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INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad infecciosa, producida por varias especies del
protozoo del género Leishmaniainfantum/chagasi. Siendo algunos vertebrados los
reservorios de esta enfermedad entre ellos tenemos perros, zorros, ratas etc. Esta
enfermedad en considerada zoonotica ya que el ser humano se contagia mediante
la picadura de un diptero al picar un reservorio anteriormente. La Leishmaniosis se
considera una enfermedad reemergente, y un problema creciente de salud publica
en el mundo, debido al aumento de la cantidad de afectados como consecuencia de
la mayor exposicion de las personas a los vectores de la enfermedad. Los caninos
sufre la enfermedad y también la transmite debido a su estado de reservorio de esta
parasitosis y por ello el manejo de la enfermedad tiene las connotaciones clinicas
del perro como paciente y las epidemioldgicas como fuente de infeccion para los

humanos(Gomez et al. 2011).

El siguiente trabajo se desarrolld en el laboratorio de biologia molecular de la
Corporacion Universitaria del Huila, procesando 150 muestras de diferentes clinicas

veterinarias de la ciudad de Neiva.

El objetivo es detectar infecciones inaparentes por Leishmania en perros
provenientes de zonas urbanas cercanas al habitat natural del vector, mediante la
técnica de PCR, siendo esta técnica mas sensible identificando el ADN del agente
causal, indicando el riesgo al que puede estar la poblacion humana del sector

proveniente de la muestra(vivienda del perro).

Con este trabajo podemos realizar nuestro proyecto de grado como médicos
veterinarios zootecnistas, aplicando técnicas y procedimientos de avanzada en

busca del ADN de un agente infeccioso en caninos.



1. JUSTIFICACION

Para WHO (2007) segun la Organizaciéon Mundial de la Salud la Leishmania esta
catalogada como una de las enfermedades mas importantes para el “programa
especial de investigacion y formacion en enfermedades infecciosas” (TDR) y la

sefala como prioritaria para la investigacion y el control.

Debido a la alta incidencia de la enfermedad de Chagas y de la leishmanisis
en una gran variedad de zonas endémicas, y tomando en cuenta el riesgo que
presenta tanto para los seres humanos como para otras especies de mamiferos que
actuan como reservorios naturales de estos parasitos, es de suma importancia
atender con medidas de prevencion a las poblaciones que se encuentran con mas
alto riesgo de sufrir la enfermedad. Para ello, es necesario desarrollar métodos de
diagnostico eficaces que tengan la sensibilidad y la especificidad adecuadas para
hacer un diagnéstico fiable a tiempo, y asi poder brindar un tratamiento que permita
a los individuos afectados recuperarse y de esta forma disminuir las posibilidades
de contagio de la enfermedad, debido al ciclo de vida del agente que la causa.
(Lopez, 2013).

En Colombia la leishmaniasis es considerada una zoonosis endémica debido
a la diversidad de ambientes que tiene siendo las partes humedas, selvaticas y
riveras de rios el habitad ideal para el desarrollo del agente infeccioso, Zambrano,
C. Gutierrez, P. (2011). Bajo esta apreciacion se hace importante realizar este tipo
de trabajos en la ciudad de Neiva ya que este presenta una diversidad similar a la

expuesta por el autor.

La leishmaniasis que afecta a los humanos es considerada un problema de
interés en salud publica debido a su alta morbilidad que presenta en su forma clinica
cutanea, por las secuelas y complicaciones de la afectacion mucosa y por el riesgo

de mortalidad de la forma visceral. (Zambrano, 2011).

Durante la ultima década se ha identificado una tendencia sostenida hacia al
aumento de los casos totales de la enfermedad. En el lapso 2000-2003, el promedio



de casos fue de 6.000, incrementandose a 15.000 casos, en promedio, en los afios
2004-2010. La distribucion por forma clinica se ha mantenido, siendo el 98% de
leishmaniasis cutanea, y el restante 2% de las formas mucosa y visceral. Durante
los ultimos 5 afos, los departamentos que mayor numero de casos registraron
fueron: Guaviare, Meta y Caqueta que corresponde al area donde ha tomado lugar,
principalmente, el conflicto armado, y su alta deforestacion e invasién de nuevos
territorios por parte de colonos; entre otros departamentos tenemos a Antioquia,
Tolima, Santander, Norte de Santander, Boyaca y Narifio, departamentos

histéricamente endémicos. (Zambrano, 2011).

Segun AiRez(2012) en el estado de Falcon - Venezuela examino un total de
67 perros serologicamente para detectar infeccion por Leishmania en 51 de ellos
(76,1%) fueron registrados Ac circulantes anti-L. infantum en, al menos, dos de las
tres pruebas serodiagndsticas utilizadas, lo cual permitié diagnosticarlos como
seropositivos. Los hallazgos serolégicos fueron corroborados con la reactividad a
los ensayos de PCR del 30% de las muestras procesadas, lo cual evidencia la
infeccion por LV en los perros del area estudiada. En general, los perros
presentaban cuadros apreciables de desnutricion, algunos con pelo hirsuto e
hipertrofia ungueal, lo que podria estar asociado al resultado seroldgico detectado.
Anez. 2012 encontro alto porcentaje de infeccion detectado simultaneamente en las
poblaciones humana (17%), canina (76%) y flebotomina (5,7%), aporta elementos
importantes que permite la comprension de una manera global del ciclo de

transmision de la LV en el semiarido noroccidental venezolano.

