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1 Resumen

c Debido a que las personas infectadas se encuentran en zonas muy aisladas las
muestras tardan semanas en llegar al laboratorio y por lo tanto son susceptibles de

deteriorarse.

El objetivo es evaluar la efectividad de la solucién de Guanidina con EDTA en un
lapso de 5 semanas como conservador de material biolégico de Leishmania sp. para

su determinacion por PCR en tiempo real.

El experimento consta en inocular 5 hamsteres con el parasito y confirmar la
infeccion por microscopia, después comparar la calidad del DNA dependiendo del
tratamiento dado (5 semanas con la solucién, 5 semanas sin la solucion, extraccion

de la laminilla y extraccion el mismo dia de la obtencion de la muestra).

Los resultados indican que las muestras que no recibieron tratamiento, amplifican
de forma similar que las muestras extraidas de laminillas y las muestras que se
mantuvieron en la solucién amplifican en promedio 2 ciclos después que las

muestras extraidas el mismo dia que se obtuvieron.

Con estos resultados podemos afirmar que la solucion de Guanidina con EDTA sirve

como conservador de material genético para Leishmania spp.




ST
FES
ZARAGOZA

2 Introduccion
2.1 Generalidades de Leishmania

La Leishmania es un parésito protozoario de la familia Trypanosomatidae (orden
Kinetoplastida), intracelular obligado y dimérfico. En los hospederos mamiferos se
localiza en macrofagos y células dendriticas. Se transmite a los humanos por la
picadura de fleb6tomos hembra infectados, en América, es transferido por un
mosquito del género Lutzomyia spp., y en Europa, del género Phlebotomus spp.
(Berrueta, 2017).

Con mas de 30 especies identificadas, y al menos 20 patdgenas para los mamiferos,
el género Leishmania incluye dos subgéneros. Las especies del subgénero
Leishmania solo crecen en los vectores naturales en la porcién del tubo digestivo
anterior al piloro, que se encuentra en la union del intestino medio con el intestino
posterior (desarrollo suprapilérico), mientras que las especies del subgénero
Viannia crecen tanto en el intestino medio como en el intestino posterior (desarrollo
peripilérico). (OMS, 2010)

La Leishmaniasis se contempla dentro del grupo de enfermedades tropicales
zoondticas menospreciadas. Es prevalente en mas 98 paises y se e estima que hay
alrededor de 350 millones de personas en riesgo y 12 millones de casos, con una
incidencia anual de 0.7-1.2 millones de casos de Leishmaniasis cutanea y 0.2-0.4

millones de la forma visceral. (OMS, 2010)
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llustracion 1 Clasificacion taxonémica de Leishmania spp. la cual se divide en subgéneros, complejo y especies.

Obtenido de (OMS, 2010)
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La Organizacion Panamericana de la Salud/Organizacion Mundial de Salud
(OPS/OMS) ha promovido esfuerzos intensificados en los paises endémicos para
garantizar el acceso al diagnostico y tratamiento oportuno de calidad para las
personas afectadas por esta enfermedad. De los 18 paises endémicos el 43.57%
de la poblacion en esos paises estad expuesta al riesgo de sufrir Leishmaniasis.
(World Healt Organization , 2016)
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llustracion 2 Mapa con la distribucién geografica de casos de Leishmaniasis en las Américas y el riego
poblacional. Obtenido de (World Healt Organization, 2016)




2.1.1 Morfologia

Al ser un parasito dimorfico sus caracteristicas varian de forma radical en cada una
de ellas. En la etapa de promastigote (forma infectiva) es la etapa en la que se
encuentra en el intestino del vector, su forma es elongada extracelular. Mide 10 - 20
pm, sin contar la longitud del flagelo, cuyo tamafo oscila entre 15 - 25 um. Presenta
un gran nudcleo central, ribosomas, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi,
vesiculas y una mitocondria. El cinetoplasto aparece como una banda granular
electrodensa dentro de la extension de la mitocondria, localizado a 1-2 um del

extremo anterior del parasito, de donde emerge el flagelo. (Berrueta, 2017)

El amastigote (la forma replicativa) es la etapa en la que se encuentra en los
fagolisosomas dentro de los fagocitos mononucleares del hospedero es redondo u
oval, intracelular. Mide 2-4 um; con tincibn Giemsa se aprecian un gran nucleo y un
cinetoplasto pequefio, ambos de color purpura, y un filamento delgado que une
cinetoplasto y cuerpo basal, éste Ultimo apenas un punto visible. El cinetoplasto es
una subestructura de la gran mitocondria, con DNA Unico y se encuentra asociado

estrechamente al bolsillo flagelar y al cuerpo basal del flagelo. (Berrueta, 2017)

A)-Promastigoteq] Nucleo®

Aparato-de-Golgif Cinetcplastc9

Mitocondria® \ :

B)-Amastigotef]

Aparato-de-Golgif Mitocondria®

Cinetoplasto9

Ntcleo9 Flagelo®

llustracion 3 Formas parasitarias de Leishmania spp. A) se muestra el promastigote, el cual presenta un flagelo
y forma alargada. B) se muestra el amastigote el cual se encuentra con el flagelo embebido con su caracteristica
forma circular Tomado de (World Healt Organization , 2016).
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2.1.2 Ciclo de reproduccién

Como se muestra en lailustracion 5 1) Los promastigotes, una vez en la probdéscide
del flebétomo hembra, son introducidos en la piel de un hospedero durante la
ingesta de sangre. 2) Los parasitos son fagocitados en piel por macrofagos,
activando el complemento. 3) A pesar de que muchos promastigotes son destruidos,
algunos promastigotes dentro de los fagolisosomas, pierden el flagelo y pasan a su
forma de amastigote, donde se multiplicaran por fision binaria. La replicacion ocurre
desde decenas hasta cientos. 4) Las células infectadas se rompen finalmente y los
amastigotes se diseminan, hacia diferentes tejidos. 5) Cuando los fleb6tomos no
infectados se alimentan de individuos infectados, ingieren las células con
amastigotes 6) Los amastigotes se liberan en el intestino del flebétomo 7) Sufren
cambios bioquimicos y se transforman en promastigotes 8) En el intestino medio del
insecto, se multiplican y finalmente migran a la probéscide como promastigotes.
(OMS, 2010)

o Al alimentarse de sangre

el flebétomo inocula al parasito Los macréfagos fagocitan

Los promastigotes a los promastigotes

en forma de premastigote
Q se reproducen por

division y migran /
a la probéscide

\% 1 Los promastigotes se

transforman en

amastigotes dentro a
de los macréfagos

Los amastigotes se transforman
0 en promastigotes en el intestino medio

®5.
QOOQ < Los amastigotes se multiplican
5 & R - en las células de varios tejidos

90 \ . \ (también en los macréfagos)
Ingestién de 93 A

células parasitadas ) )
” A = Fase infecciosa
Al alimentarse de sangre

el flebétomo ingiere macréfagos A = Fase diagndstica
infectados con amastigotes

llustracion 4 Ciclo de vida de Leishmania spp. Obtenido de semFYC.
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2.1.3 Formas clinicas
2131 Leishmaniasis Cutanea Localizada (LCL).
Las caracteristicas clinicas de la Leishmaniasis cutanea son muy variables
dependiendo de la especie, region y el estado inmune del paciente. La lesion mas
comun comienza en el punto de inoculacién como una papula o nédulo que crece

lentamente y tarda como minimo 1 semana en alcanzar su tamafio final.

