respectivamente.
Las demas variables del rendimiento analitico se describen en la tabla 2, Figura 6 y 7. La
demas evidencia se encuentran en el Anexo 2 Geles de Validacion.

7.4 Concordancia algoritmo Ovalle y colaboradores Vs algoritmo Arias y
colaboradores.

La concordancia de la amplificacion vy tipificacion de especies de Leishmania con el gen
ribosomal 12S-9S, se evalué usando un total de 30 aislamientos de leishmania provenientes
del Biobanco-CDFLLA, las cuales se encontraran en ciego para evitar sesgos en la prueba.
Dichos resultados se compraron con el algoritmo de tipificacion de especies de Leishmania
propuesto por Ovalle y colaboradores en 2018 (22), en el cual utilizan los marcadores

moleculares hsp70, miniexon y las Enzimas Haelll y Bccl respectivamente.

El acuerdo entre los dos algoritmos se determiné por medio del indice de concordancia
kappa (89).

Una vez corridos ambos algoritmos se obtuvo que; Los resultados obtenidos en el analisis
de concordancia Kappa para la tipificaciéon de tres especies de Leishmania revela un
acuerdo de 0.806, que acorde a la escala de Landis y Koch la fuerza de la concordancia es

“acuerdo sustancial”

Este resultado se obtuvo cuando se realiz6 el analisis de las tres especies por separado
L.(V.) Braziliensis, L.(V.) panamensis y L.(V.) guyanensis. Por los cual se decidié calcular
un nuevo Kappa L.(V.) Braziliensis Vs. L.(V.) panamensis/guyanensis Ya que esta primera
es acusa de generar un tipo de “metastasis” de su forma cutanea a mucocutanea (92-94)
y presenta una mayor su resistencia farmacoldgica respecto al comportamiento del

complejo (95-98).

Una vez calculado dicho indice se obtuvo que:

Los resultados obtenidos en el analisis de concordancia Kappa para la tipificacion de
especies de Leishmania revela un acuerdo de 0,933, que acorde a la escala de Landis y

Koch la fuerza de la concordancia es “casi perfecto”

Los resultados obtenidos permiten un adecuado diagndstico de la leishmaniasis y una
probable posibilidad para mejorar la identificacion de especies para con ello se pueda orientar

nueva terapia farmacologica mas orientada a especie y disminuir los riesgos de exponer a
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los pacientes a farmacos citotoxicos.

Nuestro trabajo se realizd con aislamientos principalmente de la regién andina; por ello es
necesario ampliar este y conocer con mayor certeza el desempefio de la prueba y evitar

sesgos en la misma.

8. Discusion

Las diversas manifestaciones de la leishmaniasis se encuentran ampliamente distribuidas en
el territorio nacional, principalmente la leishmaniasis cutanea por la mayor exposicion
corporal que se tiene de forma natural (99). En Colombia desde la ultima década se ha
presentado una disminucién en los casos de leishmaniasis en todo el pais (100). Pese a ello,
esta disminucion no ha sido significativa. Ha habido cambios en el patron epidemiolégico, el
reporte de nuevos focos, las diversas dindmicas sociales que han llevado a cambios y
migraciones, la industrializaciéon que ha llevado a nuevos establecimientos poblaciones en
entornos rurales, la deforestacion y el movimiento constante de las fuerzas militares por
eventos socio politicos del pais, la explotacion a gran escala de los recursos naturales y la
gran desigual del pais; donde mas del 90 % de los casos de CL notificados ante el INS son
aportados por las fuerzas militares una de las poblaciones mas expuestas dada su
labor(100,101). La poblacién campesina dada su ocupacién y el apoyo que tiene al pais
“seguridad nutricional” que a su vez estas poblaciones se encuentran en zonas de mayor
riesgo de infeccion. Si bien es cierto durante los Ultimos 5 afios los casos en general han
disminuidos frente a los histéricos, la leishmaniasis sigue siento un problema en salud
publica, pie de fuerza militar limitado, costos para el sistema de salud, elevacion de reporte
en salud mental “pacientes con manifestaciones severas de LMy LMC” que al final se traduce

en la limitacion de la calidad de vida de los pacientes (102—-104).