Casi la totalidad de los reportes se han originado en zonas endémicas para
leishmaniasis, aunque hay un caso de leishmaniasis felina por L. infantum en una
region del estado de Sao Paulo, Brasil, donde hasta el momento no se habian
registrado casos autdctonos en humanos o en perros (Savani et al., 2004). Sin
embargo, solo a partir de las ultimas décadas del siglo anterior se han venido
caracterizando detalladamente los hallazgos clinicos, incluyendo la tipificacién de la

especie de Leishmania causante de la enfermedad. Las especies que han sido



identificadas en los gatos afectados son L. mexicana en Estados Unidos (Barnes,
Stanley, & Craig, 1993; Craig, Barton, Mercer, Droleskey, & Jones, 1986), L.
venezuelensis (Bonfante-Garrido, Urdaneta, Urdaneta, & Alvarado, 1990), L.
braziliensis (Passos, Lasmar, Gontijo, Fernandes, &Degrave, 1996), L. infantum
(Savanietal., 2004) y L. amazonensis (de Souza et al., 2005) en Brasil, y L. infantum
en Francia e Italia (Ozon et al., 1998; Poli et al., 2002). Generalmente, la tipificacion
de las especies se realiz6 por medio de cultivo del parasito e isoenzimas; a partir de
la década de los noventa, empezaron a aparecer tipificaciones por métodos
moleculares (Passos, Lasmar, Gontijo, Fernandes, &Degrave, 1996; Poli et al.,
2002; Savani et al., 2004)

Por consiguiente ante lo reportado previamente el siguiente trabajo ofrece
una alternativa para el desarrollo de investigaciones futuras aplicando la técnica de
PCR en diferentes enfermedades que afectan a los animales, el cual nos ha servido

como opcion de grado para la obtencion del titulo de Médico Veterinario Zootecnista.

2. OBJETIVO GENERAL



Estandarizar la técnica de PCR en muestras sanguineas para detectar infecciones
por Leishmania en perros provenientes de zonas urbanas cercanas al habitat natural

del vector de la ciudad de Neiva.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estandarizar la Técnica de PCR de Leishmaniasisencaninos de la ciudad de

Neiva.

e Determinar la concentracion de ADN en las muestras procesadas en el
laboratorio de biologia moléculas de la Corporacion Universitaria del Huila
CORHUILA

3. MARCO TEORICO



La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria grave relacionada con la pobreza
gue supone una carga sanitaria cada vez mayor, causada por el protozoo parasito
del género Leishmania, del que mas de 20 especies son patdégenas para humanos.
Imagen 1. Esta enfermedad puede presentar diferentes manifestaciones clinicas
que se clasifican en tres grandes grupos: leishmaniasis visceral (LV), leishmaniasis
cutanea (LC) y leishmaniasismucocutanea (LMC); segun la célula diana de

replicacion de los parasitos, que serian las células del sistema fagocitico

mononuclear, de la dermis y las de los tejidos nasofaringeos, respectivamente.
(Lépez, A. 2013) Imagen 2.

Imagen 1. Poblacion susceptible a la Leishmania (Tomado de
enfermedadesolvidadas.org/leishmaniasis-cutanea/ 2017)
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Imagen 2. Agente infeccioso de Leishmania(Navarro, Sanchez,
Penafiel-Verdu, Buendia,Altimira, Vilafranca 2010)

Esta parasitosis es muy cosmopolita, presentando una amplia distribucion en
todos los continentes excepto en la Antartida. La enfermedad ha sido reportada en
98 paises y se han descrito casos de leishmaniasis cutaneas, mucocutaneas y
viscerales (WHO, 2010). La OMS estima que hay unas 12 millones de personas
infectadas en el mundo y que 350 millones estan en riesgo de contraer la
enfermedad produciéndose cada afio dos millones de nuevas infecciones (0,5 millén
de leishmaniasis visceral y 1,5 millon de leishmaniasis cutanea). Sin embargo, la
mayoria de los casos no estan reportados, siendo obligatoria la denuncia de los
datos registrados s6lo en 33 paises. Debido a los dafios econdmicos, sociales y
psicolégicos causados por la leishmaniasis, se considera un problema de alto
impacto o estigmatizacion en la salud publica y, sin embargo, sigue siendo una de

las enfermedades mas olvidadas en el mundo. (Lopez, A. 2013)

Debido a la variedad de signos clinicos presentes en la leishmaniasis visceral
canina que en los casos sintomaticos incluyen letargo, pérdida de peso, disminucién
del apetito, anemia, esplenomegalia y linfadenopatia local o generalizada. La fiebre
puede ser intermitente y en muchos casos estar ausente. Los trastornos de
sangrado que se observan pueden ser epistaxis, hematuria y también melena. En

algunos casos, el unico signo que se presenta es epistaxis profusa. La enfermedad
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renal cronica es comun en los perros infectados con L. infantum; puede ser el unico
sindrome y es con frecuencia la causa de muerte (Couto 2010) el diagndstico es
complejo e impreciso, motivo por el cual se han desarrollado variados
procedimientos para facilitar esta tarea. Es esencial el conocimiento de las bases
de cada prueba, sus limitaciones y su interpretacion clinica, teniendo en cuenta
ademas que se recomienda el uso de mas de una prueba diagndstica (Troncarelli
et al. 2009, Palatnik et al. 2001). El diagndstico definitivo algunas veces depende
del aislamiento del parasito en medios de cultivo o por la deteccién del DNA
parasitario por la técnica PCR a partir de biopsias de médula 6sea o nodulos
linfaticos. Sin embargo estas técnicas son invasivas, costosas y requieren mucho

tiempo para su desarrollo (Lachaud et al. 2001, Mettler et al. 2005).

También es susceptible el hombre especialmente los nifios de corta edad y
en ellos se produce una alta tasa de mortalidad en las areas endémicas, por lo que
representa un serio problema para la Salud Publica. Los caninos domésticos

constituyen un importante reservorio de esta enfermedad. (Gomez et al. 2011).

Existen unos 40 casos referenciados desde principios del Siglo XX, y su
incidencia parece haber aumentado en los ultimos afios, especialmente en el sur de
Europa, donde es un hecho que la leishmaniosis, causada por L. infantum, es una
zoonosis endémica que afecta principalmente a la especie canina y que
independientemente de que el perro y el zorro sean los principales reservorios de
aquella, otras especies como la felina (hasta ahora considerada hospedador
accidental) estan ganando terreno en este aspecto, en la imagen 3 nos muestra el
ciclo de vida de la leishmania (Solano, 2007 y Mancianti, 2004). Asi lo intentan
demostrar estudios experimentales realizados por Simoes Mattos et al. yMaroli et
al. donde se prueba la susceptibilidad del gato a la infeccidon por Leishmania y la
capacidad infectiva de en esta especie, por tanto, su posible papel como reservorio
de la enfermedad. Pero, aunque sea una patologia poco comun en esta especie, no
sucede lo mismo con la prevalencia de la infeccién en las areas endémicas para
leishmaniosis, donde se han diagnosticado casos de leishmaniosis. Asi, en estudios

epidemioldgicos realizados en ltalia y Espafa utilizando por ejemplo la técnica PCR,
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se obtienen resultados del 25 al 60% de positividad, en la poblacién felina analizada

por Pennisi et al. y Martin-Sanchez et al., respectivamente.
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Imagen 3. Ciclo de la leishmania (Tomado de doogweb.es 2014)