En el centro se forma una costra que acaba desprendiéndose y dejando una Ulcera
de hasta 5 cm de diametro, con borde elevado e induracién periulcerosa variable.
Son frecuentes los nédulos satelitales en el borde de la lesion, puede confundirse
con otras enfermedades cutaneas, como las infecciones estafilococicas o
estreptocdcicas, Ulceras micobacterianas, lepra, infecciones fungicas cancer,

sarcoidosis o Ulcera tropical. (OMS, 2010)
La Leishmaniasis cutanea en Europa y Africa es causada por:

e L.infantum

e L. tropica

e L. major

e L. aethiopica

e L. donovani
En América es causada por:

e L. mexicana,
e L. braziliensis

e L. panamensis

o L guyanensis llustracion 5 Lesion caracteristica en un caso de

Leishmaniasis cutanea en la cual se observa una ulcera con
borde elevado y fondo limpio. Obtenida de piel
latinoamericana

e L. peruviana.




2.1.3.2 Leishmaniosis Cutanea Difusa (LCD).

La Leishmaniasis cutanea difusa es causada por L. aethiopica y se caracteriza por
maculas, papulas, ndédulos o placas cutaneas muy diseminadas, o infiltracion difusa
de la piel, sobre todo en las superficies extensoras de los miembros y en la cara,
donde el engrosamiento de las cejas y los I6bulos de las orejas puede parecerse a

la lepra.

No hay ulceracion y la afectacion mucosa esté confinada a los bordes de los orificios
nasales y los labios. La enfermedad no se cura espontaneamente, y las recaidas
tras el tratamiento son frecuentes en pacientes coinfectados por el VIH o con otros
tipos de inmunodepresion. En América se ha asociado Unicamente con L. mexicana

y L. amazonensis.

llustracion 6 Lesiones mas comunes en caso de Leishmaniasis cutdnea diseminada donde se observan papulas
difusas por toda la espalda y brazos obtenido de (Zerpa, 2009)




ST
FES
ZARAGOZA

2.1.3.3 Leishmaniosis Mucocutanea (LMC)

Las lesiones mucosas de la Leishmaniasis son raras en el Viejo Mundo, Los
pacientes con Leishmaniasis visceral o PKDL y los coinfectados con VIH pueden
presentar lesiones en la boca, la nariz o la mucosa genital causadas por L. infantum,
L. major o L. tropica. Las lesiones laringeas pueden cronificarse y confundirse con

cancer.

En el Nuevo Mundo, es causada principalmente por L. braziliensis y L. panamensis,
la caracteristica destacada de la Leishmaniasis Mucocutanea es que producen
metastasis en la mucosa de la boca y las vias respiratorias altas por diseminacion
linfatica o hematdégena. Estudios realizados en Brasil han revelado que la
Leishmaniasis Mucocutanea puede presentarse desde varios meses hasta mas de

20 afios después de una lesion cutanea (OMS, 2010)

Otros factores de riesgo son la localizacion de la lesion primaria por encima de la
cintura, las lesiones primarias grandes o multiples y el retraso de la curacion de la

Leishmaniasis cutanea primaria.

Las lesiones nasales estan siempre presentes, con nddulos e infiltracion del septo
cartilaginoso anterior, que conduce a la obstruccién del orificio nasal y, mas tarde,
a la perforacién y colapso del septo, con ensanchamiento de la nariz. La piel de la
nariz puede estar engrosada, tumefacta e hiperémica. En un tercio de los casos hay
otros lugares afectados: por orden de frecuencia, la faringe, paladar, laringe, traquea
y labio superior. En la fase final hay mutilacion grave, con obstruccion y destruccion
de la nariz, faringe y laringe. Las infecciones bacterianas secundarias son

frecuentes, y la causa de muerte mas frecuente es la neumonia intercurrente.




Otras enfermedades, tales como la rinitis alérgica, paracoccidioidomicosis,
estomatitis gangrenosa, linfoma, lepra y la sarcoidosis, pueden simular

Leishmaniasis Mucocutanea temprana o avanzada.

llustracion 7 Perforacion de la parte superior del labio causando lesion en el paladar y perdida del ojo derecho
presente en un caso de Leishmaniasis Mucocutanea obtenido de (Diego Fernando Zea, 2009)
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2134 Leishmaniasis Visceral (LV)

La Leishmaniasis visceral puede presentarse en personas de cualquier edad que
entren en una zona endémica. Los casos pueden ser agudos, con fiebre de inicio

brusco que aparece de 3 semanas a 2 afios después de la exposicion.

La enfermedad puede progresar rapidamente, con escalofrios, fiebre ondulante
elevada, esplenomegalia, hepatomegalia, sudoracion profusa, pérdida de peso

rapido y profundo malestar.

Estos pacientes tienen mas probabilidades de presentar complicaciones raras, tales
como anemia hemolitica aguda grave, lesiones renales agudas o hemorragias

mucaosas.

En America la Leishmaniasis visceral puede ser endémica o esporadica. El agente

etiolégico es L. infantum.

llustracion 8 Esplenomegalia y hepatomegalia sefialadas con marcador en un paciente con Leishmaniasis
Visceral. Obtenido de stepl.medbullets.com
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2.1.35 Leishmaniasis Cutanea Diseminada (LCD)

La Leishmaniasis cutdnea diseminada presenta numerosas lesiones nodulares o
ulceradas extensas, y se ha descrito en relacion con infecciones por L. braziliensis,
L. panamensis, L. guyanensis y L. amazonensis. Puede haber desde méas de 20

hasta cientos de lesiones cutaneas, con o sin afectacion mucosa.

H

o
5" |

llustracion 9 Lesiones con pequefias ulceras con fondo plano y algunas papulas en la espalda causadas por
Leishmania spp obtenido de (Kunze, 2015)

Subgénero L. (Leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia)
Viejo Mundo L. donovani L. major
L. infantum L. tropica

L. KillickP
L. aethiopica

L. infantum

Nuevo Mundo L. infantum L. infantum L. braziliensis L. braziliensis
L. mexicana L. guyanensis L. panamensis
L. pifanof L. panamensis

L. venezuelensis L. shawi
L. garnham?® L. naiffi
L. amazonensis L. lainsoni
L. lindenbergi
L. peruviana
L. colombiensis®

Tropismo principal Visceral Dérmico Dérmico Mucoso

llustracion 10 Muestra la afinidad que tienen las distintas especies de Leishmania spp en los casos clinicos
obtenido de (OMS, 2010)

12



ZARAGOZA

2.2 Diagnastico de Leishmaniasis
2.2.1 Microscopia
La visualizacion de amastigotes en el examen microscopico es el estandar de oro
para la confirmacion de Leishmaniasis Cutdnea. A pesar que la especificidad de la
microscopia es elevada, su sensibilidad es variable, dependiendo principalmente de

la capacitacion del personal para realizar la técnica.

La técnica se realiza haciendo una puncion en el borde de la lesion y del liquido
ceroso que brota, se hacen frotis o improntas para después ser fijados y tefiidos con

colorante de Giemsa.

llustracion 11 Amastigotes de Leishmania spp. En tincion de Giemsa a 100x (Marifio-Gonzalez)

13



2.2.2 Inoculacién en animales de laboratorio

La inoculacion de animales es un método que puede resultar inconveniente para el
diagnéstico debido al largo tiempo de incubacion que requiere, el cual puede ser
desde meses hasta un afio, en comparaciéon a la microscopia que puede ser

realizada en cuestion de horas.