Dado que hasta la fecha no existe un blanco molecular validado que en un solo paso permita
la correcta tipificacion de especies y teniendo en cuenta la importancia de esto en la clinica
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del paciente y los altos niveles de resistencia farmacologia reportados, asi como
medicamentos limitados para tratar la enfermedad sin dejar de mencionar su alta

citotoxicidad (95,96,105,106). Esta prueba se convierte en una herramienta prometedora.

En cuanto a la metodologia utilizada en este proyecto, la PCR 12S-9S KDNA demostré una
concordancia moderada con un Kappa de 0,806 y 0,933 respecto al Gold estandar utilizado
“Ovalle y colaboradores 2018” (22). Cabe resaltar que con este nuevo protocolo se acortan
los tiempos, se utilizan menos reactivos y materiales, asi como capacidad instalada para
conocer a nivel de subgénero y especie involucrados en la enfermedad. Es de anotar que
esta metodologia acorta significativamente los tiempos en comparacion con técnicas que
parten de cultivo (107-110). Asi como la utilizacibn de minimas cantidades de material

genético para su amplificacion.

En otros estudios como los de cabrera 2010 (111), en donde se han descrito métodos como
la PCR-OL que también pertenece al kDNA en donde han podido identificar al género, pero
no segregar en un solo paso las especies de pertenecientes al subgénero Viannia. En
estudios como los de Weigle 2002 (112); en donde se logra identificar cuatro especies del
subgénero Viannia, pero no ninguna del subgénero Leishmnia; por lo cual nuestros
resultados demuestras ser mucho mas promotores al ser mucho mas incluidos que blancos

propuestos anteriormente (111-113)

La robustez de la prueba “puede ver se afecta al ser una metodologia abierta (114,115) y
requerir de un paso extra para su lectura como lo son los geles de agarosa, en donde se
limita su poder discriminatorio. Siendo este el primer paso de validacién de esta herramienta
en ensayos futuros se debe continuar con ensayos de validacion diagnostica, asi como la
inclusion de diferentes tipos de muestras como; laminas, biopsia y aspirados de bazo o
medula 6sea. Asi, como también ampliar la diagnostico diferencial con mas agentes

involucrados en el diagnostico diferencial de la enfermedad.

En el diagndstico y tipificacién de leishmaniasis en Colombia ha sido ampliamente estudiado
dada la falta de una prueba validada que en un solo paso permita alcanzar ambos objetivos,
gue sea rapida y costo eficiente. Con alta sensibilidad y especificidad que se pueda
establecer como el método estandar en el pais (114,116,117). Se ha descrito la
comprobacion parasitolégica mediante cualquier método como estandar de referencia, bien
sea convencionales o moleculares (118-121). Debido a la baja sensibilidad de los métodos

convencionales o de requerir diversos pasos para lograr tipificar se ha evidenciado la

32



necesidad de proponer una técnica que supere estos obstaculos sin perder su robustez, en
los ultimos afios se han propuesto como método diagnostico e identificacion de las especies
de leishmania causante de las diversas manifestaciones clinicas, como lo es la utilizaciéon de

isoenzimas o técnica como la reaccion en cadena de la polimerasa conocida como PCR.

En este trabajo se estandarizo y desarrollo una PCR convencional que amplifica una regién
conservada, pero con cierto polimorfismo muy puntuales que le permite hacerla tipificacion
de las tres especies de importancia clinica en el pais. Puntualmente la regién 12S-9S del
kDNA de los Maxicirculos. Con primers disefiados por Urrea y colaboradores (87). En donde
se realizé un robusto trabajo Bioinformatico para analizar si cumplian con todos los indices

descritos actualmente en la literatura.

Asi como también realizamos ensayos de validacién analitica para especificidad, median el
uso de cepas de referencia pertenecientes al subgénero Viannia y leishmania, asi como
también microorganismos asociados al diagnostico diferencial de la enfermedad como lo son
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Sporothrix schenckii T. Cruzi por su
cercania taxonémicamente. Microrganismo causante de lesiones cutaneas y mucosas
similares a las que ocasiona la leishmaniasis, por lo cual cobra vital importancia en no tener
reacciones cruzadas de estas enfermedades que puedan ocultar la enfermedad o complicar

el diagndstico y tratamiento de la enfermedad en diversas coinfecciones.

