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Resumen

La Leishmaniasis tegumentaria americana es una enfermedad infecciosa

endémica presente en 19 departamentos del Perú. Leishmania (Viannia) braziliensis

es el principal agente etiológico de esta enfermedad en las Américas. La

presentación clínica más frecuente es la Leishmaniasis cutánea que provoca

lesiones cutáneas ulceradas. La confirmación del diagnóstico presuntivo clínico se

basa en la realización de más de una prueba de laboratorio, que puede ser de tipo

parasitológica, inmunológica o molecular. Existen diferencias en el grado de

sensibilidad y especificidad de estas pruebas, además de que requieren tiempos

largos de procesamiento y tienen un costo alto. Recientemente se han desarrollado

pruebas de detección molecular de agentes patógenos altamente específicas y

sensibles empleando la herramienta CRISPR/Cas donde destaca el sistema

CRISPR-Cas12a.

En el presente estudio se desarrolló y evaluó un método nuevo de detección

molecular de Leishmania (Viannia) spp. basado en el sistema CRISPR-Cas12a en

combinación con un paso previo de amplificación por PCR convencional

empleando como biomarcador multicopia al ADN de minicírculos del kinetoplasto

(ADNk). En la evaluación de la sensibilidad analítica de la prueba PCR/CRISPR-

ADNk el límite inferior de detección fue de 0.05 equivalentes genómicos de

parásitos (4.25 fg de ADN) (n=3), lo que constituye un valor con relevancia clínica.

Además, la prueba de especificidad mostró que las cepas de referencia

representativas de L.(Viannia) spp. generaron una señal distintiva con un promedio

del valor de la razón de fluorescencia (ésto es, señal fluorescente de la muestra



problema normalizada por la señal fluorescente del blanco de reacción) de 2.287 ±

0.29 en comparación al valor de 0.967 ± 0.08 del grupo de cepas del subgénero

L.(Leishmania) a los 20 minutos de la reacción CRISPR (n=4). La diferencia en los

valores de la razón de fluorescencia en los grupos evaluados fue estadísticamente

significativa (p<0,001; prueba t para datos no pareados). No hubo reacción cruzada

con ADN genómico humano ni con ADN de la cepa Y de Trypanosoma cruzi.

La prueba PCR/CRISPR-ADNk desarrollada se evaluó en un panel de 49 muestras

clínicas. Utilizando como punto de corte el criterio de la ‘media de los valores de

la razón de fluorescencia de muestras negativas más 3 desviaciones estándar’ (cutoff

=1.151), el 79.6% (39/49) de las muestras resultaron positivas y el 20.4% (10/49)

resultaron negativas a detección de ADNk de Leishmania. Se consideró un segundo

método de clasificación basado en el porcentaje de positividad (PP) de cada muestra

(en relación a un control positivo) a partir de la data de señal fluorescente de la

reacción Cas12a y un análisis estadístico para seleccionar el punto de corte de

probabilidad óptimo para la clasificación que maximice el índice de Youden; este

análisis resultó en la misma clasificación de resultados positivos (n=39;

PP>29.995%) y negativos (n=10; PP ≤ 29.995%) que el punto de corte de media +

3DE. Ambos análisis catalogaron a las muestras clínicas con concordancia perfecta

comparado con PCR en tiempo real (qPCR-ADNk) empleada como prueba de

referencia: se obtuvo 100.0% de concordancia positiva (IC 95%: 91.0-100.0) y

100.0% de concordancia negativa (IC 95%: 72.2-100.0). Se demostró el potencial

de la prueba PCR/CRISPR-ADNk como método nuevo de detección molecular de

especies de Leishmania (Viannia) de importancia médica en Latinoamérica.



Palabras claves: Leishmaniasis cutánea, Leishmania (Viannia) spp., ADNk del

minicírculo, CRISPR-Cas12a, detección molecular



Abstract

American tegumentary leishmaniasis is an endemic infectious disease

present in 19 departments of Peru. Leishmania (Viannia) braziliensis is the main

etiological agent of this disease in the Americas. The most common clinical

presentation is cutaneous leishmaniasis, which causes ulcerated skin lesions.

Confirmation of the presumptive clinical diagnosis is based on the performance of

more than one laboratory test, which may be of parasitological, immunological, or

molecular type. There are differences in the degree of sensitivity and specificity of

these tests, in addition to the fact that they require long processing times and are

expensive. Recently, highly specific and sensitive molecular detection tests for

pathogens have been developed using the CRISPR/Cas tool, where the CRISPR-

Cas12a system stands out.

In the present study, a new method of molecular detection of Leishmania

(Viannia) spp. based on the CRISPR-Cas12a system in combination with

conventional PCR preamplification was developed and evaluated. The method

targets the multi-copy kinetoplast DNA (kDNA) minicircles. In the analytical

sensitivity evaluation of the PCR/CRISPR-kDNA assay, the lower limit of

detection was 0.05 parasite genome equivalents (4.25 fg of DNA) (n=3), which is

a value with clinical relevance. In addition, the analytical specificity evaluation

showed that the representative reference strains belonging to the L.(Viannia)

subgenus generated a distinctive signal with an average fluorescence ratio (that is,

fluorescent signal of the test sample normalized by the fluorescent signal of the no-

template control) of 2.287 ± 0.29 compared to the value of 0.967 ± 0.08 of the



group of strains belonging to the L.(Leishmania) subgenus at 20-min time point of

the CRISPR-Cas12a assay (n=4). The difference in fluorescence ratio values

between the evaluated groups was statistically significant (p<0.001; t-test for

unmatched data). There was no cross-reaction with human genomic DNA or

Trypanosoma cruzi Y strain DNA.