Segun Hervas, (2002) Cabe recalcar que un 73% de los casos publicados de
leishmaniosis activa se daban en animales con inmunidad comprometida (infeccion
con retrovirus, tratamientos inmunosupresores, neoplasias, etc.). En cuanto al
cuadro clinico, los sintomas cutaneos son los que predominan en un 65% de los
casos, (Pennisi, 2007) similares a los presentes en la leishmaniosis canina. Entre
los mas frecuentes estan los nddulos y las ulceras, principalmente en la cabeza y
cuello, aunque se han descrito nédulos hemorragicos que nunca se han dado en el
perro. (Pennisi, 2002). Los sintomas sistémicos son inespecificos y entre ellos
podemos encontrar linfadenomegalia, esplenomegalia, anorexia, adelgazamiento,

etc.
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Para realizar el diagnéstico se han empleado diferentes técnicas, tanto
directas (citologia, histopatologia, PCR y aislamiento) como indirectas (IFI, WB,
ELISA, HAI, TAD) considerandose necesario la utilizacién de las primeras para
obtener un diagndstico definitivo y a la PCR como una de las técnicas mas sensibles
para el diagndstico en esta especie, (Pennisi, 2000 y 2007, Martin, 2007) ya que no
existe una buena estandarizaciéon para la valoracion de los resultados en cuanto a
los métodos seroldgicos indirectos; ademas, se puede apreciar la diferencia de
resultados en los estudios epidemioldgicos que utilizan estas técnicas (Pennisi,
2000 y 2007, Martin, 2007) y también la falta de correlacion entre los resultados
serologicos y la sintomatologia clinica (Simoes, 2005). En los ultimos afos se ha
reiterado la importancia que tienen las herramientas de biologia molecular en el
diagndstico confirmativo de la infeccidn por Leishmania, ya que son técnicas que se
caracterizan por su alta sensibilidad y especificidad, asi como por la posibilidad de
deteccion de la presencia del parasito en etapas tempranas de infeccion (Lachaud,
Chabbert et al., 2002; Lachaud, Marchergui-Hammami et al., 2002; Passantino,
2006; Reithinger&Dujardin, 2007).

El uso conjunto de la Reaccién de la Cadena de la Polimerasa (PCR) y las
pruebas serolégicas, pueden ayudar a determinar la extension de la infecciones
subclinicas y permiten estimar el numero de caninos objeto del programa de control.
Mientras que el diagnéstico por PCR para la LV en humanos puede ser considerado
como eficiente, el diagnostico de la enfermedad en caninos, sigue presentando
inconvenientes, debido por ejemplo, al desconocimiento del tejido que ofrezca mas
informacion para ser muestreado, las dificultades encontradas en la preparacion del
DNA o la alta frecuencia de inhibidores del PCR en presencia de la sangre canina
(Lachaud et al. 2001).

El PCR basado en médula 6sea, nddulos linfaticos y muestras de piel, han
sido las muestras diagnosticas con mayor sensibilidad y especificidad para el
diagndstico de la LVC (Quaresma et al. 2009). Sin embargo, se recomienda el uso

de sangre periférica, porque su obtencion requiere de técnicas poco invasivas,
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produciendo bajo estrés en los animales, facilita su reproducibilidad y su efectividad
ha sido demostrada en el diagndstico molecular en poblacién humana. Su uso en
caninos se recomienda porque se ha demostrado la circulacion del parasito en

sangre periférica (Quaresma et al. 2009 y Solano et al. 2001).

En estudios realizados por Montalvo et al (2008) encontré que la proteina
HSP20 recombinante es reconocida por anticuerpos en el suero de personas con
leishmaniosis visceral, y de forma mas eficiente en el suero de perros con
leishmaniosis canina, lo que demuestra su importancia biolégica y su posible
utilidad en el diagndstico. Las técnicas moleculares han demostrado ser técnicas
mas sensibles que otros métodos parasitolégicos como citologias tefidas o el cultivo
del parasito (Lachaud et al. 2001 y Manna et al. 2009); aunque otros autores indican,
que el uso de médula 6sea como muestra para el desarrollo de PCR no es
apropiado, por los bajos valores de sensibilidad obtenidos (Solano et al. 2001).
Estudios observacionales prospectivos han demostrado que existe una asociacion
positiva entre la presencia de signos clinicos de LVC vy los resultados positivos por

PCR, estando relacionados con las formas clinicas severas (Manna et al. 2009).

Métodos directos: el procedimiento de eleccidn en el perro es la biopsia por
aspiracion del tejido procedente del ganglio o médula 6sea. La puncién ganglionar
se realiza sobre todo en popliteos o preescapulares, en los que, por aspiracion con
aguja gruesa, se recoge tejido ganglionar que se extiende sobre un porta y que
luego se tifie con Giemsa, La puncién medular se realiza en la cara interna del
fémur, la cresta iliaca o la unién costoesternal y dada la elevada concentracion de
parasitos en este tejido, se considera un método mas sensible. También se puede
realizar biopsias, para obtener improntas o cortes histologicos donde investigar la
presencia del parasito, asi como realizar frotis con el material subyacente de

ulceras, obtenido con una aguja gruesa (Cordero. M. Rojo. F, 1999)
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4. METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudio:

e Eltipo de estudio es aplicado y observacional analitico

e El estudio descriptivo de corte transversal cuantitativo en donde se incluiran
a los caninos., a quienes se les realizara el diagnostico mediante la técnica
de PCR.

4.2Poblacion:

La Poblacion seleccionada fue de 150 muestras de sangre de caninos de

diferentes clinicas veterinarias del municipio de Neiva.
4.3 Tamaio de la muestra

Se seleccionaron 150 muestras de diferentes clinicas veterinarias escogidas

al azar de diferentes perros que llevaban a consulta médica sin importar su remision.

4.4 Fases o momentos de la investigacion

Extraccion de DNA: EI DNA de las muestra de sangre fue extraido,
implementado el Kit comercial QlAamp DNA Mini Kit, QIAGEN, siguiendo las
recomendaciones de la casa comercial. Para la extraccién de DNA, se emplearan
muestras de sangre completas, un volumen de 200ul. EI DNA extraido sera

cuantificado con el fluorometria.