Se evidencié la especificidad la PCR convencional 12S-9S kDNA en la amplificacién del
blanco, demostrando la presencia del parasito. Pese que los aislamientos provenian del
BioBanco-CDFLLA para evitar sesgos en el estudio contabamos con muestras totalmente
anonimizadas. De esta forma la prueba permite el diagnostico y tipificacion de especies del
subgénero Viannia en el territorio nacional. Pese a ello, cabe mencionar que ya que en
Colombia circulan especies del subgénero leishmania también la prueba no es capaza de
segregar a estas ya que muestras un perfil de amplificacion similar al de L. (V.) braziliensis
por lo cual, existe la necesidad de introducir en nuestro algoritmo de tipificacion al gen
miniexon ya que este pese a su comportamiento en el laboratorio nos permite segregar a los
dos grandes subgéneros. Cuando solo se analizé la capacidad de la prueba de identificar las
muestras positivas con leishmaniasis se obtuvo una identidad de 100 % (107/107) de los
aislamientos analizados. Asi también cuando se ejecutaron ejercicios de repetibilidad por
dos analistas durante tres dias consecutivos se obtuvo de igual forma una identidad de 100
% (30/30) de los aislamientos utilizados. Por lo cual el blanco se postula como una
herramienta prometedora también desde el diagnostico de la en enfermedad.
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La tipificacién de especies de leishmaniasis cobra entonces una gran utilidad en el pronéstico
de la enfermedad, ya que los tratamientos con los que se cuentan actualmente son altamente
citotoxicos y los mismo no sirven de forma eficiente para todas las especies. Las altas tasas
de complicaciones y resistencia hacen sin duda alguna que antes de inicio de la terapia
farmacologia de conozca a nivel de género y especie implicada en la manifestacion clinica
del paciente, con ello también conocer de cierta forma mas accesible la epidemiologia de la
enfermedad en el territorio nacional, asi como también su distribucién. Con ello evitar
someter a los pacientes a terapias farmacologias altamente toxicas y dolorosa y asi también
la tasa de adherencia sea mucho mayor. En la actualidad se han considerado diversas
técnicas como los andlisis de isoenzimas (MLEE), propuesto como el gol estdndar desde la
OMS (122), poco util en la préactica clinica diaria y alun mas teniendo en cuanta las
limitaciones que presentan los diversos laboratorios que hacen diagnéstico de leishmaniasis

actualmente en el territorio nacional.

Dada su complejidad, costos y tiempos; requiere de cultivo y el aislamiento del parasito
previamente lo que le proporciona multiples limitaciones en su uso. Aun asi, en esta era
molecular que nos encontramos y teniendo en cuenta los eventos de salud publica que han
ocurrido en los ultimos afios y como estos han robustecido la capacidad diagnostica de
videos laboratorios al largo de todo el territorio nacional, ha permitido una puesta en marcha
de este tipo de pruebas para el diagnostico vy tipificacion de especies de leishmania. Asi
diversos centros de investigacion a nivel mundial entre los cuales Colombia ha hecho
grandes aportes al ver la necesidad que se tiene con la enfermedad y al ser un pais endémico
gue proporciona todos los ejes para que la enfermedad se desarrolle. Diversos autores como
estudios previos del Hospital Universitario Centro Dermatolégico Federico Lleras Acosta de
Ovalle y colaboradores en 2018 (22), proponen métodos pasados en PCR-RFLP con
diferentes blancos como lo es miniexon y HSP70. Como en este caso, la necesidad de varias
enzimas de restriccién que son necesarias para garantizar la tipificacion correcta somete a
caer en mayores tiempos y costos lo que se traduce en demoras para la instauracion un
tratamiento farmacol6gico especie-especifico. La configuracibn gendémica del parasito
impresionante y muy amplia, por lo cual es de vital importancia la busqueda, estandarizacion
y validacién de una prueba molecular que permita el diagnéstico y tipificacion de especies
en donde se puedan ofrecer resultados con una alta confiabilidad, sensibilidad, especificidad,