Asi mismo, este es un excelente método para el aislamiento del parasito y su
posterior tipificacion. La inoculacion se realiza en animales susceptibles como son
el hdmster dorado (Mesocrisetus auratus) y los ratones singénicos de la cepa
BALB/c .ya sea inoculando el parasito en orejas, nariz o principalmente en el
cojinete plantar (Centro Nacional de Vigilacia Epidemiologica y Control de
Enfermedades, 2015)

llustracion 12 Hamster dorado utilizado para la conservacion de cepas de Leishmania spp. Laboratorio de
Leishmania, parasitologia INDRE
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2.2.3 PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

La deteccion del parasito mediante PCR es méas sensible que el examen
microscopico al ser una técnica molecular. Lamentablemente su uso se encuentra
limitado a hospitales de referencia y centros de investigacion debido al alto costo de

Sus reactivos y equipos.

Debido a su elevada sensibilidad, la PCR detecta mas infecciones asintomaticas

gue el examen microscopico y permite dar un diagndstico en cuestion de horas.

llustracion 13 Bandas de un corrimiento electroforético después de una PCR de Leishmania (Montalvo, 2008)
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2.3 Agentes conservadores de DNA durante el muestreo

Para que una prueba de laboratorio pueda ser realizada de manera efectiva, es
necesario hacer una buena toma de muestra y mantener las muestras en las
condiciones Optimas para evitar que se degrade. En el caso de la biologia molecular
este es un paso critico debido a que el material genético puede degradarse, ya sea
por las sustancias que la misma muestra pudiera liberar (DNasas, Hemoglobina, y

cofactores) o por alguna contaminacion externa.

Para ello se han desarrollado algunas técnicas que evitan o0 retrasan estos
procesos, dentro de estas técnicas se encuentra el uso de Nitrdgeno liquido, el cual
congela la muestra en cuestion de segundos evitando la formacion de cristales que

pudieran lisar las células.

También se puede deshidratar la muestra con etanol al 70 % como en el caso de

las muestras fijadas en portaobjetos (aunque esta opcidén puede degradar el ADN).

Utilizar un buffer especializado que inactive las endonucleasas también es una

buena opcidn aunque un poco mas cara.

Otra opcion es mantener la muestra en soluciones que contengan sales de
Guanidina o 3-Mercaptoetanol que inhiben DNasas y RNasas debido a su actividad

desnaturalizante de proteinas.

Por ultimo los anticoagulantes los cuales evitan la hemdlisis ya que al liberarse
hemoglobina esta inhibe las reacciones enzimaticas, por otro lado la coagulacién
tiene la capacidad de atrapar entre sus fibras proteinas, agua y células impidiendo
una lisis apropiada. En el caso del EDTA puede captar iones como el calcio el cual

es necesario para realizar varias funciones enzimaticas (Cornejo, 2013).
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2.4 Solucion Guanidina EDTA

El Hidrocloruro de Guanidina posee propiedades caotrépicas y es uno de los
desnaturalizantes de proteinas mas potentes haciendo que su estructura definida

se pierda, quedando en forma de ovillo.

El acido etilendiaminotetraacético, también denominado EDTA, es una sustancia
utilizada como agente quelante la cual crea complejos con iones metélicos
polivalentes en solucién para formar complejos coordinados ciclicos no ionicos,

solubles en agua y virtualmente no disociables.

Coordina a metales pesados de forma reversible por cuatro posiciones acetato y

dos amino, lo que lo convierte en un ligando hexadentado.

Por lo tanto al tener una solucién con estas dos sustancias podemos mantener una
muestra en buen estado por mayor tiempo, debido a que la Guanidina desnaturaliza
las proteinas que pudieran degradar la muestra y el EDTA se quelara los cofactores
los cuales son iones requeridos para el correcto funcionamiento de una enzima,
como ejemplos de estas tenemos hierro, magnesio y zinc que son iones metélicos

cargados positivamente.

Si el cofactor es removido la enzima no es capaz de hacer su trabajo como en el
caso de la anhidrasa carbdnica que cataliza la reaccion entre el agua y el diéxido
de carbono para formar acido carbonico, la cual requiere zinc como cofactor para

su funcionamiento.

@ O
NH 9 Cl@ TNW NHLDH
H,N” “NH, o GJ\DH

O

llustracion 14 Molécula de Guanidina 'y EDTA
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2.5 Extraccion de ADN

Hay una gran cantidad de métodos para extraer DNA pero solo hablaremos de

extraccion en general en tejidos animales.

Primero debemos realizar una toma demuestra adecuada para evitar alguna
contaminacion, las cuales afectan la accion de las enzimas durante la reaccion de
PCR.

Cada tejido tiene sus consideraciones propias y siempre sera necesario conocerlas
0 preguntar a los especialistas de cada grupo para llevar a cabo una toma de

muestra exitosa.

Para tejidos animales hay que cortar el tejido en pedazos pequefios para facilitar su
maceracion, la cual consiste en romper las uniones entre las células para mejorar

la interaccion con las soluciones de lisis que ayudan a liberar el material genético.

Una vez obtenida la muestra es necesario liberar el material genético el cual se

encuentra dentro de las células lo cual se puede hacer de diferentes formas.
e Lisis por ruptura mecéanica y extraccion con disolventes orgénicos.

La lisis debe de ser lo suficiente mente fuerte para lisar las células, pero no muy
agresivo para proteger el DNA. Este método puede ser usado para extraer DNA de
material crudo, liofilizado o congelado. Se puede utilizar cloroformo, alcohol
isoamilico o fenol, para separar las proteinas y otros componentes de la célula
solubles en el disolvente organico, por lo que de esta forma se logra la separacion
de los &cidos nucleicos, siempre teniendo en cuenta que hay que controlar el pH de

la fase acuosa y la concentracion de sales.
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e Lisado y purificacion con un detergente ionico.

Este es un procedimiento basico para extraer DNA de donde un detergente aniénico
puede romper la pared celular y asi se produce la lisis de las células. Un ejemplo de
este método, quizas el mas conocido, es el uso de CTAB (bromuro de cetil trimetil
amonio) como detergente para lograr la lisis. El CTAB, ademas, en presencia de
EDTA como agente quelante y TRIS-HCI como tampén, forma complejos insolubles
con el DNA. Luego se extraen los residuos organicos con cloroformo, para separar

posteriormente el DNA por precipitacion con etanol.
e Método de salting-out

A partir de un lisado celular se pueden separar las moléculas de proteinas y otros
contaminantes del DNA mediante la adicién de altas concentraciones de sal que
hacen gque disminuya la solubilidad de las moléculas organicas en la fase acuosa.
En este método se utiliza frecuentemente la proteinasa K, el TRIS-HCI para regular
el pH y otros reactivos quimicos que aseguren la total inactivacion de las enzimas
que pueden actuar sobre las moléculas de DNA. Para la extraccién se utilizan sales
inorganicas como el perclorato de sodio y el cloruro de sodio en concentraciones
muy altas que hacen precipitar a las moléculas organicas. El precipitado formado
se separa por centrifugacion y luego se puede extraer el DNA de la disolucién
acuosa mediante la adicién de alcohol, por precipitacion.
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2.6 PCR
Se trata de la reaccion en cadena de la polimerasa, conocida como PCR. Esta

técnica permite multiplicar pequefias cantidades de DNA entre cientos de miles y
millones de veces. El tramo destinado a reproducirse puede tener desde cincuenta
hasta mas de dos mil nucledtidos de longitud. El segmento de DNA que sirve de
molde no requiere estar necesariamente en estado puro, sino que puede ser parte

de mezclas complejas.
e Los Nucleétidos

Los nucleétidos se diluyen en agua, la solucion debe ser en un pH 7,7-8,0, si no un
pH acido promovera la hidrélisis del ANTP (Desoxiribonucleotido trifosfato) en dNDP
(Desoxiribonucleotido difosfato) y dNMP (Desoxiribonucleétido monofosfato) y los

hara inutiles para las reacciones de polimerizacion de la DNA enzimatica.