The developed PCR/CRISPR-kDNA assay was evaluated in a panel of 49

clinical samples. Using as a cut-off point the criterion of 'mean fluorescence ratio

of negative samples plus 3 standard deviations' (cutoff = 1.151), 79.6% (39/49) of

the samples were positive and 20.4% (10/49) were negative for Leishmania DNA

detection. A second classification method was considered based on the percentage

of positivity (PP) of each sample (relative to a positive control) from the raw

fluorescence data of the Cas12a assay and a statistical analysis to select the optimal

probability cut-off point for the classification that maximizes the Youden index;

this analysis resulted in the same classification of positive (n=39; PP > 29.995%)

and negative (n=10; PP 29.995%) results as the mean + 3SD cutoff point. Both

analyses classified the clinical samples with perfect agreement compared to a real-

time PCR (qPCR-kDNA) assay used as the reference test: 100.0% positive

agreement (95% CI: 91.0-100.0) and 100.0% negative agreement (95% CI: 72.2-

100.0). The potential of the PCR/CRISPR-kDNA assay as a new molecular method

for detection of species of Leishmania (Viannia) of medical importance in the Latin

American region was demonstrated.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis, Leishmania (Viannia) spp., kDNA

minicircles, CRISPR-Cas12a, molecular detection
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I. Introducción

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria provocada por la picadura del

insecto vector hembra del género Lutzomyia (Familia: Psychodidae; Subfamilia

Phlebotominae) que transmite los protozoos pertenecientes al género Leishmania

en la forma infectiva promastigote al hospedero mamífero. La leishmaniasis

humana es una enfermedad compleja que abarca infecciones asintomáticas y

manifestaciones clínicas heterogéneas 1. Según la Organización Mundial de la

Salud (OMS) se presentan cuatro formas clínicas de la enfermedad: leishmaniasis

cutánea, leishmaniasis visceral (o Kala-azar), leishmaniasis dérmica post-kala-azar

y leishmaniasis mucosa 2. La Leishmaniasis cutánea (LC) está caracterizada por

lesiones cutáneas (con tendencia a la ulceración) que pueden ser únicas o múltiples.

Tiene un período de incubación de 1-4 semanas y se presenta un cuadro afebril. En

la leishmaniasis visceral (LV) se ven afectados los órganos internos y puede llegar

a ser mortal si el paciente no recibe tratamiento antileishmanial oportuno. En el caso

de la leishmaniasis dérmica post-kala-azar (PKDL), esta afección aparece después

de un episodio de LV y se caracteriza por la aparición de una erupción cutánea en

el rostro que puede extenderse a otras partes del cuerpo; mientras que la

leishmaniasis mucosa (LM) provoca invasión y destrucción de la mucosa

nasofaríngea 3.

De acuerdo al informe más reciente de la OMS, la leishmaniasis se encuentra en

200 países de los cuales 98 son países en los que la enfermedad es endémica.

Alrededor de 71 países son endémicos tanto para la LV como para la LC y 19
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países, principalmente del trópico y neotrópico, son endémicos solo para la LC. En

los últimos 5 años se han reportado 1 203 780 casos nuevos de LC 2.

La leishmaniasis tegumentaria americana es una enfermedad endémica en

Latinoamérica, desde México hasta Argentina. Comprende principalmente dos

formas clínicas: LC y LM 4. En Perú, es una enfermedad endémica que afecta a las

regiones andinas y selváticas. En estas regiones circulan y coexisten varias especies

de Leishmania pertenecientes al subgénero L.(Leishmania) como L.(L.)

amazonensis y al subgénero L.(Viannia) entre las que destacan L.(V.) braziliensis,

L.(V.) guyanensis, L.(V.) peruviana y L.(V.) lainsoni 5.

Leishmania (V.) braziliensis es el principal agente etiológico de la LC en América

Latina, enfermedad que puede progresar a LM 6,7. Esta especie se caracteriza por

grandes diferencias en biología básica en comparación con especies de Leishmania

del Viejo Mundo (como L.(L.) infantum). Primero, L.(V.)braziliensis tiene un

desarrollo peripilariano en la mosca vector debido a que también coloniza el

intestino grueso, mientras que las especies del subgénero L.(Leishmania) tienen un

desarrollo suprapilariano en el insecto vector 8. Segundo, L.(V.) braziliensis

presenta una mayor diversidad genética, ya que posee algunas peculiaridades en su

genoma, como la presencia de elementos transponibles y genes que codifican la

maquinaria de ARN de interferencia (ARNi), ambos ausentes en especies del

subgénero L. (Leishmania) como L. major y L. infantum 9,10. Tercero, los factores

de virulencia de L. braziliensis influyen en la inmunología de la infección y la

evasión del sistema inmune en el hospedero mamífero 11,12.
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Se dispone de tres métodos de diagnóstico principales de leishmaniasis con

variaciones en la precisión del diagnóstico. En primer lugar, tenemos a las técnicas

parasitológicas convencionales (microscopía, cultivo de parásitos e histología)

cuyas limitaciones radican en su baja sensibilidad y el requerimiento de experiencia

técnica para llevar a cabo el procedimiento. En segundo lugar, las pruebas

serológicas actuales son de uso limitado para LC y LM, debido a su baja

sensibilidad (dado que en ambas formas clínicas predomina la respuesta inmune

celular) y posible reactividad cruzada principalmente con Trypanosoma cruzi,

agente causal de la enfermedad de Chagas 13. En tercer lugar, tenemos a los métodos

moleculares que están limitados a centros de referencia principalmente por las áreas

de trabajo, equipamiento y personal capacitado que se requiere para sus

procedimientos.

El diagnóstico molecular basado en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

y sus variantes son actualmente los más sensibles y específicos utilizados para la

detección de Leishmania, a menudo en combinación con la tipificación molecular

de la especie de Leishmania infectante, que puede orientar la selección del

tratamiento más apropiado o el seguimiento de la eficacia del tratamiento 14. Entre

las dianas genéticas utilizadas para la detección de Leishmania se encuentran

biomarcadores con número múltiple de copias de una región altamente conservada,

como por ejemplo el ADN de minicírculos del kinetoplasto (que presenta hasta

10,000 minicírculos por parásito). Esto convierte a la PCR-ADNk en el método más

sensible para el diagnóstico de leishmaniasis. Dependiendo de los cebadores la

región amplificada permite la detección específica a nivel de género o subgénero
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de Leishmania 15. En el campo del diagnóstico molecular de enfermedades

infecciosas recientemente se han desarrollado plataformas de detección basadas en

la tecnología CRISPR/Cas. Éstas están acopladas a un proceso de pre-amplificación

de la secuencia del ácido nucleico diana empleando técnicas convencionales como

PCR o la amplificación isotérmica mediada por lazo (LAMP) o la amplificación

isotérmica con recombinasa y polimerasa (RPA). Este paso previo de amplificación

permite enriquecer las moléculas de ácido nucleico diana e incrementa la

sensibilidad de la detección. Las plataformas pioneras en esta área son el sistema

SHERLOCK (por sus siglas en inglés specific high sensitivity enzymatic reporter

unlocking) 16, DETECTR (por sus siglas en inglés DNA endonuclease-targeted

CRISPR trans reporter) 17 y HOLMES (por sus siglas en inglés one-HOur Low-

cost Multipurpose highly Efficient System) 18. Estas técnicas utilizan los sistemas