PCR: Se utilizara la PCR para amplificar los genes de interés. En primer lugar el

gen que codifica la Hsp70, constituye el blanco del analisis (Garcia et al., 2004).

16



4.5 Equipos y Materiales
Los equipos y materiales se describen a continuacion y sus usos durante el

desarrollo de la investigacion.

4.6 Equipos:

\(Telstar

Imagen 4. Cabina de flujo laminar (Foto: Ramos 2019)
e Cabina de flujo laminar. Equipo que funciona emitiendo un flujo de aire a
través de un filtro HEPA (High EfficiencyParticulateAbsorbing), hacia la

interior de la cabina para crear un ambiente libre de la contaminacion.

Imagen 5. Vortex (foto Autores)

17



e Mezclador de tubos o agitador vortex. Equipo usado para agitar tubos o

frascos de liquido y asi homogenizar la muestra.

Imagen 6. Microcentrifuga (Foto Ramos 2019)
e Microcentrifuga. Equipo usado para rotar muestras de laboratorio
almacenadas en tubos, y asi separa sus componentes, con ella se realizaron

los diferentes lavados para la extraccion del ADN de las muestras.

I T T e e e R W

CAUTION: HOT SURFACE!
ATTENTION: SURFACE CHAUDE

Imagen 7. Termobloque (Foto: Ramos 2019)

18



e Termobloque. Utilizado para estabilizacion de las muestras en cuanto a
temperatura, este equipo no se llegé a utilizar en su momento, lo cual fue
reemplazado por un bafio Maria para el manejo de la temperatura de las
muestras durante el desarrollo del trabajo.

Imagen 8. Micropipetas (Foto: Ramos 2019)

e Micropipetas de volumenes 0.1-1, 1-20, 20-200 y 200-1000ul. Usadas
para absorber y transferir voliumenes de liquidos que se requieren para los

diferentes procedimientos que tienen los protocolos.
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Imagen 9. Purificador de Agua (Foto Ramos 2019)

e Fluorometro; es un equipo de laboratorio que se usa para medir los
parametros de la fluorescencia de una muestra, midiendo la intensidad y la
distribucion de longitudes de onda del espectro de emision después de la

excitacién por un cierto espectro de luz (Hernandez et al 2002)

e Y

Qubit

Imagen 1. Fluorémetro (Foto Autores)
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El fluordmetroQubit usa tintes fluorescentes para determinar la concentracién
de acidos nucleicos y proteinas en una muestra. Cada tinte es especifico para un
tipo de molécula: ADN, ARN o proteina. Estos tintes tienen una fluorescencia
extremadamente baja hasta que se unen a sus objetivos (ADN, ARN o proteina). Al

unirse, se vuelven intensamente fluorescentes (Kumar et al., 2016).

e Purificador de agua: en el laboratorio se requiere para usar agua ultra
pura que no tenga minerales ni otros agentes que puedan interferir con la

extraccion de and especifico asi de evita la contaminacion.

Imagen 10. Termociclador (Foto: autor)

e Termociclador es el equipo que realiza ciclos de temperaturas necesarios
para la amplificacion de diversas hebras de ADN en la técnica de la PCR.
Manejando temperaturas entre 4 °C a 96 °C donde mantiene por ciclos
estables en el ocurre la desnaturalizacion, hibridacion y extension de una

molécula de ADN.
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Imagen 11. Electroforesis (Foto: autor)

e Electroforesis: equipo usado para emitir cargas eléctricasa través de un gel

de agarosa para observar el paso del ADN por los posos.

4.7 Materiales

Qminﬁentech
VetPCR™ LEISHMANIA Detection Kit
Test for the detection of
Leishmania spp
PCR Detection Kit
For laboratory use. Forin vitro use only.

‘Transport at room temperature
96 Test | exp: 08-02-2019

Bioingentech
Biotechnology

Imagen 12. Foto del kit de leishmania(Foto: autor)

Imagen 9. Kits PCR usados para extraccién de ADN (Foto Ramos 2019)
e Puntas de Micropipetas de 0.1-1, 1-10, 20-200 y 100-1000l.

e Tubos eppendorf de 1.5 ml, grado biologia molecular.
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5. EXTRACCION DE ADN EN SANGRE CON EL KIT QIAAMP DNA
MINI AND BLOOD.

Recomendaciones antes de iniciar el proceso que de extraccién dados por la casa

matriz.

e Equilibrar las muestras a temperatura ambiente (15-25 ° C).

e Calentar el termo bloque (bafio Maria) a 56 ° C para usarlo en el paso 4.

e Equilibrar el Tampon AE o el agua destilada a temperatura ambiente para la
elucion en el paso 11.

e Asegurese de que se han preparado los tampones AW1, Buffer AW2 y
QIAGEN Proteinasa K, segun instrucciones de la pagina 16.

e Sise ha formado un precipitado en buffer AL, disuelva incubando a 56 ° C.

e Marcar los tubos de acuerdo a la muestra de sangre

5.1 Procedimiento

1. Pipetear 20 ul de QIAGEN proteinasa K en el fondo de un tubo de 1,5 ml

2. Anadir 200 pl de muestra al tubo. (Sangre entera, plasma, suero, cepa leucocitaria

o fluidos corporales)

Imagen 13. Muestras de sangre colectadas de diferentes clinicas (Foto: autor)
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3. Adicionar 200 y de Buffer AL a la muestra y poner en el vortex durante 15

segundos

Para garantizar una lisis eficaz, es esencial que la muestra y el Buffer AL se mezclen

para dar una solucion homogénea.

Si el volumen de muestra es mayor de 200 pl, aumente la cantidad de QIAGEN
Proteasa (o proteinasa K) y Buffer AL proporcionalmente; Por ejemplo, 400 ul de la
muestra requerira 40 pl de QIAGEN Proteasa (o proteinasa K) y 400 ul de Buffer
AL. Si se requieren volumenes de muestra mayores de 400 ul, el uso de QlAamp
DNA Blood, se recomienda el kit Midi o Maxi; estos pueden procesar hasta 2 ml o

hasta 10 ml de la muestra, respectivamente.
Nota: No anada QIAGEN proteinasa K directamente al Buffer AL.
4. Incubar a 56°C durante 10 minutos

5. Centrifugar brevemente en el tubo de 1,5 ml para eliminar las gotas del interior

de la tapa

6. Adicionar 200 ul de etanol (96-100%) y mezclar nuevamente en el vortex durante
15 segundos. Después de mezclar, centrifugar brevemente para que no quede la

mezcla en la tapa.

