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NOTATECNICA

Validacion de la PCR en la deteccion de parasitos
de Leishmania (Viannia) spp. en
Lutzomyia (Diptera: Psychodidae)
como herramienta en la definicion de especies vectores

Erika Santamaria !, Nubia Ponce ', Concepcion Puerta 2, Cristina Ferro '

' Laboratorio de Entomologia, Subdireccion de Investigacion, Instituto Nacional de Salud, Bogota. D. C.,
Colombia.

2 Laboratorio de Parasitologia Molecular, Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias,
Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, D. C., Colombia.
Lugar donde se realizé el trabajo: Laboratorio de Entomologia, Instituto Nacional de Salud, Bogot4, D. C.,
Colombia.

Introduccioén. En leishmaniasis se acepta que la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR)
ha simplificado el proceso de incriminacién vectorial. Sin embargo, pocas veces se ha
determinado la sensibilidad y la especificidad de cada PCR en la deteccién y la identificacion
del parasito en los fleb6tomos.

Objetivo. Evaluar la aplicabilidad de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), basada
en los iniciadores B1 y B2, en la deteccion e identificacion de parasitos de Leishmania (Viannia)
en insectos vectores enteros sin disecar.

Metodologia. Se determiné la sensibilidad y la especificidad de la PCR empleando diluciones
de cultivo de parasitos de Leishmania spp. Se establecio el nimero maximo de hembras de
Lutzomyia que pueden ser procesadas a la vez sin disminuir la sensibilidad de la PCR,
procesando el ADN de grupos de una a cinco hembras de Lutzomyia en presencia del ADN de
las diluciones de cultivo de parasitos. Ademas, se comparé en grupos de fleb6tomos infectados
experimentalmente, la sensibilidad de esta PCR en la deteccién de infeccion por Leishmania
(Viannia) frente al método de busqueda de flagelados por diseccion del insecto y examen
microscopico.

Resultados. La PCR detecté desde un parésito de Leishmania (Viannia) y permiti6 el
procesamiento de hasta tres insectos enteros sin alterar la sensibilidad. Los porcentajes de
infeccion experimental detectados con las dos técnicas fueron similares, 33,3% con la PCR y
30% con el examen microscopico. Ademas, se confirmé que los iniciadores B1 y B2 son
especificos para especies del subgénero Leishmania (Viannia).

Conclusion. Los resultados obtenidos demuestran la sensibilidad y la especificidad de esta
PCR y permiten recomendar su uso en la determinacién de infecciéon natural con parasitos de
Leishmania (Viannia) en poblaciones silvestres de fleb6tomos.

Palabras clave: Lutzomyia, Leishmania (Viannia), PCR, sensibilidad, especificidad.

Validation of PCR as a tool for the detection of Leishmania (Vianna) spp. parasites in the
Lutzomyia (Diptera: Psychodidae) vector

Introduction. The applicability of the polymerase chain reaction (PCR) was evaluated for the
detection and identification of parasites in sand fly vectors and thereby precluding the necessity
of dissecting them. DNA was extracted from individual, laboratory infected sand flies, and
subjected to PCR amplification using specific B1 and B2 primers for parasites of the Leishmania
(Viannia) subgenus.

Methodology. The sensitivity and specificity of the PCR primers were defined by means of
serial dilutions of a Leishmania culture. Pooled samples of 1 to 5 sandflies were examined in
association with the parasite dilutions to determine the point at which sensitivity became reduced.
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Experimentally infected sand flies were used to compare the sensitivity of the PCR with sand fly
dissection and searching for flagellated parasites by microscopic examination.

Results. As few as a single parasite was detected, and the sensitivity remained unaltered up to
3 female sand flies per pool. Detection rates were 33% for the traditional technique and 33.3%
for PCR. The B1 and B2 primers were confirmed as specific for Leishmania (Viannia) parasites.
Conclusion. The demonstrably high sensitivity and specificity of PCR warrant the use of PCR in
assessing natural infection rates of Leishmania (Viannia) in field populations of sand fly vectors.

Key words: Leishmania (Viannia), PCR, Lutzomyia , phlebotomine sand flies.