CRISPR-Cas con componentes biomoleculares sintéticos (ARN guías conocidos

como crARNs, diseñados in silico que son complementarios al sitio diana

específico) para la detección in vitro de una secuencia de ácido nucleico

(ADN/ARN) biomarcadora del patógeno. En el caso del ensayo CRISPR-Cas, el

proceso de detección inicia con la formación de un complejo binario Cas12a-

crARN que reconoce una secuencia PAM en la diana. Este reconocimiento

específico activa a la nucleasa Cas12a que realiza un corte en cis en el ADN de

doble hebra (dsDNA). Ello desencadena el corte en trans indiscriminado (conocido

como actividad colateral de la enzima Cas12a) de un sustrato de ADN de hebra

simple (ssDNA) incluido como sonda reportera [contiene un fluoróforo unido
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covalentemente al extremo 5’ y un apagador de fluorescencia (quencher) en el

extremo 3’] en la mezcla de reacción. Esta actividad colateral inespecífica de

Cas12a produce una señal fluorescente medible por un instrumento lector de

fluorescencia 19. Actualmente este método se ha aplicado en la detección de agentes

patógenos de importancia en salud pública, tales como el virus del papiloma

humano (VPH) 17, virus de ARN como dengue, Zika 16 y SARS-CoV-2, bacterias

donde resaltan los trabajos en Mycobacterium tuberculosis 20-22 y protozoarios

como Plasmodium spp. causantes de malaria 23-24 y Toxoplasma gondii 25. En

tripanosomátidos como Leishmania existe un reciente trabajo publicado, en donde

se desarrolló un método de detección de especies causantes de la forma clínica LV

basado en el sistema dCas9 26.

En el presente trabajo se desarrolló y evaluó la prueba PCR/CRISPR-ADNk para

la detección de especies de Leishmania (Viannia) causantes de LC y LM en

Latinoamérica. Primero, se optimizó el paso de pre-amplificación por PCR y la

reacción CRISPR-Cas12a. Segundo, se evaluó la sensibilidad y especificidad

analítica de la prueba PCR/CRISPR-ADNk. Luego, se evaluó el desempeño de la

prueba en un panel de 49 muestras clínicas con estatus de infección por Leishmania

conocido. Se utilizaron dos estrategias para la determinación del punto de corte para

la clasificación de los casos positivos/negativos a detección del ADN de

Leishmania: el método de la media de muestras negativas más tres veces la

desviación estándar y el análisis del porcentaje de positividad. Los resultados

obtenidos se compararon con la prueba de referencia qPCR-ADNk 48, validada en

el Laboratorio de Patho-antígenos, LID-UPCH.
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Finalmente, se demostró el potencial de aplicación de este ensayo en la detección

de especies de Leishmania (Viannia) de importancia médica a nivel local y regional

en Latinoamérica.
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.

II. Planteamiento del problema y justificación de la investigación

Planteamiento del problema

La leishmaniasis tegumentaria americana es una enfermedad endémica desatendida

presente en áreas rurales y suburbanas de las zonas tropicales y subtropicales del

territorio peruano, donde el acceso a los servicios de salud suele ser escaso. La

población susceptible a contraer la infección por Leishmania es comúnmente de

recursos limitados y ésta es la principal barrera para el diagnóstico oportuno,

tratamiento temprano y efectivo de los pacientes, monitoreo de la infección y la

vigilancia epidemiológica.

La leishmaniasis cutánea y mucosa son las dos formas de esta enfermedad

caracterizada por pleomorfismo y complejidad clínica. Debido a ello es importante

realizar un diagnóstico diferencial respecto a otras enfermedades presentes en las

áreas geográficas donde circula Leishmania y que generan lesiones cutáneas

similares a la producida por este parásito, tales como blastomicosis sudamericana,

lepra, esporotricosis, cáncer de piel o rinoescleroma. De esta manera se evita que el

médico tratante prescriba un tratamiento con fármacos antileishmaniales y los

posibles efectos adversos relacionados con la toxicidad de dichos fármacos en

pacientes que padecen una enfermedad debida a otras etiologías 27

Numerosos estudios indican que Leishmania (Viannia) spp. son las especies más

relevantes en nuestra región debido a su alta prevalencia 5. En áreas de endemicidad,

la LC se diagnostica con frecuencia por evaluación clínica y antecedentes
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epidemiológicos, porque la mayoría de los métodos de diagnóstico parasitológico

convencional, así como moleculares están disponibles sólo en laboratorios de

referencia. Las pruebas serológicas en LC no son tan útiles para el diagnóstico

porque los anticuerpos tienden a presentar títulos bajos y tienen un valor limitado

28
.

La selección de la prueba de diagnóstico a ser empleada a menudo depende más de

la infraestructura y los recursos disponibles que de la precisión del método de

diagnóstico. Entre las pruebas disponibles que permiten la detección del parásito

están la visualización directa (por microscopía) de amastigotes de Leishmania a

partir del frotis de la lesión cutánea o por técnicas de cultivo celular, o técnicas

moleculares como PCR. Sin embargo, debido a los requerimientos de equipos de

laboratorio y personal entrenado, estas técnicas quedan restringidas a laboratorios

de referencia y centros de investigación.

Es por ello que existe la necesidad de desarrollar pruebas más sencillas, asequibles

y que sean capaces de detectar densidades bajas del parásito (ésto es, carga

parasitaria baja) en una infección asintomática o sintomática temprana, y que

podrían ser de gran utilidad en regiones endémicas.

La revolucionaria tecnología CRISPR-Cas es una herramienta novedosa diseñada

para la detección altamente específica y sensible de agentes patógenos, entre

muchas otras aplicaciones. En diversos estudios reportados se demostró el potencial

de CRISPR-Cas para convertirse en un método nuevo de diagnóstico molecular

para diversas enfermedades infecciosas causadas por virus, bacterias y parásitos de
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.

importancia en salud pública como los protozoarios patógenos Plasmodium y

Leishmania.

Se planteó como pregunta de investigación si el sistema CRISPR-Cas12a dirigido

a la diana genética multicopia ADNk será capaz de detectar a especies

representativas de Leishmania del subgénero L. (Viannia) en muestras de lesiones

de piel de pacientes con leishmaniasis cutánea.