Los cuatro dNTP deben ser usados en concentraciones equivalentes para minimizar
errores de incorporacién de bases. Se debe decidir la mas baja concentracion

adecuad de dNTP para la longitud y composicion de la secuencia blanco.
¢ Iniciadores o Primers

Los nucledtidos iniciadores son fragmentos complementarios que se van a unir a
cada una de las dos cadenas separadas del templado de DNA. La seleccién de
nucleotidos iniciadores es muy importante en la PCR los cuales deben de contar

con las siguientes condiciones

Tamafio ideal: 20-25 nucleétidos de longitud.
Temperaturas de fusion (Tm) 50-65 °C
Contenido GC 40-60%

Debe ser evitada la auto-complementariedad para minimizar la formacion de

A w NP

estructuras secundarias y los dimeros de primer

o

Debe tener un 100% de apareamiento con el molde.
6. Las concentraciones Optimas de los Primers son generalmente entre 0.1y 0.5
MM,
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7. Los Primers deben ser elegidos de modo que tengan una secuencia Unica dentro
del DNA que sera amplificado. Un primer disefiado con una secuencia altamente
repetida dara lugar a productos no deseados

8. Los Primers necesitan ser disefiados con menos de 3 pares de bases de
homologia entre ellos.

e La polimerasa

Un rango de concentracion recomendado para Taq polimerasa es entre 1 y 2.5

unidades por 100 pl de reaccion cuando los otros parametros son 6ptimos.
e Concentracion de Magnesio

Es benéfico optimizar la concentracién del ion magnesio, ya que afecta: el
alineamiento de los Primers, la temperatura de disociacion de las cadenas, tanto del
templado como del producto de PCR, la especificidad del producto, la formacion de
dimeros de primery la actividad y fidelidad de la enzima. La Taq polimerasa requiere
magnesio libre en la unién con el templado, los Primers y los dNTP. Los PCR deben
contener 0.5 a 2.5 mM de magnesio.

e Desnaturalizacion

Consiste en la desnaturalizacion del DNA, separandose las dos cadenas por ruptura
de los enlaces de hidrégeno. Las condiciones tipicas de desnaturalizacién son 95°C
por 30 segundos, sin embargo temperaturas mas altas pueden ser apropiadas

especialmente para templados ricos en G + C.
e Alineamiento

Consiste en la hibridacién de los Primers. Para ello se baja la temperatura y las
condiciones seran tales que se facilitara la union de los primers a las cadenas. La
temperatura y el tiempo requerido para el alineamiento de los primers dependen de
la composicién, tamafio y concentracion de los primers amplificadores. Una

temperatura de alineamiento en el rango de 55 a 72°C genera buenos resultados.
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e Extension

La tercera reaccion se efectlia a 72° C, temperatura a la cual, la polimerasa lleva a
cabo su accion, insertando los diferentes nucledtidos complementarios en el orden
qgue le va indicando la cadena que actia como molde. El tiempo de extension
depende de la longitud y concentracion de la secuencia blanco y de la temperatura.
La extension del primer se realiza tradicionalmente a 72°C. Un tiempo de extension
de un minuto es considerado suficiente para productos de hasta 2 kb de longitud.

Una vez que la reaccion ha finalizado, el tamafio del fragmento multiplicado puede
determinarse sometiendo los productos de la reaccion a una electroforesis en gel

de agarosa o poliacrilamida.
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2.7 PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real da resultados cuantitativos debido a que los productos de
amplificacion se observan a medida que transcurren los ciclos de la PCR. Esta
basado en la deteccidén y cuantificacion de un reportero fluorescente, cuya sefal
aumenta en proporcion directa a la cantidad de producto de PCR en la reaccion,
con la ayuda de un termociclador que tiene acoplado un sistema de deteccién que
es capaz de adquirir y cuantificar la sefial emitida por el reportero al final de cada

ciclo para cada muestra.
e SYBR Green

Es un agente intercalante que se une al DNA de doble cadena dando un incremento
de la fluorescencia a medida que aumenta la cantidad de producto de PCR. Es
simple y economico, facil de usar, sensible, versatil y no se necesitan sondas
especificas. Sin embargo durante la reaccion de PCR puede unirse a dimeros de

primers y a otros productos inespecificos.
e Hydrolysis probes (TagManTM)

Se emplea una sonda que tiene unidos un fluorocromos reportero y un fluorocromo
quencher. Cuando ambos fluorocromos estan unidos a la sonda, el reportero no
emite sefial. Pero, cuando la sonda hibrida con la secuencia de interés durante la
reaccion de PCR, la actividad exonucleasa de la Taq polimerasa corta al
fluorocromo reportero del resto de la sonda, permitiendo la emisién una sefial
fluorescente Se monitorea la sefial fluorescente del reportero que se va acumulando

en los sucesivos ciclos de PCR.
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3 Justificacion

La Leishmaniasis a pesar de ser una enfermedad que se encuentra en gran parte
del mundo, no cuenta con la suficiente atencion debido a que esta altamente
relacionada con la pobreza. En el caso de América latina la transmision se ve
incrementada debido al alto indice de migracion de todos los paises de centro y sur
América hacia Estados Unidos, trayendo con ellos especies no endémicas las
cuales no siempre reaccionan de la mejor manera ante el tratamiento que se da en
México. Por lo cual es necesario implementar métodos diagnosticos mas sensibles

y especificos como es la PCR en tiempo real.

Dentro de las mejoras que ofrece la técnica es que ya no se requiere cortar con un
bisturi la lesién y después raspar con el bisturi dentro de la lesion para obtener el
material bioldgico lo cual es un método agresivo para el paciente aumentando las
probabilidades de una infeccién secundaria por algun otro patégeno, sin tomar en
cuenta que el resultado se limita solo al género del parasito. Por otro lado, al utilizar
un hisopo como método de recoleccion de DNA y mantener la muestra en una
solucion de Guanidina con EDTA evitara que el material biolégico presente una

mayor degradacion antes de su extraccion.

Esto permitira incrementar la sensibilidad en contraste con el método actualmente
utilizado el cual consiste en obtener el material genético a partir de una laminilla
previamente tefiida con Giemsa y ya utilizada para su deteccion por microscopia.
De esta manera podemos aumentar la sensibilidad y especificidad de la técnica
brindando un mejor resultado diagndéstico el cual puede influenciar hasta en la

eleccién del tratamiento.
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4 Objetivo General

Evaluar la efectividad de la solucion de Guanidina con EDTA en un lapso de 5
semanas como conservador de material biologico de para la posterior determinacion

de Leishmania spp. por PCR en tiempo real.
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5 Hipotesis
Hipdtesis alternativa (H1): La solucién de Guanidina con EDTA presenta efectividad
como conservador de material biolégico el cual se ve reflejado en su determinacién

por PCR en tiempo real para la deteccion de Leishmania spp en comparacion del

método de extraccion en laminilla.

Hipotesis nula (HO): La solucion de Guanidina con EDTA no presenta efectividad
como conservador de material bioldgico el cual se ve reflejado en su determinacién
por PCR en tiempo real para la deteccién de Leishmania spp en comparacion del

método de extraccion en laminilla.
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6 Metodologia
6.1 Tipo de Estudio

Experimental, Comparativo, Transversal, Prolectivo.