En Colombia, se han registrado hasta el momento
133 especies del género Lutzomyia (1-4), de las
cuales seis especies: L. evansi, L. longipalpis, L.
trapidoi, L. hartmanni, L. spinicrassa y L.
umbratilis son consideradas como vectores (1),
ya que cumplen con los criterios de incriminacion
sugeridos por Killick-Kendrick (5) como son:
abundancia en el lugar de transmision, antropofilia,
competencia vectorial y aislamiento de la misma
especie de Leishmania encontrada en pacientes.

Recientemente, la correlacion estadistica entre
la abundancia y la distribucién de los fleb6tomos
y la distribucién y la incidencia de los casos se
constituye en otro criterio para sumar evidencia
epidemioldgica en vectores sospechosos (6-8);
en esta categoria estan incluidas especies como
L. longiflocosa, L. gomezi, L. quasitownsendi, L.
youngi, L. columbiana, L. torvida, L. yuilliy L.
panamensis, en las cuales el unico criterio que
falta por comprobar es el hallazgo e identificacion
en ejemplares silvestres de la misma especie de
parasito aislada de pacientes en cada zona
especifica.

El método empleado tradicionalmente para valorar
la infeccion de los fleb6tomos consiste en aislar
y caracterizar parasitos de Leishmania a partir de
vectores provenientes de zonas endémicas. Este
método se desarrolla sin apoyo de la biologia
moleculary, para ello, se realiza un congelamiento
progresivo de los ejemplares recolectados para
mantener al parasito vivo, seguido de la diseccién
del tracto digestivo de cada hembray la busqueda
de flagelados al microscopio.

Correspondencia:

Cristina Ferro, Laboratorio de Entomologia, Instituto
Nacional de Salud, Avenida Calle 26 N. 51-60, Bogota, D.C.,
Colombia.

telefax: 2200923, Bogota, Colombia. mferro@ins.gov.co.

Recibido: 13/10/04; aceptado: 28/03/05
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En el caso de lograr visualizar los flagelados, se
transfiere el tracto digestivo a un medio de cultivo
o se inocula en animales de laboratorio para la
caracterizacioén posterior del parasito (9,10). Este
es un procedimiento dispendioso que involucra la
diseccion de miles de hembras, ya que en el Nuevo
Mundo los porcentajes de infeccidn son muy bajos
(11). Ademas, el aislamiento y el cultivo de los
parasitos a partir de los intestinos infectados del
vector se ve afectado frecuentemente por la
contaminacion, lo cual obstaculiza la
identificacién de la especie (12).

En las ultimas dos décadas, la PCR se ha
constituido en una técnica alternativa, altamente
sensible y especifica, que ha permitido identificar
diferentes especies de Leishmania a partir de
muestras de pacientes (13,14), reservorios (15,16)
y vectores (17,18).

Teniendo en cuenta que en el control de las
leishmaniasis es de vital importancia conocer la
especie o especies de Lutzomyia involucradas en
la transmisién en cada foco especifico, para
disefiar programas de control basados en la
biologia y el comportamiento de estas especies;
el objetivo general del presente estudio fue valorar
el uso de la PCR basada en los iniciadores B1'y
B2, para la deteccién de parasitos de Leishmania
en grupos de insectos del género Lutzomyia sin
disecar.

Materiales y métodos
Parasitos

Para los ensayos de sensibilidad y como controles
positivos y de especificidad se trabaj6 con formas
promastigotes de las siguientes cepas de
referencia del Laboratorio de Parasitologia del
Instituto Nacional de Salud de Colombia:
Leishmania (Viannia) panamensis (MHOM/CQO/87/
CL-412), L. (V.) braziliensis (MHOM/CO/86/CL-
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250), L. (Leishmania) mexicana amazonensis
(MHOM/ME/94/CL-856)y L. (L.) chagasi (MHOM/
CO/84/CL-044B). Asi mismo, se utilizaron formas
epimastigotas de cepas de referencia de
Trypanosoma cruzi (MHOM/CO/92/FCh) y T.
rangeli (MHOM/CO/99/99/5048). Los parasitos se
cultivaron en masa segun lo descrito por Duque
et al. (19) a una concentracion promedio de 1 x
10° parasitos por ml.