Justificación

Los métodos moleculares basados en la amplificación de ácidos nucleicos permiten

la detección directa de los parásitos en muestras clínicas, evitándose la necesidad

de cultivo de los parásitos. Estos métodos además proporcionan la ventaja de una

mayor sensibilidad. Los métodos más comunes de amplificación reportados para la

detección de especies individuales de Leishmania incluyen PCR convencional y

cuantitativa 29

La leishmaniasis es una enfermedad desatendida en nuestra región que cuenta con

pruebas de laboratorio para el diagnóstico de rutina (parasitológicos, serológicos) y

otras actuales como las pruebas moleculares basadas en la PCR. Estas pruebas

requieren de equipos costosos, personal técnico experto y en su mayoría están

restringidas a laboratorios de referencia o de investigación centralizados. Además,

hay que resaltar la importancia de disponer de pruebas diagnósticas precisas para
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la confirmación de la infección por Leishmania en pacientes, dado que la

confirmación parasitológica es un requisito obligatorio antes de iniciar una

estrategia de tratamiento clínico adecuado 30.

Actualmente no se encuentra disponible una prueba rápida, altamente sensible y

asequible para el diagnóstico de LC en áreas endémicas. Existe la necesidad de

desarrollar métodos moleculares novedosos como herramientas de diagnóstico que

puedan aplicarse a zonas con recursos limitados que sólo tienen acceso a postas o

centros de salud de atención primaria.

El presente estudio está enfocado en el ensayo CRISPR-Cas12a combinado con

pre-amplificación del ADN diana por PCR convencional (PCR/CRISPR-ADNk),

con la finalidad de proporcionar la prueba de concepto de la aplicabilidad de la

tecnología CRISPR-Cas a la detección de una diana genética multicopia de

Leishmania spp. en muestras clínicas. La PCR fue seleccionada por ser una prueba

estándar de amplificación de ácidos nucleicos y ha demostrado ser el enfoque más

sensible y robusto empleado en el diagnóstico molecular de leishmaniasis 31. Dada

la necesidad de seguir desarrollando herramientas útiles que permitan democratizar

el acceso a un diagnóstico robusto y certero, la plataforma basada en CRISPR

optimizada en este estudio tiene el potencial de proporcionar una prueba de

detección del parásito Leishmania con alta especificidad y sensibilidad, adecuada

para su uso en laboratorios de referencia, de investigación y hasta clínico.
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III. Marco Teórico

3.1 Leishmaniasis

La leishmaniasis es una enfermedad infecciosa causada por protozoarios

parásitos del género Leishmania (Orden Kinetoplastida, Familia

Trypanosomatidae) que se divide en dos subgéneros según su desarrollo en el

intestino de los insectos vectores: Leishmania, en el intestino medio o anterior,

y Viannia, en el intestino medio y posterior del insecto flebótomo. El agente

vector es la mosca de arena del género Lutzomyia en el Nuevo Mundo y del

género Phlebotomus en el Viejo Mundo. La transmisión del parásito se produce

a través de la picadura de un insecto infectado al hospedero humano (ciclo

antroponótico) y otros animales mamíferos (ciclo zoonótico) 1.

Leishmania es un parásito intracelular obligado de células del linaje de

macrófagos y células dendríticas en el hospedero mamífero 32. Leishmania es

un protozoo dimórfico, con una forma flagelada denominada promastigote que

reside en el insecto vector y la forma de amastigote intracelular que reside en

el hospedero mamífero. El ciclo de vida digenético de Leishmania inicia con el

promastigote extracelular procíclico móvil flagelado, que se encuentra en el

tracto digestivo del insecto vector flebótomo donde se duplica por división

binaria. Los parásitos sufren la metaciclogénesis y se convierten en

promastigotes metacíclicos que no se dividen (etapa infectiva) y luego migran

a las glándulas salivales de los vectores. A través de la regurgitación, los
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flebótomos hembras introducen parásitos junto con factores

inmunomoduladores y otros diversos componentes salivales durante la

alimentación en las áreas expuestas de la piel de los mamíferos. Los parásitos

son captados por los fagocitos, como neutrófilos, células dendríticas y,

especialmente, los macrófagos en el tejido dérmico de mamíferos y otros

hospederos vertebrados. Dentro de los fagolisosomas de los macrófagos, los

parásitos se transforman a amastigotes no flagelados, donde se produce la

proliferación. Los amastigotes intracelulares se desarrollan y se multiplican por

mitosis dentro del fagocito hasta que estos son liberados por lisis celular para

infectar otros macrófagos 33,34. En la última década se ha generado evidencia

que demuestra que los amastigotes tambien adoptan un estado de dormancia

con un metabolismo quiescente, estadio no replicativo en los hospederos

mamíferos, esto ha sido relacionado a infecciones crónicas 35.

El ciclo se reinicia cuando los flebótomos hembras ingieren células infectadas

durante la alimentación del hospedero infectado (Figura 1).

Existen 22 especies de Leishmania que son patógenas para el ser humano,

distribuidas en las 4 regiones eco-epidemiológicas alrededor del mundo: las

Américas, África Oriental, África del Norte y Asia Occidental y Sudoriental.

La leishmaniasis es endémica en 98 países y afecta a cerca de 12 millones de

personas. Las manifestaciones clínicas ocurren en cuatro categorías principales:

leishmaniasis cutánea, visceral, mucocutánea y post-kala-azar. La forma más

común y compleja de la enfermedad es la LC pero la LV es la que puede generar

una condición grave y es casi siempre fatal si no se trata 2,36.
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Figura 1. Ciclo de vida del parásito protozoario Leishmania 34.

La LC es la forma clínica más prevalente de leishmaniasis en todo el mundo y

el 95% de todos los casos ocurren en solo siete países: Afganistán, Argelia,

Brasil, Irán, Perú, Arabia Saudita y Siria (Figura 2). Se estima que hay entre

700 000 y 1 millón de casos de infección humana con aproximadamente 26 000

a 65 000 muertes notificadas anualmente LC 37. En la región sudamericana, en

países como Brasil, Colombia y Perú se presentaron en el año 2020 entre 1000-

5000 casos nuevos.