6.2 Analisis de resultados

Los resultados seran analizados por estadistica no paramétrica.

6.3 Procedimiento

6.3.1 Materiales y reactivos
e Aceite de inmersion

e Agua grado Molecular

e Agua libre de nucleasas.

e Colorante Giemsa.

e Etanol al 70%

e Etanol grado molecular (96-100%)

e Gradilla para tincion.

e Guantes

e Hipoclorito de sodio al 2%.

e Hisopos de Rayon marca Puritan num. 6 con mango de poliestireno

e Hoja para bisturi #15 desechable.

e Jeringas para insulina

¢ Kit de extraccion DNeasy Blood y Tissue kit

e Mango para bisturi #3.

e Marcador indeleble punta fina

e Metanol absoluto.

e Micropipetas (1000, 200, 20 y 10 pL) y puntas con filtro

e Papel seda

e Pisabental (Sol. inyectable de Pentobarbital sdédico 6.9g/100mL) Reg.
SAGARPA Q-7833-215

e Porta objetos nuevos y desengrasados.
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Rompun (Sol. Inyectable de Hidrocloruro de Xilazina 20mg/mL) Reg. SAGARPA
Q-0615-035

Solucion salina estéril.

SuperScript 11l One-Step RT-PCR System with Platinum Tag DNA Polymerase
Toallas de papel absorbente.

Tubos Eppendorf nuevos y estériles.
6.3.2 Materiales bioldgicos

6 Hamsteres dorados macho
Cepa de Leishmania spp.

DNA

Extremidad infectada de Hamster

Hamster infectado con Leishmania spp
6.3.3 Equipos

Bafio Maria

Cabina de bioseguridad
Cabina de bioseguridad
Cabina de PCR
Cronometro

Equipo de diseccion.
Microcentrifuga
Microscopio 6ptico
Termociclador CFX96

Vortex
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6.3.4 Inoculacién en Hamster

Se cargaron las jeringas con las suspensiones de Leishmania spp. A una
concentracion de 3x10’ promastigotes por mililitro. Después se inocularon 5 de los
6 Hamsteres con 0.1mL de la suspension de Leishmania spp. En el cojinete plantar.
El sexto hamster no se inoculo para utilizarlo como control negativo y se mantuvo

bajo las mismas condiciones que los demas dentro del bioterio del INDRE.

Se verifico tanto el crecimiento de los animales como el proceso de infeccion, en un

periodo de 3 a 8 meses hasta que se presentd inflamacion en el area inoculada.

6.3.5 Eutanasia de Hamster y Obtencion de Material Bioldgico

Se inmovilizo al hamster y fue sedado con 1 mL de Rompun por via subcutanea
para disminuir el estrés que pudiera sufrir el animal, una vez sedado se inyecto6 por
via intraperitoneal una sobredosis de Pentobarbital sodico para cuasar la muerte del

Hamster, por ultimo, se corté la extremidad inferior infectada.

6.3.6 Examen directo (microscopia)

De la misma lesion donde se tomd la muestra para PCR con el bisturi se realiz6é un
ligero raspado con el mismo y se distribuyd sobre un portaobjetos limpio de manera

circular de adentro hacia afuera

Se dejaron secar las laminillas durante 15 min a temperatura ambiente sobre la

mesa de trabajo, después fueron fijadas con metanol absoluto durante 1 min.

Para la tincion fueron cubiertas con solucion de Giemsa durante media hora,
después enjuagadas con agua de la llave evitando que la presion del chorro darfie

la muestra.

Una vez secas se colocaron las laminillas en el microscopio para buscar
amastigotes intra o extracelulares en todos los campos de ser necesario para

confirmar la infeccion por Leishmania spp.
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6.3.7 Extraccién de DNA

Con un bisturi se realizé6 una pequefa incisién en la zona inflamada y con los
hisopos de Rayon se tomaron 3 muestras a cada uno de los hamsteres, se
depositaron 2 de las puntas de los hisopos en un tubos Eppendorf vacios y la otra
en un tuvo Eppendorf con 500uL de la solucion de Guanidina y se mantuvieron a
20°C, cerrados hasta su extraccion 5 semanas después

Para la extraccion de DNA ya sea para los que tenian Guanidina como para los que
no, se agregaron 200uL de Buffer ATL, 20uL de proteinasa K y se agitaron con
Vortex 5 seg.

Después se Incubo a 56°C durante 10 minutos y se volvio a agitar con Vortex 5 seg.
Se agregaron 200 pL de etanol absoluto grado molecular y se agito con Vortex
durante 5 seg.

Con una micropipeta se retird la solucion y se vertié en una columna de extraccion,

centrifugandola por 1 min a 8000 rpm y se desecho lo eluido.

Para hacer los lavados se agregaron a la columna 500uL de buffer AW1 y se
centrifugo 1 min a 8000 rpm, se desechd lo eluido, después se agregaron 500uL de
buffer AW2 y se centrifugo 3 min a 14000 rpm volviendo a desechar lo eluido.

Por ultimo, se colocé la columna dentro de un tubo Eppendorf estéril y se vertieron
en la columna 50uL de buffer AE, para después centrifugarlo durantel min a 8000
rpm esta vez quedandonos con la solucion eluida y manteniéndola a 4°C bien

cerrada y etiquetada.

6.3.8 PCR Tiempo Real

Dentro de la cabina de bioseguridad del area de Master mix se mezclaron todos los

reactivos como se muestra en anexo 11.8 en un solo tuvo Eppendorf.
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En una tabla se designaron la posicion que cada muestra iba a tener dentro de la

placa de 96 pozos.

Conforme a lo especificado en la tabla se agregaron 20uL de la mezcla antes

preparada en los pozos correspondientes, esta se mantuvo cerrada y se llevé a la

cabina de bioseguridad del area de PCR.

Se agregaron a los pozos 5 pL del material correspondiente ya sea muestra, control

positivo o control negativo dependiendo de lo descrito en la tabla anterior. Se

taparon cuidadosamente verificando que no hubiese algun lugar donde pueda

ocurrir alguna fuga.

Se programo el termociclador con el proceso ya establecido por el departamento de

Parasitologia Molecular, para la determinacién de Leishmania la cual requiere de 40

ciclos para poder observar la amplificacion de manera objetiva

95°C

95°C

50°C 10 min

2 min

15 seg.

60°C

1 min

<4

40X

llustracion 15 Condiciones del termociclador por cada ciclo.

Se colocd la placa dentro del Termociclador de la misma manera en que fue anotada

en la tabla y se inici6 al proceso el cual dur6 1 hora.
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7 Diagrama de flujo
Parte 1

Diagrama de flujo para Evaluar la efectividad de la solucidon de Guanidina con EDTA
En un lapso de 5 semanas como conservador de material bioldgico de Leishmania spp.

Para su determinacién por PCR en tiempo real.

Realizar suspensiones del parasito.

Inocular suspension a los hamsteres

¢Presenta No
“ inflamacion en > -
. lapatainoculada?

Seguir monitoreando
hasta que la presente

Si |
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Parte 2
Tomar muestras con los
Hacerimprontas - CEutanasiadelHamster — hisopos
. //,,,,,/’ él-as \\ .
" laminillas son
Desechar las muestras - N0 — —;

Realizar extracciones de DNA dependiendo del tratamiento que se le dio a cada muestra.
(Semana 0, Semana 5 sin Guanidina, Semana 5 con Guanidina y laminilla)

Realizar PCR

Analizar los resultados
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8 Resultados
8.1 Resultados de la infeccion en Hamsteres

Los 5 hamsteres inoculados mostraron signos de infeccidn a partir del tercer y
cuarto mes post-inoculacion, siendo estos la inflamacion de la pata donde se
inoculo el parasito e irritabilidad, los cuales aumentaban con el paso de los dias
como se esperaba.

llustracion 16 podemos observar el crecimiento en la pata del hamster debido al proceso inflamatorio causado
por la Leishmania spp. (Marifio- Bermudez 2018).