Vectores

Se trabajé con grupos de hembras de L. ovallesi,
L. serrana y L. longipalpis, provenientes de
colonias del Laboratorio de Entomologia del INS,
establecidas y mantenidas segun la metodologia
de Modiy Tesh (20) y Ferro et al. (21).

Extraccion del ADN

EI ADN de los insectos se obtuvo de acuerdo con
el protocolo estandarizado por Cabrera et al. (22),
el cual consiste en la maceracién de los insectos
individuales o en grupos almacenados en alcohol
al 70%, seguido de centrifugacién a 10.000 rpm
por 3 minutos, eliminacion del sobrenadante,
adicién de 100 ml de Chelex 100® (Bio Rad) al
5%, incubacion a 56°C por 30 min, agitacién en
vortex por 10 segundos, incubacién a temperatura
de ebullicion por 8 minutos, agitacion en vértex
por 10 segundos y centrifugacién a 10.000 rpm
por 3 minutos. El sobrenadante asi obtenido fue
recuperado y almacenado a-20°C hasta ser usado
como plantilla parala PCR.

Para la extraccion del ADN de los parasitos, los
cultivos se lavaron en soluciéon salina;
posteriormente, los parasitos se recolectaron por
centrifugacion, se elimind el sobrenadante, se
adicionaron 100 ml de Chelex 100®y se siguieron
los demas pasos descritos para la obtencion del
ADN de insectos.

Ampilificacién del ADN

Se eligieron los iniciadores B1 (5-GGG GTT GGT
GTAATATAG TGG-3)yB2 (5-CTAATT GTG CAC
GGG GAG G-3'), disefiados a partir de la regién
conservada de los minicirculos de ADN del
cinetoplasto de parasitos de Leishmania y
reportados como especificos en la detecciéon de
las especies del subgénero Viannia produciendo
una banda de aproximadamente 750 pb (23). Dos
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microlitros (2 pl) del ADN extraido en cada ensayo
se amplificaron en una mezcla de reaccion que
contenia 1,5 mM de MgCl, 100 pmol de cada
iniciador, 0,2 mM de cada dNTP, 1X de tampdn A
(KCI150 mM, 10 mM Tris-HCI) y 2,5 unidades de
Taq polimerasa (Promega) en un volumen final de
50 pl. Como control positivo de la reaccion se
utiliz6 ADN desnudo de L. panamensis; como
control negativo de la reaccion se utilizé solucién
salina en reemplazo del ADN, y como control de
especificidad se utilizo6 ADN de T. cruzi. Asi mismo,
las muestras negativas se evaluaron para la
presencia de inhibidores de la reaccion de PCR
mediante la adicién de ADN de L. (V.) panamensis,
seguido de la prueba de PCR.

La amplificaciéon se hizo en un termociclador
Perkin-Elmer 2400® con la siguiente rutina térmica:
predesnaturacion a 94°C por 2 minutos, 35 ciclos
con el siguiente perfil: denaturacién a 93°C por 30
segundos, anillaje a 67, 5°C por 1 minuto y
extension a 72°C por 1 minuto, seguidos de una
extension final a 72°C durante 7 minutos. Los
productos de amplificacién obtenidos se
mantuvieron a 4°C hasta su analisis.

Anadlisis de los productos de amplificacion

Seis microlitros (6 ul) de las muestras de ADN
amplificadas se analizaron mediante electroforesis
horizontal en geles de agarosa (NuSieve: SeaKem,
3:1) al 2%, utilizando TBE 1X ( 89 mM Tris HCI,
90 mM de acido borico y 20 mM de EDTA, pH
8,3) como tampédn de corrido. Los geles se tifieron
con 0,1 ug/ml de bromuro de etidio (Sigma). Como
control del corrido electroforético se utilizo el
marcador de peso molecular ADN 100 pb
(Promega). Los productos se visualizaron en un
transiluminador de luz ultravioleta.