Entre las especies del Viejo Mundo que producen LC destacan: L. major, L.

tropica y L. aethiopica, mientras que entre las especies del Nuevo Mundo que

predominantemente provocan la enfermedad se encuentran L.braziliensis, L.

guyanensis, L. lainsoni, L. amazonensis y L. mexicana.
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Figura 2. Endemicidad global de Leishmaniasis cutánea en el 2020. Fuente:

World Health Organization Map production: Control of neglected tropical

diseases (NTD), WHO 2021. https://www.who.int/images/default-

source/maps/leishmaniasis_cl_2020.png?sfvrsn=81df4387_5

3.2 Aspectos generales de la enfermedad leishmaniasis tegumentaria

americana

La leishmaniasis tegumentaria americana es una enfermedad crónica infecciosa

no contagiosa causada por varias especies del protozoario parásito Leishmania

en el Nuevo Mundo y transmitida al hospedero humano y otros mamíferos a

través de insectos hembra de Phlebotominae, de las cuales la más común

es Lutzomyia spp. La LC y LM son las manifestaciones clínicas más comunes

de esta enfermedad y son el resultado de la replicación del parásito Leishmania

en la dermis y mucosa naso-orofaríngea, respectivamente. La presentación
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típica de LC se caracteriza por una o más lesiones ulcerativas localizadas en la

piel de curación lenta. La LM comprende lesiones en la mucosa oral, nasal o

faríngea destructivas y desfigurantes, según el estado inmunológico del

paciente y la especie infectante de Leishmania. En la forma clínica

mucocutánea, las lesiones cutáneas y mucosas se presentan de manera

simultánea. La LC comprende una variedad de manifestaciones, que incluyen

la forma localizada (más común) y las formas menos frecuentes LC difusa y

diseminada, de difícil curación 38.

En el territorio peruano el 90% de casos son de LC y tiene una distribución a

nivel nacional, mientras que la LM comprende el 10% y se limita a las áreas

cubiertas por el bosque lluvioso del Amazonas. Las infecciones por Leishmania

spp. también pueden cursar en forma asintomática.

Esta enfermedad endémica y no controlada en Perú (y otros países de

Latinoamérica, desde México hasta Argentina) es una de las 20 enfermedades

tropicales desatendidas (NTD) clasificadas por la OMS presente

principalmente en países en vías de desarrollo 39. La LC está presente en 19

departamentos como Junín, Cusco, Madre de Dios, Cajamarca, Piura y San

Martín donde se presenta el mayor número de casos. Las especies circulantes

en las regiones andinas e interandinas como selváticas son principalmente del

complejo L. braziliensis como L.(V.) braziliensis y L.(V.) peruviana, del

complejo L. guyanensis y del complejo L. mexicana como L.(L.) amazonensis5.

La infección por L.(V.) braziliensis es responsable de la mayoría de casos de

leishmaniasis tegumentaria en América del Sur y se caracteriza por cronicidad,
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latencia y tendencia metastásica y produce un amplio espectro de

manifestaciones clínicas que pueden atribuirse a la diversidad genética y

fenotípica de esta especie de parásito 5,38,40.

3.3 El ADN del kinetoplasto de Leishmania: ADN de minicírculos

El parásito Leishmania presenta una estructura en forma de disco denominada

kinetoplasto, ubicada en una porción especializada de la mitocondria dentro de

la matriz mitocondrial y perpendicular al eje del flagelo. El kinetoplasto posee

un largo y denso genoma mitocondrial conocido como ADN del kinetoplasto

(ADNk) organizado en varios miles de moléculas circulares interconectadas en

una red concatenada, una característica común a otros flagelados

kinetoplastidos 41. El ADNk representa entre el 10-20% del total del ADN

celular donde el 95% lo constituye el ADNk de minicírculos 42,43.

Existen dos tipos de moléculas circulares (ADN de cadena doble) presentes en

el kinetoplasto: los maxicírculos y los minicírculos. Los maxicírculos son

aquellas moléculas grandes de 20-25 Kb y que se encuentran en un número bajo

de copias (<100) mientras que los minicírculos son pequeñas de 0.8 a 1 Kb y

de número alto de copias (>10 000 por parásito). El número de copias de

maxicírculos y minicírculos difiere hasta 6 veces entre las especies de

Leishmania, pero las diferencias son menores entre las cepas de una misma

especie.
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Figura 3. Representación gráfica de las regiones conservadas que componen el

ADN de minicírculo del kinetoplasto de Leishmania 43. Los tres bloques de

secuencia conservada (CSB) se indican en recuadros blancos. Las flechas

azules indican los sitios de unión de los cebadores de PCR utilizados para

amplificar un fragmento de 120 pb dentro de la región conservada.

Los estadios de vida de amastigote y promastigote de Leishmania contienen

un número similar de maxicírculos o minicírculos de ADNk. Los minicírculos

del ADNk se caracterizan por heterogeneidad y el número de minicírculos

difiere entre cepas de la misma especie 29.

El kinetoplasto contiene una masa de ADN circular que consta de miles de

minicírculos (∼1 Kb cada uno) y varias docenas de maxicírculos (∼23 Kb cada

uno). Los maxicírculos codifican genes homólogos a los presentes en el ADN

mitocondrial de otros eucariotas. Estos genes codifican para proteínas

mitocondriales esenciales y ARNr mitocondrial. De manera notable, algunos
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de los genes codificantes de proteínas por los maxicírculos están encriptados.

Para generar ARNm funcionales, los transcritos encriptados codificados por los

maxicírculos pasan por un proceso de edición de ARN. La información

genética para la edición del ARN es proporcionada por moléculas de ARN guía

que son codificadas mayormente por los minicírculos 44.

El ADNk es tradicionalmente la secuencia diana utilizada con más frecuencia

para la detección de Leishmania debido a su naturaleza de copias múltiples, lo

que permite alcanzar una alta sensibilidad diagnóstica en pruebas moleculares

aplicadas en muestras clínicas 45.

El ADN de minicírculo del kinetoplasto: composición y aspectos genéticos

El minicirculoma está conformado por aproximadamente 10 clases de

minicírculos. Cada minicírculo está compuesto por una región conservada que

contiene el origen de replicación y una región variable que codifica

generalmente un solo ARN guía. Estos últimos están involucrados en la

maduración de los ARN mensajeros codificados por los maxicírculos a través

de un mecanismo de edición de ARN.

Un minicírculo tiene un tamaño entre 600-800 pb en los miembros del género

Leishmania. El minicírculo se divide en una región conservada de

aproximadamente 150-200 pb (determinado de la evaluación en diferentes

especies de Leishmania) y una región variable de alrededor de 600 pb. La

primera región se subdivide en tres bloques de secuencias conservadas y de
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longitud variable denominadas CSB1, CSB2 y CSB3 (Figura 3). Estas

secuencias están conservadas en todo el género Leishmania y también en

algunos otros tripanosomátidos. Mientras que la región variable permite una

discriminación precisa entre las especies de Leishmania y entre cepas 43-46.

3.4 Biomarcador ADNk y diagnóstico molecular de leishmaniasis basado

en la PCR

La PCR es uno de los métodos más sensibles para el diagnóstico de infección

por Leishmania spp. La sensibilidad de este método depende principalmente de

los cebadores utilizados para amplificar la secuencia diana (región conservada

en las especies que se desea detectar y multicopia para maximizar la

sensibilidad). Aquí destaca el uso del biomarcador ADNk de naturaleza

multicopia que está presente en aproximadamente 10,000 copias por parásito,

por lo que es una diana ideal para la detección altamente sensible de

Leishmania 46,47. Como lo demuestra el trabajo de Jara y colaboradores donde

emplearon el biomarcador ADNk para detectar y cuantificar parásitos de

Leishmania en lesiones de pacientes con LC crónica y LM que se caracterizan

por presentar carga parasitaria baja 48.