Durante la eutanasia de los Hamsteres, se tomaron 10 improntas y 10 frotis para su
posterior tincion, donde se observaron las formas amastigotes confirmando que la
infeccion fue causada por Leishmania spp y no por algun otro patégeno, también se
utilizaron 3 hisopos por hamster separando cada uno en un tubo Eppendorf para su
posterior tratamiento y extraccion de DNA.
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Ausentes
Presentes
Presentes
Presentes
Presentes

Presentes

Cuadro 1 Se compara el signo de inflamacién que presentaron contra la ausencia o presencia de amastigotes

en las tinciones.

Se tomaron las siguientes fotos de las laminillas ya tefiidas con Giemsa donde

podemos observar los amastigotes, confirmando que el proceso inflamatorio en los

hamsteres es causado por Leishmania spp.

Macrofagos infectados con
amastigotes de Leishmania

Amastigotes de Leishmania spp.

llustracion 17 Amastigotes de Leishmania spp. Provenientes de la lesién del Hamster 1 Tincion tipo

Romanowsky (Giemsa) 100X aceite de inmersién Soto/Marifio 2019.
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Células del hamster
desprendidas de la lesion

Amastigotes de Leishmania spp.

llustracion 18 Amastigotes de Leishmania spp. Provenientes de la lesién del Hamster 2 Tincion tipo
Romanowsky (Giemsa) 100X aceite de inmersion Soto/Marifio 2019.

Amastigotes de Leishmania spp.

llustracion 19 Amastigotes de Leishmania spp. Provenientes de la lesién del Hamster 3 Tincion tipo
Romanowsky (Giemsa) 100X aceite de inmersion Soto/Marifio 2019.
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Amastigotes de Leishmania spp.

Células del hamster
desprendidas de la lesién
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llustracion 20 Amastigotes de Leishmania spp. Provenientes de la lesién del Hamster 4 Tincion tipo
Romanowsky (Giemsa) 100X aceite de inmersién Soto/Marifio 2019.

Amastigotes de Leishmania spp.

llustracion 21 Amastigotes de Leishmania spp. Provenientes de la lesién del Hamster 5 Tincion tipo
Romanowsky (Giemsa) 100X aceite de inmersién Soto/Marifio 2019
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8.2 Resultados de PCR

En la siguiente imagen podemos observar las graficas obtenidas por el software
CFX Manager Version 3.1.1517.0823 de Bio-Rad del termociclador el cual nos
permite comparar los diferentes pozos y sus resultados al mismo tiempo, ademas
de mostrarnos el umbral para poder discernir si es positiva o no y el CP (ciclo en el
cual la muestra rebaso el umbral), el que entre menor sea mejor es la calidad del
DNA utilizado.

Amplification

1400

1200 4
1000 §

300 §

RFU

500 §
400 1

200 7

Gréfica 1 Grafica de amplificacidn para detectar el género Leishmania spp. En el gje de las abscisas se muestra
el nimero de ciclos y en las ordenadas la fluorescencia. En la grafica se observan las curvas de amplificacion,
de color gris podemos observar los blancos de extraccién, de amarillo el NTC, de rojo el control positivo, de
color las muestras donde el DNA fue extraido a partir de laminillas previamente tefiidas con Giemsa, de color
naranja las muestras que no recibieron ningun tipo de tratamiento y se mantuvo almacenada a 20°C durante 5
semanas, de color verde las muestras que fueron tratadas de con la mezcla de Guanidina EDTA y almacenada
a 20°C durante 5 semanas y de color morado se observan las curvas de las muestras extraidas justo después
de la Eutanasia del Hamster.

38



Amplification
mE T S P ST ST ST TN FY ST T
00 L e e A Control positiva . ... ]
00 v / -------------------------------------------

Gréfica

Cycles

2 Grafica de amplificacion para detectar el género Leishmania spp. En el eje de las abscisas se muestra

el nimero de ciclos y en las ordenadas la fluorescencia. En la gréafica se observan de color gris los blancos de

extracc

ion, de amarillo el NTC y de rojo el control positivo.
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Gréfica 3 Grafica de amplificacidn para detectar el género Leishmania spp. En el gje de las abscisas se muestra

el nimero de ciclos y en las ordenadas la fluorescencia. En la gréafica se observan de color azul las curvas de
amplificacion de las muestras donde el DNA fue extraido a partir de laminillas previamente tefiidas con Giemsa.
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Gréfica 4 Grafica de amplificacion para detectar el género Leishmania spp. En el eje de las abscisas se muestra
el nimero de ciclos y en las ordenadas la fluorescencia. En la grafica se observan de color naranja las curvas
de amplificacién de las muestras que no recibieron ningun tratamiento y se mantuvo almacenada a 20°C
durante 5 semanas.
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Gréfica 5 Grafica de amplificacion para detectar el género Leishmania spp. En el eje de las abscisas se muestra
el nimero de ciclos y en las ordenadas la fluorescencia. En la grafica se observan de color verde las curvas de
las muestras que fueron tratadas de con la mezcla de Guanidina EDTA y almacenada a 20°C durante 5
semanas.
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Gréfica 6 Grafica de amplificacion para detectar el género Leishmania spp. En el gje de las abscisas se muestra
el nimero de ciclos y en las ordenadas la fluorescencia. En la gréfica se observan de color morado las curvas
de las muestras extraidas justo después de la Eutanasia del Hamster.
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En el cuadro numero 2 se agruparon los resultados obtenidos en las corridas de
PCR. En la primera columna se enlistan los Tratamientos dados a las muestras
siendo estos 1) Los que no fueron tratados con Guanidina y almacenados durante
5 semanas,2) Los que si fueron tratados con Guanidina y almacenados durante 5
semanas, 3) Los extraidos de las laminillas previamente teflidas como se mencioné

en la metodologia y 4) Los que fueron extraidos justo después de la eutanasia del

hamster.

29.11 22.24 27.03 23.21

33.28

NA 21.24 24.1 20.16 23.36 18.26
NA 27.12 29.72 28.2 24.46 24.38
NA 19.14 23.41 18.27 22.56 14.68

Cuadro 2 Resultados gPCR, se muestran los CP a los cuales amplificaron las muestras (NA no amplifica).

En la grafica siguiente podemos comparar la diferencia entre resultados
provenientes del mismo Hamster dependiendo del tratamiento obtenido antes de la

extraccion de DNA.

Las muestras que no recibieron tratamiento alguno y fueron almacenadas durante
5 semanas son las que tienen un CP mas alto, seguidas de las obtenidas de
laminilla, en el siguiente lugar se encuentran las muestras con el tratamiento de
Guanidina EDTA y por ultimo las que fueron extraidas justo después de la eutanasia

del Hamster.
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RESULTADOS QPCR

E 5 Semanas sin guanidina E 5 Semanas con guanidina & Laminilla Extraccion semana 0
35
E

30 E =

= E =
25 = =E = o
20 =
15
10

0 B E =

I — §— | — ===

Hamster O Hamster 1 Hamster 2 Hamster 3 Hamster 4 Hamster 5

Gréfica 7 Resultados de PCR agrupadas por Origen de muestra y comparacion de tratamientos.