Determinacion de la sensibilidad de la PCR

Para determinar la concentracién minima de ADN
de parasito que puede detectar la PCR basada en
los iniciadores B1 y B2, se utilizaron cultivos de
promastigotes de L.(V.) panamensis. Después de
recolectar los parasitos por centrifugacion, se
lavaron tres veces en soluciéon salina, se
determind su concentracién en camara de
Newbauery se realizaron siete diluciones seriadas
en base 10 conteniendo un estimado de 108, 10°,
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104, 103102, 10 y 1 parasitos, en un volumen final
de 100 ul de solucién salina. Estas diluciones se
sometieron a los procesos de extraccion de ADN,
amplificacion y analisis descritos previamente.

Determinacion de la especificidad de la PCR

La especificidad de los iniciadores B1 y B2 se
determiné aplicando el mismo protocolo al ADN
desnudo de L. (V.) panamensis y L. (V.)
braziliensis y al ADN de especies de Leishmania
del subgénero Leishmania como L. (L.) mexicana
amazonensis y L. (L.) chagasi y de otras dos
especies de la familia Trypanosomatidae: T. cruzi
y T rangeli.

Validacion de la PCR en fleb6tomos
infectados experimentalmente con
Leishmania

El primer objetivo en la validacién de la PCR en
flebétomos infectados experimentalmente con
Leishmania fue probar que la PCR basada en los
iniciadores B1 y B2 permitia detectar parasitos
de Leishmania en hembras de Lutzomyia enteras
sin disecar. Para ello, se infectaron experimental-
mente con L.(V.) panamensis un grupo de hembras
de 2 a4 dias de edad de la especie L. serrana, la
cual es susceptible a la infeccion con L. (V)
panamensis (datos sin publicar, Laboratorio de
Entomologia, INS). Para la infeccidon, estos
insectos fueron expuestos al hocico de un
hamster anestesiado e inoculado 2 meses antes
con promastigotes de L. (V.) panamensis (24,25).
Entre 6 y 8 dias después de la alimentacion
sobre el hamster infectado, las hembras se
preservaron individualmente en alcohol al 70%
y se almacenaron a temperatura ambiente.
Posteriormente, se realizé la extraccion del ADN,
seguida de la reaccion de PCR y la visualizacion
de los productos de amplificacion, tal como se
describe previamente.

El segundo objetivo fue comparar el método
tradicional frente a la PCR en la deteccion de
infeccion por Leishmania en grupos de fleb6tomos
infectados de manera experimental. Para esto, se
infecté con L. (V.) panamensis un grupo de 100
hembras, aproximadamente, de 2 a 4 dias de edad
de L. longipalpis, la cual es susceptible a la
infeccién con L. (V.) panamensis (datos sin
publicar, Laboratorio de Entomologia, INS).
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La infeccién se realizd siguiendo el método
descrito por Tesh y Modi (26), el cual consistié en
exponer los insectos a un recipiente con
membrana que contenia una mezcla de cultivo de
promastigotes de Leishmania a una concentracién
de 1,19 x 107 parasitos/ml y eritrocitos humanos
lavados en una proporcién de 2:1. Las hembras
alimentadas se mantuvieron a 24°C, 80% de
humedad relativa y a una dieta de agua y solucién
azucarada. Entre 7 y 8 dias después de la comida
infectiva, las hembras que sobrevivieron se
dividieron aleatoriamente en dos grupos de 30
hembras cada uno. En el primer grupo, el
porcentaje de infeccién se establecié por el método
tradicional, para lo cual se realizé la diseccién del
intestino de cada hembra en una gota de solucion
salinay la presencia de promastigotes se detectd
bajo el microscopio a 40X. En el segundo grupo,
las hembras se almacenaron individualmente, sin
disecar, en alcohol al 70% y se procesaron por
PCR de acuerdo con el protocolo descrito,
determinando asi el porcentaje de infeccién
experimental en este grupo.

Determinacion del numero de ejemplares de
Lutzomyia que pueden ser procesados a la
vez sin disminuir la sensibilidad

Para determinar el numero maximo de hembras
de Lutzomyia que podian ser procesadas sin
disminuir la sensibilidad de la PCR, se realizaron
extracciones del ADN de gruposde 1,2, 3,4y 5
hembras de L. ovallesi. E| ADN de cada grupo se
amplificé en presencia del ADN extraido de cada
una de las diluciones de L. (V.) panamensis, que
contenian teéricamente desde 10° hasta 1 parasito.
Como control negativo se usé ADN extraido de 1
hembra de L. ovallesi sin adicion de ADN de
parasitos. Los productos de amplificacion de cada
grupo de fleb6tomos se visualizaron y se
compararon entre si.