Las regiones conservadas son dianas eficaces para la amplificación por PCR de

todas las clases de minicírculos presentes en todas las especies de Leishmania.

Sin embargo, se han demostrado polimorfismos en la región CSB-1 de L.

infantum y en la región CSB-2 de especies de Leishmania del Nuevo Mundo

47-49. En general, el diseño de cebadores en regiones conservadas de
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minicírculos identifican los parásitos de Leishmania solo a nivel de género o

subgénero 50.

La muestra biológica utilizada (por muestreo invasivo: biopsia y raspado con

lanceta; por muestreo no invasivo: hisopado, citocepillo e impresión de

lesiones con papel filtro) también influye en la sensibilidad de detección

molecular 51,52. Los métodos basados en la PCR (punto final, PCR-nested, PCR

en tiempo real) se utilizan en los análisis de laboratorio como pruebas

confiables y confirmatorias de infección por Leishmania. En el caso de la PCR

cuantitativa (qPCR) se requiere instrumentación sofisticada; la amplificación y

detección simultánea demora entre 2-3 horas, se requiere reactivos de biología

molecular más costosos y un laboratorio bien equipado con personal entrenado,

mientras que en la PCR convencional el procesamiento es más accesible

pudiéndose emplear termocicladores portátiles como el Palm PCR™ 53o Bento

Lab® 54; en este último caso los amplicones pueden visualizarse por

electroforesis en geles de agarosa.

3.5 Tecnología CRISPR-Cas

Los estudios previos al descubrimiento de los sistemas CRISPR tuvieron lugar

en 1987 cuando Ishino et al. hallaron una secuencia de ADN repetitiva inusual

en Escherichia coli K12 55. Los investigadores describieron por primera vez el

locus CRISPR correspondiente al gen iap responsable de la conversión de la

isoenzima fosfatasa alcalina. Esta secuencia presentaba cinco características

estructurales comunes: múltiples repeticiones directas cortas, secuencias
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espaciadoras no repetitivas entre repeticiones de similar tamaño, una secuencia

líder común de varios cientos pares de bases, la ausencia de un marco de lectura

abierto largo y la presencia del gen Cas1 acompañado de Cas2-4 55,56.

Posteriormente en los años 2000 se realizó el descubrimiento en el ADN de

bacterias y arqueas de un locus al cual se le denominó CRISPR (repeticiones

palindrómicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas) y proteínas

Cas efectoras asociadas a CRISPR. Este sistema CRISPR-Cas proporciona a

los microorganismos un sistema de inmunidad adaptativa contra virus o

plásmidos, mediante enzimas nucleasas guiadas por pequeños CRISPR ARN

(crARN). Este complejo Cas-crARN permite degradar secuencias específicas

de los ácidos nucleicos foráneos de manera precisa 57.

Los sistemas CRISPR-Cas se clasifican según las estructuras de los genes Cas

asociados a CRISPR. De acuerdo a la arquitectura del módulo de interferencia

se agrupan en clase 1 aquellos sistemas formados por un complejo de varias

proteínas Cas entre los que se encuentran los tipos I, III y IV, y en la clase 2 los

sistemas que contienen una sola proteína Cas donde se encuentran los tipos II,

V y VI. La enzima Cas9 es del tipo II mientras que en el grupo de las proteínas

efectoras de clase 2 tipo V se encuentra la enzima Cas12 y en el tipo VI, la

enzima Cas13, cuyas dianas son ADN y ARN, respectivamente 58.

En 2012, Jinek y colaboradores realizaron un estudio donde demostraron que

el sistema CRISPR-Cas9 (de tipo II) podía programarse con moléculas de ARN

individuales para escindir sitios de ADN específicos y su posible uso en edición
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génica, lográndose más adelante su implementación en este campo 59. El primer

reporte de la aplicación de las plataformas CRISPR en la detección de

patógenos lo realizaron Pardee y colaboradores, quienes utilizaron el

diagnóstico basado en CRISPR-Cas9 para detectar al virus del Zika 60. El

sistema involucró la amplificación isotérmica del ARN y la lectura por

colorimetría basada en riboreguladores sintéticos programables (sensores

toehold switch). Posteriormente otro grupo de investigación empleó esta

tecnología para detectar bacterias Staphylococcus aureus resistentes a

meticilina 61.

Más adelante, en 2017, Gootenberg y colaboradores desarrollaron una

plataforma de detección basada en CRISPR/Cas13a denominada specific high-

sensitivity enzymatic reporter unlocking (SHERLOCKv1). La enzima Cas13a

es una ARNasa que reconoce y escinde una diana monocatenaria de ARN

guiada por un ARN guía (denominado crARN). Ellos lograron detectar el virus

del dengue y Zika mediante la técnica de amplificación isotérmica RPA

acoplada a escisión colateral de sondas reporteras por Cas13a. Con su

plataforma implementaron un protocolo de preparación de muestras

simplificado y rápido, detección y una lectura visual que se logra por el uso de

tiras de flujo lateral. Esta fue la primera evidencia del potencial de esta

tecnología como sistema de detección de agentes patógenos 16. Posteriormente

desarrollaron la versión SHERLOCKv2 con capacidad de multiplexing,

mostrándose el potencial de mediciones cuantitativas.
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Un año después, en 2018, Chen y colaboradores reportaron otra plataforma

denominada DNA Endonuclease Targeted CRISPR Trans Reporter

(DETECTR), emplearon esta vez el sistema CRISPR-Cas12a que media el

corte de ADN asociado a la enzima Cas12a. Esta enzima tiene la capacidad de

desencadenar la actividad de ADNasa monocatenaria no específica tras la

unión al ADN diana dependiente del crARN. Esta actividad de escisión

colateral y un paso de pre-amplificación de la diana de interés por

amplificación isotérmica RPA se utilizaron para lograr una detección rápida y

específica del virus papiloma humano en cultivos celulares de líneas

cancerígenas y muestras clínicas con una alta sensibilidad 17.