rapidez, sencillas y accesibles que sirvan como el uno gol estandar del pais.
Desarrollando este proyecto de investigacion se ha propuesto un nuevo blanco molecular
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para el diagndstico y tipificaciébn de especies de leishmania en Colombia (87), desde el
laboratorio de investigacion de Hospital Universitario Federico Lleras Acosta, donde se
estandarizaron las condiciones de la PCR convencional propuesta para el diagndstico y
tipificacion de la enfermedad (123). Como apoyo diagnostico en casos de sospecha de
resistencia en pacientes y aungue se llevo a cabo el primer paso de validacién analitica,
apoya a diferentes investigaciones futuras de la linea de leishmaniasis que se puedan apoyar

en esta metodologia y en pro de llegar a ser una prueba diagnéstica abalada para tal fin.

Con los resultados obtenidos en el proyecto se observé que el blanco molecular se convierte
una herramienta prometedora en el diagndéstico v tipificacién de especies de leishmania en
el pais. Asi como ser una herramienta a nivel de repetibilidad y robusta. Que permite la
amplificacién de material genético a muy bajas cargas parasitaria y con una exclusividad de
amplificar solo el subgénero de interés impresionante evitando con ello que se den falsos
positivos por microorganismos que se encuentren relacionados la diagnostico diferencial de

la enfermedad o cercana a la misma taxondmicamente.

Asi como demostrar un gran desempefio con diferentes muestras de diferentes ubicaciones
geogréficas lo cual la convierte en una prueba aun mas robusta siendo capaz de amplificar
muestras de diferentes ubicaciones geograficas como se demuestra en la figura X Mapa de

distribucion d especies empleadas del BioBanco-CDFLLA.

9. Conclusiones

1. Este estudio evalud la sensibilidad analitica de la PCR del gen ribosomal 12S-9S
donde se obtuvo un resultado positivo de 0,00001 ng/ul como se muestra en la Figura
6. Demostrando una sensibilidad adecuada del marcador, debido a las
concentraciones bajas con las cuales se logra obtener amplificacién, este marcador

podria usarse en muestras biolégicas que tengan bajas cargas parasitarias.

2. Este estudio revelo uno especificidad analitica de la PCR del gen ribosomal 12S-9S
de forma positiva ya que re obtuvo un alto grado de selectividad, inclusividad y
exclusividad. Lo que da al método robustez y evita caer en los falsos positivos o falsos

negativos como se demostré en la Figura 5 y la tabla 2.
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3. La PCR 12S-9S kDNA demostr6 una muy buena concordancia con un Kappa de
0,806 y 0,933 respecto a algol estandar utilizado; que acorde a la escala de Landis
y Koch la fuerza de la concordancia es “sustancial y casi perfecta” permiten un
adecuado diagnostico de la leishmaniasis y una probable posibilidad para mejorar la
identificacion de especies para con ello se pueda orientar nueva terapia
farmacoldgica mas orientada a especie y disminuir los riesgos de exponer a los

pacientes a farmacos citotéxicos.

4. Se evidencio la necesidad de proponer nuevas herramientas moleculares para el
diagnéstico y tipificacion de la leishmaniasis con metodologias mucha mas rapidas y
eficientes que las propuestas actualmente en la comunidad cientifica. Ya que el
diagnostico convencional presenta muchas limitaciones y técnicas que requieran de
cultivo toman mucho mas tiempo y dinero. Por todo lo expuesto anteriormente se
trabajé en la estandarizacion y validacién analitica de la PCR convencional 12S-9S

del KDNA de los Maxicirculos.

5. La PCR convencional 12S-9S del kDNA de los maxicirculos demostrd tener un gran
poder en el diagnéstico de la leishmaniasis y ser una herramienta prometedora en la
tipificacion de especies, una prueba altamente sensible, repetible y exclusiva de la
leishmaniasis. Fue un primer estudio que propone a los maxicirculos como blancos
moleculares prometedores. Y al ser una PCR convencional permite que se pueda

implementar mas facilmente que otras metodologias en el pais.