Resultados

En cuanto a la sensibilidad de la PCR basada en
los iniciadores B1 y B2, en el rango de
concentraciones ensayadas, el producto de
amplificacién caracteristico de 750 pb para el
subgénero Leishmania (Viannia) se observé en
todas las diluciones, incluso, en la que contenia
un estimado de 1 parasito (figura 1).
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Figura 1. Sensibilidad de la PCR con los iniciadores B1 y
B2. Productos de amplificacién usando como blanco el ADN
extraido a partir de diluciones seriadas de cultivo de L.(V.)
panamensis que contenian desde 1 parasito (carril 3) hasta
10° parasitos (carril 9). Carril 1: marcador de peso molecular:
100 pb (Promega); carril 2: control negativo (solucién salina).

En cuanto a la especificidad de esta PCR, los
iniciadores para el subgénero Leishmania (Viannia)
B1y B2 resultaron especificos para las especies
de Leishmania pertenecientes a este subgénero,
tal y como se habia reportado por sus autores
(23) y no se observaron productos de amplificacion
en especies del subgénero Leishmania
(Leishmania), ni en especies del género
Trypanosoma.

En la infeccién experimental de hembras de L.
serrana enteras sin disecar, se obtuvo el producto
de amplificacion esperado en 8 de las 13 hembras
que sobrevivieron al dia séptimo y octavo después
de la infeccion, lo cual representa un porcentaje
de infeccion de 61,5%. De esta forma, se pudo
comprobar que la PCR, bajo las condiciones
descritas, puede detectar parasitos que se
encuentran dentro del intestino del vector y que
no es necesario disecar el ejemplary que se puede
procesar unicamente el intestino.

En la comparaciéon de los dos métodos de
deteccién de la infeccion por Leishmania en
grupos de hembras experimentalmente infectadas
de L. longipalpis, se observé que con la diseccion
de cada hembra y la visualizacién de los
flagelados al microscopio, se detect6 la infeccion
por Leishmania en 9 de 30 hembras, lo cual
corresponde a un porcentaje de infeccion de 30%
y empleando la PCR, basada en los iniciadores
B1 y B2, se obtuvo la banda de amplificacién
esperada en 10 de 30 hembras procesadas, lo

PCR EN LA DETECCION DE LEISHMANIA EN FLEBOTOMOS

cual corresponde a un porcentaje de infeccion de
33,3%.

Respecto al numero maximo de hembras de
Lutzomyia que pueden ser procesadas al tiempo
sin disminuir la sensibilidad de la técnica, se
observo que la sensibilidad de la PCR en la
deteccion de parasitos de Leishmania (Viannia)
se mantiene cuando se procesan grupos de 1, 2
y hasta 3 hembras de Lutzomyia. Es decir, que al
procesar hasta 3 hembras en el mismo tubo se
puede detectar el ADN de 1 parasito en adelante.
Por su parte, cuando se ensay6 con el ADN
extraido de 4 y 5 hembras, el nUmero minimo de
parasitos detectado fue de 10 y 100 parasitos,
respectivamente (cuadro 1).

Discusién

La PCR basada en los iniciadores B1y B2 se ha
utilizado con éxito en la deteccién de parasitos
de Leishmania (Viannia) en diferentes estudios
epidemiolégicos, especialmente, para el diagndstico
de leishmaniasis en pacientes (27,13). En el
presente estudio se valoré el potencial de esta
técnica en la deteccion de infeccién por Leishmania
(Viannia) en flebétomos, con el fin de aplicar esta
PCR en futuros estudios de infeccién natural en
poblaciones silvestres de estos insectos.

En cuanto a la sensibilidad de la PCR empleando
extraccion con Chelex 100® y los iniciadores B1
y B2, teéricamente y segun lo reportado por De
Bruijn y Barker (23), el protocolo puede detectar
hasta menos de un parasito e, incluso, lo

Cuadro 1. Deteccién del producto de amplificacién al
procesar por PCR el ADN extraido de cada una de las
diluciones de parasitos en presencia del ADN de cada uno
de los grupos de L. ovallesi.