El ADN o ARN se amplifican mediante RPA o RT-RPA, respectivamente. Para

las enzimas CRISPR dirigidas al ARN (incluida Cas13a), el producto de RPA

amplificado se transcribe con la ARN polimerasa T7 en ARN. La unión del

crARN a la secuencia diana complementaria activa a la enzima Cas y

desencadena la escisión colateral de las sondas reporteras fluorescentes. Por

tanto, Cas13a (usado en SHERLOCK) o Cas12a (usado en DETECTR) indican

la presencia de secuencias diana de ARN o ADN, respectivamente (Figura 4).

En ese mismo año, Li y su equipo de investigadores presentaron la plataforma

One-hour Low-cost Multipurpose highly Efficient System (HOLMES) que se

basa en una amplificación por PCR seguido de la detección con

CRISPR/Cas12a del ADN/ARN diana (Figura 4).
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HOLMES

Figura 4. Estrategias de detección molecular de patógenos basadas en los

sistemas CRISPR-Cas. Tomada de Kaminski et al. 2021 (panel izquierdo) 62 y

Li et al. 2018 (panel derecho) 18.

Por ejemplo, se utilizó para detectar virus de ADN y ARN como el virus

causante de pseudorabia y el virus de la encefalitis japonesa, respectivamente,

logrando alcanzar una alta sensibilidad (de nivel atomolar) 18.

Además, los estudios mencionados mostraron que estos sistemas podían

discriminar diferencias de una sola base (mutaciones puntuales) en diferentes

posiciones en la secuencia de ácido nucleico de interés.
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3.6 Mecanismo de reconocimiento y corte por Cas12a

La endonucleasa Cas12a posee una longitud de 1200-1500 aminoácidos y un

peso molecular de 150 kDa 63,64. En el sistema CRISPR nativo, Cas12a es una

ADNasa multidominio de estructura bilobulada conformada por el lóbulo de

reconocimiento que incluye al dominio wedge que conecta el dominio Nuc y

el dominio Rec1 que permite el reconocimiento de la secuencia diana; y el

lóbulo nucleasa conformado por el dominio PI, región que interactúa con el

motivo adyacente al protoespaciador (PAM) 65(Figura 5). El dominio Nuc está

involucrado en la unión, formación del R-Loop y escisión de la hebra de ADN

diana. Finalmente, el dominio catalítico RuvC está encargado de escindir

ambas cadenas de la secuencia diana 66-68.

El proceso inicia con la localización de la región de corte, para ello se requiere

la formación del complejo Cas12a-crARN que explora el ADN bicatenario en

búsqueda de una secuencia corta denominada PAM rica en timina (5’-TTTV-

3’(V = G/C/A) ubicada en el extremo 5' del ADN diana, adyacente a la

secuencia complementaria al crARN. Tras el reconocimiento de PAM, la

desestabilización local del dúplex de ADN se facilita a través de un mecanismo

de "phosphate locking" conservado en todas las enzimas efectoras Cas que se

unen a ADN de doble hebra.
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Figura 5. Composición y estructura de la enzima nucleasa Cas12a.

(A) Organización de los dominios de LbCpf1. RuvC, dominio catalítico. WED,

dominio de unión a oligonucleótidos. REC, dominios de reconocimiento hélice

alfa. BH, hélice puente. PI, dominio de interacción con el PAM. Nuc, dominio

nucleasa. (B) Estructura cristalina de LbCpf1 en complejo con el crARN y su

ADN diana. (C) Estructura del crARN y su ADN diana 65.

Posteriormente, se produce la hibridación de bases entre el crARN y el ADN

diana donde aproximadamente los primeros 5-8 nucleótidos que componen el

crARN forman la región “semilla” que es fundamental para la afinidad y

especificidad por la diana. La hibridación del heterodúplex ARN:ADN genera

el desplazamiento de la hebra de ADN no complementaria al crARN (y permite
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su asociación con el sitio activo de RuvC) formándose así un complejo estable

denominado bucle R (o R-Loop). Este proceso induce cambios

conformacionales en Cas12a que involucran la rotación de los dominios REC,

que junto con el dominio RuvC conducen la interacción con regiones

específicas del crARN 65-67.

Esto permite que Cas12a se active catalíticamente y actúe como

desoxirribonucleasa. El dominio RuvC realiza primero la escisión en cis, a

través de su centro catalítico único, de la hebra de ADN no complementaria al

crARN desplazada y, en segundo lugar, produce el corte escalonado de la hebra

de ADN diana unida al crARN 68. Esto último genera extremos cohesivos con

4-5 nucleótidos salientes en la región distal al PAM. Dado que la ADNasa

Cas12a permanece activada tras la unión específica al ADN diana (formación

del heterodúplex), ello desencadena el corte en trans indiscriminado de

moléculas de ADN monocatenario no específico 69.
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Figura 6. Modelo esquemático de la unión y escisión del ADN diana guiada

por el complejo FnCas12a-crARN 66.

3.7 Actividad colateral de la enzima Cas12a en la detección molecular de

agentes patógenos

El sistema CRISPR/Cas12a para la detección molecular in vitro de agentes

patógenos está compuesto por los siguientes componentes biomoleculares: la

enzima Cas12a (que puede ser obtenida por técnicas de ADN recombinante o

adquirirlas comercialmente), la secuencia diana (puede ser sintética u obtenida

del ADNg del organismo de interés), el crARN (cuya secuencia guía o

espaciadora consiste de 20-24 nucleótidos complementarios al ADN diana) y

una sonda reportera, estos últimos elementos, de origen sintético.

Previo a la reacción CRISPR se requiere realizar un paso de amplificación de

la secuencia de ácido nucleico diana a través de técnicas de amplificación
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convencionales como PCR o isotérmicas donde destacan RPA, LAMP, RAA

(amplificación asistida por recombinasa) o la amplificación basada en

secuencia de ácidos nucleicos (NASBA) 56.

El inicio de la reacción CRISPR en condiciones in vitro involucra la formación

de un complejo binario compuesto por la ADNasa Cas12a y el crARN

específico que al reconocer una secuencia PAM en la diana de interés provoca

la hibridación del crARN con la hebra de ADN diana complementaria y se

produce la escisión secuencial en cis de cada una de las hebras del ADN

bicatenario. Tras la unión, el reconocimiento (principalmente) y corte de la

diana específica se desencadena la actividad endonucleasa colateral

inespecífica de Cas12a. Gracias a esta actividad colateral secundaria, un

sustrato de ADN monocatenario reportero sensor (que contiene un fluoróforo

unido covalentemente al extremo 5' y un apagador de fluorescencia (quencher)

en el extremo 3') será cortado y producirá una señal fluorescente que puede ser

medible en tiempo real con un equipo lector de fluorescencia o fluorímetro, o

visualizada adaptando el sistema a tiras de flujo lateral 17,18.