Si el volumen de la muestra es mayor de 200 ul, aumente la cantidad de etanol

proporcionalmente; Por ejemplo, una muestra de 400 ul requerira 400 ul de etanol.

7. Aplicar cuidadosamente la mezcla de la etapa 6 a un tubo QlAamp Mini (en un
recipiente de 2 ml Tubo de recogida) sin humedecer el borde del tubo. Cerrar la tapa

y centrifugar a 8000 rpm durante 1 min.

Colocar la columna de centrifugado QIAamp Mini en un tubo limpio de 2 ml

(Proporcionado), y desechar el tubo que contiene el filtrado.

Si la solucion no ha pasado completamente a través de la columna después de la
centrifugacion, centrifugar nuevamente a mayor velocidad hasta que la columna de

centrifugado QlAamp Mini esté vacia.
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8. Abrir con cuidado el tubo con la columna de QlAamp Mini y agregar 500 ul del
buffer AW1 sin mojar el borde. Cerrar la tapa y centrifugar a 8000 rpm durante 1
min. Coloque la columna de centrifugado QlAamp Mini en un tubo de recogida limpio

de 2 ml y desechar el tubo de recogida que contiene el filtrado.

9. Cuidadosamente abrir el tubo QlAamp Mini y adicionar 500 ul del buffer AW2 sin

mojar el borde. Cerrar la tapa y centrifugar a 14000 rpm durante 3 min.

10. Se recomienda tomar un nuevo tubo con columna de 2 ml y descartar el filtrado

anterior, y centrifugar a maxima velocidad durante 1 minuto.

Este paso ayuda a eliminar la posibilidad de encontrar buffer AW2.

11. Colocar la columna de centrifugacion QlAamp Mini en un tubo limpio de 1,5 ml
de microcentrifuga (no Suministrados), y descartar la coleccion de tubos que
contiene el filtro. Abrir cuidadosamente el tubo QlAamp Mini spin column y afadir
200 ul del Buffer AE o agua destilada.

Dejar a temperatura ambiente (15-25 ° C) durante 1 minuto, y luego centrifugar a

8000 rpm durante 1 minuto.

Dejar el tubo QlAamp Mini spin con el buffer AE o el agua destilada durante 5
minutos a temperatura ambiente antes de la centrifugacion generalmente

incrementa el rendimiento del ADN.

Un segundo lavado con 200ul de bufer AE aumentara los rendimientos por encima
del 15%. Los volumenes de mas de 200 pl no se deben diluir en tubos 1,5 ml porque

la solucién al momento de la centrifugacion se puede salir del tubo.

La elucién con volumenes de menos de 200 ul aumenta la concentracién final de
ADN significativamente, pero reduce ligeramente el rendimiento total de ADN Para

las muestras que contienen menos de 1 ug de ADN, elucion en 50 pl de Tampon.

Se recomienda AE o agua. La elucion con 2 x 100 ul en lugar de 1 x 200 pl hace

que no incremente la eficacia de la elucion.
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Se recomienda almacenar el ADN entre -30 a -15 ° C, ya que el ADN almacenado

en el agua esta sujeto a hidrdlisis acida.

En la siguiente es una demostracién del procedimiento de extraccién de ADN.

Imagen 14. Extraccion de ADN (Foto: Autor)
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6. CUANTIFICACION DE ADN DE LAS MUESTRAS

Se preparo la solucién de trabajo en un tubo aparte de la siguiente forma:

Aplicar 200 uL de buffer de trabajo para cada una de las muestras.
Usar 1 pyL de Qubit3 DNA quantificationsolution y 199 uL de solucién de
trabajo por muestra para preparar el buffer de trabajo.

Mezclar con vortex

Alicuotar 180 pyL — 199 pL fuera de la solucién de trabajo en los tubos de
ensayo para las muestras.

Colocar en cada tubo 1 — 10 yL de muestra segun su eleccion y asegurarse
de que cada vial queddé con un volumen final de 200 pL; si no es asi,
completar con buffer de trabajo.

Imagen 15. Proceso de cuantificacion (Foto: Ramos 2017)
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3. Se etiqueto un tubo para cada muestra y uno para cada estandar, se tomaron
199 L del stock para cada muestra en un tubo nuevo y agregarle 1 uL de muestra,

homogeneizar envortex.

4. el procedimiento sobre el equipo de cuantificacion fue: en el primer menu de
opciones que el equipo muestra es el menu de ensayos, si se trata de cuantificar
ADN para librerias presionar sobre la pantalla ADN de doble cadena (dsDNA,
doublestrand DNA) y luego High sensitivty y después readstandards.

5. Se calibro el equipo para ello se lee la mezcla de los estandares (tubo rojo
estandar 1, tubo amarillo estandar 2) con la solucién de trabajo, estos se preparan
mezclando 190 yL del stock con 10 pL de cada estandar (homogeneizar cada
estandar en vortex y darle un espin ligero antes de hacer la mezcla), homogeneizar
e incubar dos minutos antes de leer.

El equipo pide leer primero el estandar 1 de este solo graficara los dos primeros
valores de la curva, después se lee el 2 del cual grafica los ultimos tres puntos, los
valores de lasmuestras deben estar en el rango de los valores de la curva de
calibracion; se coloca el tubo del estandar la cavidad de la parte superior, se cierra

la cubierta y se presiona en leerestandar (Palomino, 2017).

@ dsDNA High sensitivity

Insert standard 1

Cancel

Imagenes 16. Proceso de lectura punto inicial (Foto: Palomino, 2018)

7. El equipo considera los dos primeros valores leidos del estandar 1 para la curva
de calibracion y los ultimos 3 del estandar 2, una vez leidos los estandares el equipo

mostrarauna grafica con los valores obtenidos y dara la opcion de leer las muestras.
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Image 17. Proceso de calibracion de grafica (Foto: Palomino, 2018).