Para una mejor visualizacion de los resultados se tomé la decision de obtener el
inverso de los mismos, para que de esta manera se observen las muestras con

mejor calidad de DNA en posiciones mas altas en la gréafica.

43



NA

0.034352 0.030048 0.044964 0.036995 0.043084
4 0 0

NA 0.047080 0.041493 0.049603 0.042808 0.054764
9 7 1 2 5

NA 0.036873 0.033647 0.035460 0.040883 0.041017

1 <) 9 0 2
NA 0.052246 0.042716 0.054734 0.044326 0.068119
6 7 5 2 8

Cuadro 3 se muestran los CP inversos a los cuales amplificaron las muestras (NA no amplifica).

RESULTADOS QPCR 1/CP

E 5 Semanas sin guanidina = 5 Semanas con guanidina = Laminilla Extraccién semana 0

0.08
0.07
0.06
0.05
0.04
0.03
0.02

0.01

Hamster O Hamster 1 Hamster 2 Hamster 3 Hamster 4 Hamster 5

Gréfica 8 Resultados de PCR inversos agrupadas por Origen de muestra y comparacion de tratamientos.
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9 Discusion

La Leishmaniasis de acuerdo con la OMS es una de las 10 enfermedades tropicales
mas importantes a nivel mundial, sin embargo, también es una enfermedad
desatendida (World Healt Organization , 2016).

Como sabemos el diagnostico de LCL se basa en el cuadro clinico y antecedentes
de residencia o procedencia de areas endémicas con transmision de la enfermedad,
demostracion directa al microscopio e indirectamente por inmunologia, serologia y
PCR. (NOM-032-SSA2-2014, 2014)

El diagndstico por microscopia es relativamente sencillo, pero depende en gran
medida de la toma de muestra, de la experiencia del analista y tiene la desventaja
de que no nos brinda la especie causante de la Leishmaniasis.

La gPCR ha demostrado tener una mayor sensibilidad y especificidad con respecto
ala PCR punto final y nos permite tener resultados en una menor cantidad de tiempo
(1 hora aproximadamente), no requiere del uso de otras técnicas como
electroforesis, debido a las sondas o marcadores fluorescentes que utiliza y es
menos susceptible a contaminaciones. Al ser un método altamente especifico ha
sido utilizada para el diagnéstico de diversas enfermedades como Malaria y Chagas.
(Wortmann, 2005)

El método actual para el diagndstico de LCL por gPCR en el laboratorio de
Leishmania del INDRE, consiste en obtener el material genético a partir de una

laminilla previamente fijada con etanol y tefiida con Giemsa.
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Como mencionamos en el punto 5.3.6 para la visualizacion del amastigote es
necesario hacer una incision en el borde de la lesion, raspar con un bisturi y el
material obtenido distribuirlo en un portaobjetos para después fijarlo con etanol y
tefiirlo con Giemsa. Por lo cual se decidi6é utilizar un hisopo de rayon para la
obtencion de las muestras, debido a que en lesiones viejas y secas es dificil
encontrar amastigotes ya que la carga parasitaria disminuye con el tiempo. De esta
manera el hisopo puede ser pasado por toda la lesion sin causar un dafio mayor al
paciente y ya que la prueba es altamente sensible y especifica ya que con un
amastigote que quede atrapado entre los filamentos del hisopo es mas que

suficiente para que la prueba detecte al parasito.

Se decidié utilizar una solucién de Guanidina con EDTA, la cual evita que se
degrade la muestra esto debido a su efecto caotrépico y quelante, manteniendo las
muestras en dicha solucion por 5 semanas para observar su efecto, esto mediante
la desnaturalizacion de proteinas que pueden degradar el DNA (Endonucleasas) o
interferir con la extraccién del mismo (Hemoglobina), también atrapando iones como
calcio y magnesio entre otros que pudieran funcionar como cofactores en

reacciones enziméaticas. (Cornejo, 2013)

Para el experimento se utilizaron 6 hamsteres, inoculando 5 con el parasito y
dejando uno como control negativo denominado como hamster 0, los cuales se

mantuvieron bajo el cuidado del personal del bioterio del INDRE.
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Los hamsteres se observaron semanalmente y a partir del mes 3 post-inoculacion
empezaron a presentar inflamacion en la extremidad donde se les inyecto el
parasito, excepto en el control. Con lo cual esperamos un par de semanas mas,

hasta que la inflamacién se observara como la que vemos en la llustracion 22.

Cuando las lesiones alcanzaron las condiciones descritas en el punto 7.1, con
ayuda del personal a cargo del bioterio se sacrificaron a los animales y se les corto
la extremidad infectada a la altura de la rotula. En el caso del hamster O se decidio
cortar la pata trasera derecha.

Se realiz6 la toma de las muestras para extraccion como se menciona en el punto
5.3.7 para simular el tiempo que puede tardar en llegar una muestra que se
encuentre en una region muy alejada del centro de salud donde se pueda dar

atencion al paciente.

Con el bisturi se hicieron frotis e improntas como se explica en el anexo .11.3 Estos
fueron fijados con metanol y después teflidos con Giemsa. Con microscopia de
campo claro se observaron los amastigotes con el objetivo 100x que se muestran
en las llustraciones 23, 24, 25, 26 y 27, donde se aprecia el nicleo de color azulado
ligero y el cinetoplasto de color morado o azul intenso de los amastigotes,

confirmando que la inflamacion fue causada por Leishmania spp.
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Para la extraccion de DNA, se tomo uno de los tubos Eppendorf que no tenian la
solucion de Guanidina con EDTA (siendo estas las muestras que se tomaron justo
después de la eutanasia del hamster) y una de las laminillas que ya hubiera sido
utilizada en microscopia de cada uno de los hamsteres. El DNA se mantuvo a -20°C

hasta que se tuvieran las otras muestras.

Una vez que pasaran las 5 semanas se hicieron las extracciones de las muestras

faltantes.

Con todas las muestras listas, se corrié la gPCR obteniendo como resultados las
curvas de amplificacion de todas las muestras y controles las cuales se observan
en la Gréfica 1. Se separaron las curvas con ayuda del software para poder observar
de mejor manera la tendencia de los datos. En la Gréafica 2 se muestran los controles
negativos y el control positivo, en la Gréfica 3 las muestras de la extraccion de la
laminilla, en la Grafica 4 las muestras que no recibieron tratamiento, en la Gréfica 5
las muestras que recibieron el tratamiento de la solucion de Guanidina con EDTA y
en la Gréfica 6 las muestras que se tomaron después de la eutanasia de los

hamsteres.

Comparando los resultados obtenidos por gPCR, se observa que las muestras que
recibieron el tratamiento de la solucién de Guanidina con EDTA amplifican 9 ciclos
antes que las que no recibieron el tratamiento. Con respecto al método de la
laminilla, hubo una diferencia de 6 ciclos donde amplifica primero las muestras que,
si recibieron el tratamiento, por ultimo las muestras que se extrajeron después de la
eutanasia de los hamsteres amplificaron 2 ciclos antes que las muestras con el

tratamiento de Guanidina como se observa en el Cuadro 2.
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Las muestras que no recibieron el tratamiento amplificaron 2 ciclos después que las
muestras que se obtuvieron de las laminillas y 10 ciclos después de las muestras

que se extrajeron al momento de la eutanasia de los hAmsteres

A todos los resultados de CP se les realizo un inverso y se agruparon en el Cuadro
3 para que al ser observados se entienda que entre mas arriba se encuentre en la

gréfica resultado, mayor es la concentracion de DNA en la muestra

Los resultados de la amplificacion obtenidos por gPCR, indican que las muestras
que recibieron el tratamiento con la solucion de Guanidina EDTA se conservaron
mejor que las que no recibieron tratamiento, y que tienen un mejor CP que las
muestras extraidas de las laminillas, aunque en este caso no es debido a la
conservacion si no a la concentracion de amastigotes que se encuentra en la

laminilla la cual es menor a la que se encuentra en los hisopos.