No. estimado de parasitos
en cada diluciéon

N. de hembras de

L. ovallesi por 1 10 102 10° 10* 105 10°
grupo

1 + o+ o+ o+ o+ o+
2 + 0+ o+ o+ o+ o+ o+
3 + 0+ o+ o+ o+ o+ o+
4 - + + + + + +
5 - - + + + + o+
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correspondiente a 1.000 minicirculos del
cinetoplasto de un parasito seria suficiente como
plantilla para la amplificacion. En este trabajo, el
ADN extraido de una dilucién con un estimado de
un parasito de L. (V.) panamensis fue suficiente
para obtener el producto de amplificacién
esperado, lo que confirma que la técnica es
altamente sensible. En cuanto a la especificidad,
los iniciadores B1'y B2 resultaron especificos para
las especies del subgénero Viannia y no se
observd ningun producto de amplificacion en
especies del subgénero Leishmania ni en otros
cinetoplastidos como T. cruzio T. rangeli.

Por otra parte, se valoro6 la eficiencia de la PCR
en la determinacioén de porcentajes de infeccion
experimental en fleb6tomos, comparada con la
técnica tradicional. En este experimento, se
observd que los porcentajes de infeccion
obtenidos por diseccion y examen al microscopio
comparado con la PCR son muy cercanos. El inico
reporte de un experimento similar lo presenta
Michalsky et al. (28). Estos investigadores
realizaron infecciones experimentales con tres
combinaciones Lutzomyia-Leishmania: L.
longipalpis con L. chagasi, L. migonei con L.
amazonensisy L. migonei con L. braziliensis. El
porcentaje de infeccion obtenido por diseccién y
examen al microscopio para cada combinacién
fue de 70%, 40% y 50%, respectivamente, y el
porcentaje de infeccion obtenido aplicando la PCR
fue de 87%, 33% y 40%, respectivamente.

En el presente estudio se obtuvieron porcentajes
de infeccion del 31,4%, empleando la técnica
convencional y del 33,3% con la PCR. Esto indica
que la PCR es tan eficiente como la diseccién y
visualizacion de los flagelados al microscopio y
que puede aplicarse con seguridad en estudios
epidemioldgicos de infeccion natural con
Leishmania en poblaciones silvestres de
flebétomos. Los bajos porcentajes de infeccion
experimental obtenidos en nuestro estudio pueden
atribuirse a que en la naturaleza L. longipalpis no
es vector de L. (V.) panamensis, en cambio
cuando se utiliza para la infeccién una combinacion
vector-parasito que se presente en la naturaleza
la susceptibilidad del insecto al parasito es mayor
y los porcentajes de infeccion experimental son
mayores (29,30).
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Otro paso en la valoracion de la técnica fue medir
la sensibilidad de la PCR en la deteccién de
parasitos de Leishmania (Viannia) al adicionar a
las diluciones de parasitos, ADN de uno a cinco
insectos, encontrando que el ADN de hasta tres
insectos no interferia en la sensibilidad. Es bien
conocido que la presencia de ADN no especifico
de las células del insecto y otras sustancias
presentes pueden ejercer un efecto de inhibicién
sobre la actividad de la Taq polimerasa y afectar
la sensibilidad de la PCR (31).

Por otro lado, la capacidad de deteccion de los
iniciadores puede disminuir debido a una dificultad
en el acceso al ADN de lared de minicirculos del
cinetoplasto (32). Por esta razén, en la mayoria
de estudios recientes sobre infeccion natural con
Leishmania en poblaciones de flebétomos, se
diseca primero el ejemplar y se extrae su tracto
digestivo y en caso de presentar flagelados se
emplea la PCR para verificar que los flagelados
son de Leishmania y clasificarlos taxonémica-
mente (8,17,18), evitando asi la inhibicién por
exceso de ADN no especifico del insecto.

En otros estudios (32, 33) se han procesado para
busqueda de infeccién natural con Leishmania,
hembras enteras de flebétomos sin disecar y de
manera individual. Ambas situaciones aumentan
la dificultad, la duracion y el costo del proceso,
debido a que en los estudios de infeccion natural
en insectos, generalmente, se procesan cientos
o miles de ejemplares.