8. Al terminar de leer los estandares se prepara la mezcla de solucidn de trabajo
(stock) con la muestra agregando 2 pL de esta a 198 uL de solucion del stock se
incuba 2 minutosdespués de la homogenizacion en vortex y se debe leer
inmediatamente, si pasa muchotiempo habra un sesgo en los valores leidos,
usualmente de usa 1 pL pero se recomiendan2 WL, en este caso ajustar el Qubit
para que lea las muestras a 2 UL, se puede ajustar a 5 pLo mas dependiendo del

experimento, para ADN suelen ser suficientes 2.

@®  dsDNA High sensitivity dsDNA High sensitivity 2 dsDNA High sensitivity

08-05_224321

Run ID 2016-09-05_233630 Enter original sample volume

sample volume

5 Enter original sample volume
Q) > ,
+ 5 *
1t g SpL

3

Output sample units y

‘ Output sample units

Imagenes 18. Ajuste de calibracion segun concentracion de la muestra (Foto: Palomino, 2018)
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Imagenes 19. Lecturas de concentracion de ADN (Foto: Autor)

9. El valor final se aparece dentro del circulo al terminar la lectura de la muestra,
estos datos pueden exportarse desde un puerto USB en la parte trasera del equipo,
o bien el equipo puede conectarse a una computadora para exportar los datos
presionando en la opcién Data.

10. Se recomienda dar un vortex a los tubos antes de leerlos e incubarlos dos
minutos, también es importante leer los tubos dos veces, primero todos una vez y
luego todos de nuevo, mas no leer un mismo tubo dos veces seguidas.

dsDNA High sensitivity v Original sample concentration
v
2.24 ng/pL

Original calculated 2015/08/08 02:17:58 AM

sample concentration

19.0 | R

ng/pL

3.08 ng/pL A
Qubit® tube "\ 2015/08/08 02:17:20 AM. .&

concentration e
ng/mL 2015/08/08 02:16:14

Imagenes 20. Lecturas de concentracion de ADN (Foto: Palomino, 2018)
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11. El equipo muestra dos valores uno en un circulo grande que considera el factor
de dilucién y el del circulo pequefio indica la concentracién sin considerar el factor
de dilucion, para reportar el valor si se siguio el protocolo el valor del circulo grande
es el real, si se hizo 4 algun ajuste de volumen de muestra (el equipo permite un
rango de 1 — 10 yL de muestra) en el ejemplo de abajo el valor de 15.4 se multiplica
por el volumen total (200 1 pL) y se divide entre 1000 esto da como resultado el
valor del circulo grande, si hubo algun ajuste de volumen se deben hacer los
calculos de factor de dilucidn para corregir los valores. Se recomienda leer los tubos
inmediatamente ya que el colorante tiende a degradarse con la luz y después de un
tiempo si la muestra se vuelve a leer el equipo arroja resultados distintos y

sesgados, a veces arriba del valor original leido y a veces debajo.

®) dsDNA High sensitivity
aM Y

Original calculated
sample concentration

3.08

Imagen 21. Lecturas de ADN (Foto: Palomino, 2018)

En la siguiente imagen nos muestra los diferentes materiales y equipos usados

durante la cuantificacion de ADN en cada una de las muestras

Imagen 22. Materiales usados durante la cuantificacion (Foto: Autor)
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Una vez cuantificadas las muestras son destinados para el proceso de PCR

(eshas  coanhbicadas

Imagen 24. Muestras ya cuantificadas
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7. APLICACION DE LA TECNICA DE PCR

Para el proceso de termociclador de las muestras se realizd el siguiente

método:

Preparaciéon de los diferentes controles (control positivo, control negativo,

control interno.

Adicion de aceite mineral para evitar la evaporaciéon de las muestras durante

el proceso.

En la siguiente tabla nos muestra las cantidades de componente y sus

volumenes a cada muestra para ser posteriormente termocicladas.

Tabla 1. Componentes de la reaccion para PCR

Qoo ‘ ; & g
SIPCR 55p 550l | 55pL |
PCR Internal contrbl (white cap) .‘ A
DNase/RNase free wate 6l oul Bl oul
DNA isolated from thé samplé 2ul 2ul
LEISHMANIA PCR Positive control 2ul
R Negative copiia
Mineral Qil Solution Ml 1l

En la siguiente tabla 2. Nos muestra la programacion que debe tener el

termociclador para realizar los diferentes ciclos, temperaturas y tiempo en cada

ciclo.
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Tabla 2. Parametros de ciclos para PCR

cycle Initial Denaturation
Denaturation 94°C
30 cycles Annealing 55°C
* Extension 712°C
[ 1cycle Final extension 720

i

En la siguiente imagen 25 se encuentran las diferentes muestras ya termocicladas

las cuales incluyen los diferentes controles para su comparacion.

Imagen 25. Muestras procesadas en el termociclador (Fotos Autor)
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8. PREPARACION DE GEL DE AGAROSA PARA
ELECTROFORESIS

Para la preparacion de un gel de agarosa se precisan 4 cosas:

1. La agarosa en polvo.

Imagen 26. Tarro de agarosa (Foto Autor)

2. Tampdn en el que se disuelve la agarosa y que sirve para embeber el gel y
transmitir el campo eléctrico.

Imagen 27. Solucion buffer para preparar el gel. (Foto Autor)
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3. Fuente de calor o microondas para mezclar y fundir la agarosa en el tampon.

‘ e_

Imagen 28. Microondas para calentar y diluir la agarosa en el buffer (Foto
Autor)
4. Cubeta y molde para solidificar el gel y sumergirlo en el tampdn. La cubeta

tiene los bornes para conectar los cables a la fuente de alimentacion.

En un matraz, verter la cantidad de tampon para completar el volumen del molde

a rellenar con el gel.

Medir la cantidad de agarosa dependiendo de la concentracion a la que se quiera
obtener el gel. A mas concentracion, mayor resolucién. Por ejemplo, un gel al 2%
seria 2 gramos de agarosa en polvo disueltos en 100 ml de tampdén. Como podéis
comprobar, la concentracion se obtiene mediante la relacién peso/volumen.

Sencillo.

Se procede a mezclar la agarosa con el tampdn y fusionar los componentes para
obtener el gel. Se necesita una fuente de calor como un bafo (poco recomendable
si se quiere rapidez) a una temperatura que permita fundir la agarosa o un

microondas, que permite realizar el proceso mas rapidamente. Con la experiencia,
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es todo un arte dependiendo de las concentraciones y las agarosas. Pero esto es

s6lo a modo introductorio.