Con todos estos resultados obtenidos podemos afirmar que lo ideal para realizar
esta técnica es tomar la muestra e inmediatamente realizar la extraccién del material
genético para poder obtener una muestra de mejor calidad y dar un resultado mas

confiable.

Al no poder ser esto posible en la mayoria de los casos debido a que las zonas
endémicas se encuentran alejadas de las ciudades, el mantener la muestra dentro
de una solucion de Guanidina con EDTA es una muy buena manera de conservar
el material genético, en especial cuando las muestras provienen de lesiones muy
viejas y secas las cuales muchas veces son dadas como negativas al no
encontrarse amastigotes en las tinciones ya sea por una baja carga parasitaria o

por una mala toma de muestra comprometiendo asi la salud del paciente
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Cotejando nuestros resultados con los de otros investigadores que confrontaron el
uso de diferentes técnicas y tratamientos para evitar la degradacion del material
genético en sus muestras, como (Wadl, 2018), que menciona que “No se encontré
diferencia entre los valores del DNA entre las muestras almacenadas en etanol al
70% y el almacenado a —20°C.” o por (Hildonen, 2019) el cual declara, “Nuestros
descubrimientos concluyen que el etanol al 96% supera los otros métodos de
almacenamiento (Congelamiento inmediato con hielo seco, RNAlater y DNA/RNA
SHIELD) considerando la cantidad y calidad del DNA, costo y trabajo, con esto
concluimos que es necesario realizar un estudio para cada técnica ya que los

resultados varian dependiendo de la muestra y condiciones de almacenamiento.

Lo trascendental de este trabajo es que se podria proveer de hisopos de Rayon y
de la solucion de Guanidina con EDTA a la Red de Laboratorios Estatales de Salud
Publica (LESP) para que cuando se presente un paciente con lesiones muy viejas
o de dificil localizacion puedan realizar una mejor toma de muestra y asi tener la
certeza que el material que ahi se encuentra llegara en las condiciones Optimas

para ser analizado.
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10 Conclusiones

a) Se logro evaluar la efectividad de la solucion de Guanidina con EDTA en un
lapso de 5 semanas como conservador de material biologico de Leishmania
spp. para su determinacién por PCR en tiempo real.

b) Se logré inocular amastigotes de Leishmania spp. en hamster dorado para
provocar una infeccion.

c) Se logré sacrificar al animal y tomar muestras de las lesiones con hisopos
de Rayon para conservar el material genético.

d) Se logré verificar que el proceso inflamatorio sea causado por Leishmania.
spp. utilizando microscopia de campo claro.

e) Se logré extraer DNA de los hisopos para poder realizar PCR en tiempo real.
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12 Anexos
12.1 Material para inoculacion en Hamster

Materiales y reactivos

e Jeringas para insulina
e Guantes
e Etanol al 70%

Materiales biolégicos

e 6 Hamster dorado macho

e Cepa de Leishmania spp.

12.2 Eutanasia de Hamster y Obtencion de Material Biol6gico

Materiales y reactivos

e Guantes

e Equipo de diseccion

e Pisabental (Sol. inyectable de Pentobarbital sodico 6.9g/100mL) Reg.
SAGARPA Q-7833-215

e Rompun (Sol. Inyectable de Hidrocloruro de Xilazina 20mg/mL) Reg. SAGARPA
Q-0615-035

Material Biolégico

e Hamster infectado con Leishmania spp.
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12.3 Material para Examen directo (microscopia)

Materiales y reactivos

e Guantes

e Etanol al 70%

e Solucion salina estéril

e Hoja para bisturi #15 desechable
e Mango para bisturi #3

e Porta objetos nuevo y desengrasado
e Metanol absoluto

e Colorante Giemsa

e Gradilla para tincién

e Cronometro

e Toallas de papel absorbente

e Aceite de inmersion

e Papel seda

Material Biolégico

e Extremidad de Hamster
Equipos

e Microscopio éptico
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ZARAGOZA

12.4 Material para Extraccion de DNA

Materiales y reactivos

e Guantes

e Etanol al 70%

e Hisopos de Rayon marca Puritan nim. 6 con mango de poliestireno
e Agua libre de nucleasas

e Tubos Eppendorf nuevos y estériles

¢ Marcador indeleble punta fina

e Kit de extraccion DNeasy Blood y Tissue kit

e Etanol grado molecular (96-100%)

e Hipoclorito de sodio al 2%

e Micropipetas (1000, 200, 20y 10 uL) y puntas con filtro
Material Bioldgico

e Extremidad del Hamster

Equipos

e Cabina de bioseguridad
o \Vortex
e Microcentrifuga

e Bafo Maria a 56°C
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12.5 Material para PCR Tiempo Real

Materiales y reactivos

e Guantes

e Etanol al 70%

e Agua grado Molecular

e Micropipetas (1000, 200, 20y 10 yL) y puntas con filtro

e SuperScript Il One-Step RT-PCR System with Platinum Taq DNA Polymerase

Material Bioldgico
e DNA
Equipos

e Cabinade PCR
Cabina de bioseguridad
Termociclador CFX96

12.6 Preparacion de la Solucion Amortiguadora de Fosfatos (PBS 1X) 1L

e Pesar los siguientes reactivos y diluir en agitaciéon en 900ml de agua destilada

- Cloruro de Sodio 8g

- Fosfato de Sodio dibasico 1.15¢g

- Fosfato de Sodio monobésico 0.20g
- Cloruro de Potasio 0.20g

e Ajustar pH a 7.2. Utilizar, segun sea el caso NaOH 1N para subir el pH o HCL
1N para bajar el pH.

e Aforar a 1000mL con agua destilada
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12.7 Preparacion del Colorante de Giemsa

ZARAGOZA

Realizar una dilucién 1:20 del colorante en solucion PBS 1X (1mL de colorante
mas 19mL de PBS

12.8 Preparacion de la Solucion de Guanidina 6N con EDTA 0.2M 1L

e Pesar 573.18g de Guanidine Hydrochloride Invitrogen™ UltraPure™ catalogo

15502-016.

e Agregar 400ml de la solucion de EDTA 0.5M pH 8.0 Promega™ grado biologia

molecular catalogo V4233.

e Mezclar lentamente hasta que se homogenice.

e Aforar a 1000mL con agua tridestilada del equipo Milli-Q® (Millipore-Ultrapure

Water).

e Filtrar la solucién con un filtro tipo pirinola de 0.22um (No ocupar calor en ningun

momento)

e Dispensar en alicuotas y almacenar a temperatura ambiente (20°C)

12.9 Cantidades y reactivos Master Mix
Reactivo Volumen pL Numero de muestras y Volumen total
controles
Agua 4 20
Buffer 2X 125 62.5
SuperScript 11 05 1 MUESTRA + 1 BLANCO 25
DE EXTRACCION + 1

LeiD_ITSF (10 uM) 1 CONTROL POSITIVO + 1 5

. CONTROL NEGATIVO +1
LeiD_ITSR (10 uM) 1 NTC= 5 MUESTRAS 5
LeiD_ITSP (5 pM) 1 5
Volumen final 20 100
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