6. El diagnostico y tipificacion del parasito se ha primordial ante las dificultades que
afrontaran los pacientes con tratamientos farmacolégicos disponibles para tratar la
enfermedad. Siendo indispensable para evitar fallas terapéuticas por diferentes
indoles. En la actualidad existen diversos métodos que pueden apoyar este proceso,
pero en su gran mayoria los validados parten de cultivos lo que retrasa drasticamente
el tratamiento del paciente. Teniendo en cuenta estas metodologias se estandarizo y
valido analiticamente una técnica molecular convencional que parte del gen
ribosomal 12S-9S del kDNA de los maxicirculos que permite la identificacion del
parasito en el 100 % de los aislamientos utilizados (30) y se establece como una
herramienta prometedora a la hora de segregar la especie L.(V.) braziliensis del

complejo L.(V.) panamensis/guyanensis.
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10. Recomendaciones

1. Estudiar metodologias cerradas como qPCR pueden mejorar la sensibilidad a la hora
de tipificar especies con el blanco molecular propuesto. Asi como también, disminuir
los tiempos en la ejecucién de la técnica y costos a no tener que revelar la prueba
mediante electroforesis. También realizar validacién con geles de poliacrilamida que
puedan aportar una mayor resolucion teniendo presente las contraindicaciones de
estos. Asi, mejorando la concordancia del blanco molecular frente a otras propuestas

como los de Ovalle y colaboradores en 2018.

2. Recomendar el uso de la PCR convencional 12S-9S del kDNA de los maxicirculos
PCR como ayuda diagnéstica ante un resultado negativo por frotis directo, teniendo
en cuenta su prometedor desempefio no sin desconocer la etapa inicial en la cual se
encuentra la validacién de esta, puede ser de gran ayuda en el manejo clinico del

paciente con sospecha de leishmaniasis.

3. Se recomendable realizar charlas de educacion y capacitacion a todos los actores
gue se encuentran involucrados con la leishmaniasis en la importancia de la
tipificacion de especies, con el fin de implementar nuevos protocolos, con el fin de
disminuir la tasa de falla terapéutica y le resistencia parasitaria que se ha convertido

en nuestro nuevo reto.
11. Limitaciones

1. Se hace necesario aclarar que este tipo de Tecnologias al requerir un paso adicional
para la lectura de los productos de amplificacion “electroforesis” limitan la prueba por
ello se proponen implementar su validacion diagnostica bajo metodologias cerradas

como lo seria la gPCR.

2. Es necesarios implementar un nimero mayor de muestras, asi como un mayor
namero de tipos de muestras como laminas, hisopados, biopsias, aspirados de
medula 6sea y bazo. Ya que nuestro trabajo se realiz6 con aislamientos
principalmente de la regién andina; por ello es necesario ampliar este y conocer con

mayor certeza el desempefio de la prueba y evitar sesgos en la misma.

3. Para evitar sesgos se sugiere realizar ensayos con un mayor numero de

microorganismos de diagndstico diferencial que le aporten mayor robustez a la
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técnica con ello evitar falsos positivos.

12. ANEXOS.

1. Glosario

2. Geles de Validacién

3. Mapa de Distribuciéon de Especies

4 Certificado participacion Xll semana de
Investigacion. FABA-UDES - Modalidad
Oral

4.1 Presentacion
5. IX Reunion ChagasLeish y XIX
Simposio PECET

5.1 Presentacion

6.Base de Datos Analisis de

concordancia

Tabla 3 anexos

Terminologia clave utilizada en el estudio

gue facilitan la comprension del estudio

Presentacion PowerPoint, donde se ilustran
los soportes del proceso de validacién del

estudio.

Mapa que da a conocer la distribucion de

los aislamientos utilizados en el estudio.

Incluye presentacion PowerPoint y

certificado como ponente oral.

Incluye presentacion PowerPoint y

certificado como ponente oral.

Incluye la ubicacién, resultados algoritmo

miniexon/hsp70 Vs miniexon/kDNA
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