Se enfria el gel para poder verterlo en la cubeta. Siempre hay que acordarse de
poner unos limites con cinta para que no se disperse el gel por la mesa y el peine
que formara los pocillos. En unos minutos, al enfriarse del todo, se tiene el gel

polimerizado.

Por ultimo se introduce en la cubeta que contiene el tampodn, a la misma

concentracion que el que se ha utilizado para generar el gel.

Seguido queda cargar las muestras y correr el gel al voltaje predeterminado
(generalmente a 10 voltios por cm de gel, pero depende de las muestras, el gel y
los protocolos a seguir). Luego se debera realizar una tincién para poder ver las
bandas. Existen varios métodos para la preparacion de gel de agarosa para
electroforesis y seran limitantes para el posterior visionado, pero eso lo comentaré

en otro articulo.

El gel final se puede fotografiar y guardar la imagen. Incluso se pueden
extraer bandas de interés para un posterior analisis, como podéis ver en la imagen

que he tomado estos dias donde estuve cortando unas banditas.
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9. ELECTROFORESIS EN GEL

Esta técnica hace que el ADN se fragmente por su tamafo y carga. La
electroforesis aplica una carga eléctrica a través de un gel que contiene diferentes
moléculas. Con base en su tamafo y carga, las moléculas se desplazaran por el gel
en diferentes direcciones o a distintas velocidades, con lo que se separan unas de

otras.

La electroforesis nos deja ver las partes del ADN que se fragmenta
ubicandose en diferentes posos segun su tamafo y comparandolo junto a una
"escala" estandar de fragmentos de tamafo conocido. La electroforesis en gel actua
sobre material similar a la gelatina, estos separan el ADN suelen estar hechos de
un polisacarido llamado agarosa. A nivel molecular, el gel es una matriz de
moléculas de agarosa que se mantienen unidas por puentes de hidrogeno y que
forman pequenos poros. En un extremo, el gel tiene muescas en forma de ranuras

llamadas pozos, que son donde se colocaran las muestras de ADN como lo muestra

la imagen 29.
Pozos
Gel ) / \\ ‘
J v I3

-y N e R w—" Y w—Y
Fuente de
potencia
f

Imagen 29. Equipo de electroforesis con el gel y sus pozos. (Reece et al. 2002)
El extremo del gel que tiene los pozos se coloca hacia el electrodo negativo.
El extremo sin pozos (hacia donde migraran los fragmentos de ADN) se coloca hacia
el electrodo positivo con cada una de las muestras en los pozos respectivos,

posteriormentese aplica energia eléctrica a la camara y empieza a fluir corriente a
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través del gel, Los grupos fosfato de su esqueleto de azucares-fosfato le otorgan
una carga negativa a las moléculas de ADN, por lo que comienzan a moverse a
través de la matriz de gel hacia el polo positivo. Cuando el sistema esta encendido

y pasa corriente por el gel, se dice que el gel esta corriendo (Reece et al.2002)

Para poder visualizar las bandas en el gel se deben impregnar las muestras
con un marcador que cuando en el momento que sea aplicado un rayo de luz UV

los fragmentos brillen en el gel, como lo muestra la imagen 30

Marcador  Reaccion de PCR

5000 pb

1500 pb

500 pb

Imagen 30. Brillo que ejerce una muestra sobre un marcador

Para poder llegar a un diagnostico las bandas que marcan se deben
comparar con un marcador el cual nos indica el peso y tamafo de la muestra en la

imagen anterior nos muestra un aproximado de 700 pares de bases (pb).

En la siguiente imagen 31.lecturas de bandas proteicas de muestras

analizadas por PCR y corridas en Electroforesis en gel de agarosa.

\ 2 3 Y

3000 pb -
1500 pb -

500 pb -

Imagen 31.Andlisis de electroforesis
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Carril de extrema izquierda: marcador de peso molecular con bandas de 3000 pb,
1500 pb y 500 pb marcadas sobre él.

Muestra 1: banda de 5000 pb.

Muestra 2: banda de 100 pb.

Muestra 3: bandas de 1500 pb y 2000 pb.

Muestra 4: banda de 500 pb.

En el gel anterior se numeran cuatro carriles. (Un carril es un corredor por el cual
pasa el ADN al salir de un pozo). (Helmenstine, 2018)
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10.RESULTADOS

Resultados encontrados mediante la técnica de fluorometria nos muestra los
siguientes parametros, se evaluaron 20 muestras para analizar la
concentracion en tubo de la muestra a una dilucion de 1% de la muestra
original en 99 partes del diluyente, obteniendo la siguiente grafica, donde se
obtuvieron resultados con una alta concentracion de ADN en dos de las

muestras y un promedio de 100,41 como lo muestra la tabla 3.

CONCENTRACION DE ADN TOTAL DE LA
MUESTRA

10 11 12 13 14 15 16 17 18 1f

Grafica 1. Concentraciones de ADN en 20 muestras eje X y su concentracion ejeYen las

muestras de sangre en los caninos de la ciudad de Neiva

Aplicando la fluorometria nos muestra los siguientes resultados, en la
grafica 2 se observa las concentraciones calculada de ADN por el equipo en

el total de la muestra evaluada.
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CONCENTRACIONES DE ADN

7 8

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

CONCENTRACION DE ADN EN TUBO

= CONCENTRACION DE ADN TOTAL DE LA MUESTRA

En la siguiente tabla se registran 20 resultados de fluorometria escogidos al

azar para evaluar la concentracion total de ADN en la muestra.