Especificamente con los iniciadores B1y B2 (23),
no se habia medido antes la cantidad de
ejemplares que podian ser procesados al tiempo
sin disminuir la sensibilidad de la técnica.
Solamente existen reportes de Michalsky et al.
(28), quienes procesaron flebétomos individuales
enteros sin diseccion y aplicando esta PCR,
obtuvieron la banda esperada. Asi mismo, Torrez
et al. (34) procesaron grupos de hasta 25 hembras
y detectaron infeccién en el 2,2% de los grupos.
Dado que en el presente estudioel ADN de 4y 5
hembras procesadas al tiempo interfirié con la
sensibilidad de la PCR, en el trabajo mencionado
de Torrez et al. (34) no se puede descartar la
posibilidad de que se haya presentado inhibicién
en algunos de los grupos procesados por la gran
cantidad de hembras analizadas al tiempo.
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La ventaja de la PCR aqui validada es que permite
la deteccion e identificacion del parasito en grupos
de hasta tres hembras de Lutzomyia sin disecar,
lo que implica una considerable reduccién de
tiempo y esfuerzo cuando se compara con la
diseccién manual de cada hembra y su examen
microscopico y, principalmente, facilita la
identificacion del parasito ya que el aislamiento
de los flagelados a partir de intestinos infectados
era pocas veces exitoso.

Entre las limitaciones de esta PCR frente a la
técnica de disecciéon estan la imposibilidad de
obtener cultivos del parasito y el no poder
determinar la ubicacion de la infeccion en el
intestino del vector. Otra limitacién es el nimero
de hembras que pueden ser procesadas a la vez
manteniendo una alta sensibilidad. El protocolo
aqui descrito ofrece un nivel de deteccion de 1
parasito cuando se procesan hasta 3 hembras
enteras de Lutzomyia. Sin embargo, los investigadores
interesados en aplicar esta técnica, pueden elegir
el limite de deteccién de 10 o 100 parasitos y
procesar a la vez 4 o 5 hembras, teniendo en
cuenta que, generalmente, una especie de
Lutzomyia considerada como vector permitira el
desarrollo de los parasitos en un nimero superior
a100.

Es posible que al comparar otros protocolos de
extraccion y purificacion del ADN, empleando una
PCR anidada o hibridacién con sondas de ADN
especificas para el subgénero L. (V.) Viannia, se
puedan procesar simultdneamente grupos mas
numerosos de hembras. No obstante, si se tiene
en cuenta que es frecuente una alta diversidad
de especies de Lutzomyia en los focos de
transmision de Leishmania y que es necesario
identificar la especie por caracteristicas externas
e internas, consideramos que 3 hembras es un
numero adecuado cuando se pretende determinar
infeccion natural con Leishmania. En los focos
en los cuales predomina con un alto porcentaje
de abundancia una sola especie de Lutzomyia es
mas sencillo procesar grupos mas Numerosos.

La técnica de PCR descrita en este trabajo es
utilizada cuando se desea definir la especie o
especies de Lutzomyia que presentan infeccién
con parasitos de Leishmania (Viannia). Sin
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embargo, debido a que en el Nuevo Mundo los
porcentajes de infeccién natural con Leishmania
en los vectores son muy bajos (entre el 0,1 y el
1,9%) (11), se asume que al resultar positivo para
Leishmania un grupo de tres hembras, la
probabilidad de que mas de una hembra estuviera
infectada es muy baja. Para el calculo exacto
del porcentaje de infeccién natural lo mas
adecuado seria extraer el ADN de las hembras
individualmente y mezclar el ADN de varias
hembras en grupos; posteriormente, procesar
estos grupos por PCR y al obtener un grupo
positivo, correr de nuevo el ADN de cada hembra
perteneciente a ese grupo (35).

Se concluye que la PCR con los iniciadores B1y
B2, bajo las condiciones descritas, fue un método
sensible y especifico en la deteccién de parasitos
de Leishmania (Viannia) en fleb6tomos y puede
recomendarse su uso en la determinacién de
infeccién natural en poblaciones silvestres de
especies de Lutzomyia spp. como herramienta en
la incriminacién de especies vectores.
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