CONCENTRACION DE ADN
CONCENTRACION DE ADN TOTAL DE LA
EN TUBOnNg/uL MUESTRANg/uL

13,02 69,92
12,5 57,65
12,01 62,21
12,9 57,61
14,09 60,83
12,76 67,64
12,12 64,19
34,02 300,96
49,05 438,48
12,63 43,15
14,79 62,3
13,34 90,8
13,35 76,55
16,49 106,67
18,36 117,45
12,01 66,18
12,32 60,8
11,7 61,17
15,03 79,51
12,04 64,14

Tabla 3 de promedios encontrados en concentraciones de ADN
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CONCENTRACION PROMEDIO DE ADN EN TUBO

CONCENTRACION PROMEDIO DE ADN TOTAL

16,22ng/puL

100,41ng/uL

Tabla 4. Resultados de cuantificacion de ADN

CONCENTRACIONES DE ADN EN LAS MUESTRASng/pL

Muestra Valor Muestra Valor Muestra Valor Muestra Valor Muestra Valor
1 13,02 31 6,99 61 20,8 91 15,7 121 21,1
12,5 32 51 62 3,23 92 23,8 122 4,79
3 12,01 33 7,18 63 8,36 93 34,8 123 19,2
4 12,9 34 6,78 64 0,72 94 36,8 124 4,36
5 14,09 35 17,3 65 4,4 95 31,8 125 6,08
6 12,76 36 8,72 66 0,8 96 53,4 126 14,6
7 12,12 37 19,9 67 16,8 97 74,8 127 7,95
8 34,02 38 16,8 68 4,96 98 53 128 24
9 49,05 39 6,61 69 24 99 0,972 129 21,6
10 12,63 40 11,8 70 7,04 100 2,98 130 19,5
11 14,79 41 7,2 71 0,19 101 13,5 131 18,3
12 13,34 42 13,02 72 16,9 102 24,6 132 22
13 13,35 43 12,5 73 2,14 103 0,58 133 5,88
14 16,49 44 12,01 74 20,8 104 18,3 134 7,56
15 18,36 45 12,9 75 10,2 105 88,4 135 25,5
16 12,01 46 14,09 76 11,5 106 30,2 136 26,9
17 12,32 47 12,76 77 11,4 107 16,2 137 28,9
18 11,7 48 12,12 78 8,2 108 13,4 138 28,7
19 15,03 49 34,02 79 3,55 109 21,8 139 2,54
20 12,04 50 12,63 80 17 110 5,76 140 23,6
21 17,9 51 14,79 81 11,2 111 14,5 141 21,5
22 21,9 52 13,34 82 15,9 112 12 142 21
23 18,2 53 13,35 83 18,7 113 7,84 143 8,79
24 22 54 16,49 84 24 114 9,04 144 95
25 16 55 18,36 85 19 115 20 145 59
26 9,44 56 12,01 86 22 116 5,47 146 34,9
27 8,76 57 12,32 87 22,4 117 16,4 147 34,1
28 6,88 58 11,7 88 16,3 118 20 148 29,7
29 6,8 59 15,03 89 19,5 119 3,32 149 27,8
30 20,8 60 12,04 90 49,6 120 25,7 150 36,2

En la tabla anterior y la siguiente se muestran todos los resultados del analisis de

fluorometria encontrado en las 150 muestras de sangre canina.

En la siguiente tabla se describe el promedio encontrado de concentracion de ADN

en las muestras analizadas para caninos.
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Tabla 5. Concentracion promedio de ADN encontrado en las muestras de sangre.

CONCENTRACION PROMEDIO DE ADN EN TUBO EN
LAS 150 MUESTRAS

17.80ng/uL

La siguiente grafica 3 muestra las concentraciones de las diferentes muestras

usando el mismo protocolo de extraccion apara cada una de ellas.

CONCENTRACION DE ADN EN 150 MUESTRAS CANINAS

Grafica 3. Diferentes concentraciones de ADN en las muestras analizadas por Fluorometria.

Finalmente después de termociclar las muestras se procedieron a
realizar la electroforesis con el fin de detectar el marcador que indique su

positividad para la Leishmania, como lo muestra la imagen 32.
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Imagen 32 Electroforesis de muestra de ADN termocicladas.

En la siguiente imagen nos muestra una prueba realizada resultado con negativo
diciembre 2017.

Pozo 1: Control negativo
Pozo 2: Control positivo
Pozo 3: Muestra negativa Leishmania

Pozo 4: Muestra negativa Leishmania

Imagen 33. Resultados de electroforesis en dos muestras

En la siguiente prueba de resultado se observo que la muestra 61 resulto negativa
a la presencia de ADN de Leishmania canina
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Imagen 34. Resultado de electroforesis observado mediante el fotodocumentador

Imagenes de lecturas en el fotodocumentador, procedimiento final realizado

a cada una de las muestras

Después de realizar un sin numero de pruebas con el equipo de
electroforesis con resultados negativos, donde la muestra ni los controles
muestran imagen alguna, se decide que dichas muestras sean procesadas
nuevamente por el personal del laboratorio CORPAVET arrojando resultados
similares con la siguiente argumentacion cientifica.

En las siguientes imagenes se muestran los resultados de electroforesis a
las muestras procesadas en tan solo es un poco notorio el marcador de peso

molecular y el positivo del kit, No se observa que ninguna de las muestras
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haya corrido a través del gel.

42 43 43 44 44 45 45 46 46 47 47 48 48 49 49 S50

M 26 27 28 28 29 29 30 30 31 31 32 33 33 34 3 35 35 36 36 37 37 38 38 39 P N

Imégenes de resultado de electroforesis y observadas mediante el

fotodocumentador
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11.CONCLUSIONES

Se pudo evidenciar la efectividad del uso del protocoloQiaamp DNA mini and
blood.en la extraccion de ADN y su evaluacion mediante la aplicacion de
fluorometria en 150 muestras de ADN de suero canino, encontrando similares
resultados a los hallados por Cuevas y Cardenas en 2018 aplicando similares

procedimientos en sueros de bufalos.

El diagnostico de animales afectados por leishmaniosis es importante en salud
publica por ser esta especie un hospedador intermediario y por su cercania con el

hombre nos predispone a que nos transmita la enfermedad.

La técnica de PCR es uno de los métodos mas sensible y especificas para llegar al
diagnostico de una enfermedad, esta es una de las nuevas evaluaciones para

profundizar sobre los diagndsticos mas precisos (Montalvo et al 2014).

Se evidencio que el ADN de las muestras puede desnaturalizarse al tener
variaciones de conservacion de dicho ADN, lo que demostréo que se deben ser

conservar las muestras en neveras que logren temperaturas de hasta — 96 grados.
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Anexos

En la siguiente imagen nos muestra parte del equipo de trabajo del semillero de

investigacion INVITRO quienes realizamos diferentes investigaciones al tiempo.
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Equipo cientifico del semillero de investigacion INVITRO (Foto Autor)
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