Los estudios de los sistemas CRISPR/Cas12a aplicados a la detección de

agentes patógenos virales, bacterianos o protozoos son diversos. Un trabajo de

gran impacto en el área de diagnóstico ha sido el realizado por Broughton y

colaboradores, quienes utilizaron la plataforma DETECTR con pre-

amplificación por RT-LAMP para detectar el virus de SARS-CoV-2 en

muestras clínicas de hisopado (n = 78) y encontraron 95% de concordancia de
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resultados positivos y 100% de concordancia de resultados negativos con la

prueba estándar qPCR 70.

Se resaltan los trabajos realizados en Mycobacterium tuberculosis (MTB),

agente causal de la tuberculosis, en donde se comparó el desempeño

diagnóstico de una prueba CRISPR-MTB (RPA/CRISPR-Cas12a) con el

cultivo y el ensayo GeneXpert MTB (Xpert) para identificar MTB en diversas

formas de muestras clínicas directas. Se obtuvo una alta sensibilidad en la

prueba basada en Cas12a respecto a las otras pruebas, demostrándose así su

utilidad potencial en el diagnóstico de la tuberculosis clínica 20. En otro trabajo

realizado por Xiao y colaboradores, los autores utilizaron el sistema

PCR/CRISPR-Cas12a para la detección e identificación de MTB y

micobacterias no tuberculosas (NTM) en 72/73 aislados clínicos y demostraron

que esta prueba puede ser un medio de identificación rápida, precisa de

especies de MTB y NTM 21. Luego, Xu y colaboradores evaluaron y

compararon el desempeño clínico del método de cultivo con la plataforma

RPA/CRISPR-Cas12 para la detección de MTB en 193 muestras, obteniendo

una sensibilidad del 99.3% y una especificidad del 100% 22.

Esta tecnología también se ha aplicado en protozoos patógenos como

Plasmodium, agente causal de la enfermedad de malaria. Dos grupos de

investigación utilizaron la plataforma SHERLOCK (RPA/CRISPR-Cas) para

detectar especies de Plasmodium. El grupo de Cunningham y colaboradores

validó la prueba basada en RPA/CRISPR-Cas13a comparándola con la PCR en

tiempo real en un panel de 123 muestras y encontraron que esta plataforma de
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detección tiene una sensibilidad y especificidad del 94% 23. En otra

investigación, Lee y colaboradores trabajaron con la plataforma SHERLOCK

(RT-RPA/CRISPR-Cas12a) y la optimizaron utilizando componentes

liofilizados y realizando todo el proceso en una sola reacción. De esta manera

lograron implementar una prueba diagnóstica aplicable en campo en el punto

de atención/punto de cuidado (POC, por sus siglas en inglés –point-of-care–),

para la detección ultrasensible de especies de Plasmodium (P. falciparum y

otras especies distintas a P. falciparum) causantes de malaria e infecciones

asintomáticas. Además, encontraron una concordancia del 100% de sus

resultados con respecto a PCR cualitativo especie-específico (ARUP

Laboratories, EE.UU.) y al test de diagnóstico rápido BinaxNOW® Malaria

(Alere, EE.UU.) que detecta antígenos de Plasmodium spp. 24.

3.8 Cinética enzimática de la endonucleasa Cas12a para la detección in

vitro de ácidos nucleicos

El ensayo de detección CRISPR involucra dos reacciones (pasos): la primera se

produce cuando el reconocimiento del ADN diana activa la enzima y se realiza la

escisión en cis; la segunda cuando la enzima activada corta indiscriminadamente

ADN de hebra simple (ssDNA), denominada escisión en trans. El ssDNA utilizado

como sustrato en la escisión en trans es la sonda reportera que se incorpora en la

reacción de detección 71.

Los análisis cinéticos bajo condiciones de single-turnover (que involucra colocar el

complejo binario Cas12a-crARN maduro en exceso sobre el ADN diana) demostró

un desenrrollamiento lento de la cadena diana y formación del R-loop que precede
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.

a la escisión del ADN unido a la enzima Cas12a 72. El trabajo bioquímico-cinético

previo realizado por Strohkendl y colaboradores demostró que el dominio RuvC se

vuelve altamente activo en la formación del R-loop y rápidamente escinde ssDNA

exógeno 68. Por lo tanto, la escisión en cis es probablemente un paso limitante de la

velocidad y está acoplada cinéticamente al proceso de activación de la escisión en

trans de ssDNA que permite la detección in vitro 72

En la parte final del proceso de corte en cis, los fragmentos proximales al PAM

escindidos por Cas12a se disocian muy lentamente, lo que limita a Cas12a a ser una

enzima que cataliza una reacción (single-turnover) con el sustrato diana. Cas12a

permanece unida firmemente al fragmento diana proximal al PAM en un estado

conformacional que le permite catalizar múltiples rondas de escisión trans (multiple

turnover) de ácidos nucleicos de secuencia no-específica, preferentemente de hebra

simple, por 2 horas o más a 37°C. La escisión en trans (actividad colateral) mediada

por Cas12a puede ser descrita según el modelo cinético de Michaelis-Menten 68, 72.

Nalefski y colaboradores estudiaron, mediante la realización de un análisis cinético,

los pasos que conducen a la activación del dominio RuvC de LbCas12a guiado por

el crARN y la escisión trans. Bajo condiciones de ‘steady state’ y considerando un

sustrato de ssDNA en cis, Nalefski y col. determinaron los valores de los parámetros

cinéticos, tales como la constante catalítica, la constante de Michaelis-Menten y la

eficiencia catalítica de LbCas12a, obteniendo: Kcat = 1.3 s -1, KM = 2.6 x 10-8 M y

Kcat/KM= 5.1 × 107 s -1 M -1, respectivamente 72.
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3.9 Ventajas y limitaciones de las plataformas CRISPR/Cas

Las plataformas CRISPR/Cas han podido ser adaptadas para lograr la detección

de varios agentes patógenos, tales como el virus del SARS-CoV-2, agente

causal de la enfermedad de COVID-19 que provocó la actual pandemia, donde

se produjo un incremento exponencial de las investigaciones asociadas a la

tecnología CRISPR 70. Esto debido a su menor dependencia de reactivos

procedentes de empresas comerciales, dado que algunos componentes

biológicos como la enzima Cas y el crARN pueden producirse localmente. La

enzima Cas puede producirse en bacterias Escherichia coli como proteína

recombinante a partir de un plásmido de expresión del gen codificante

respectivo (disponible en el repositorio Addgene; https://www.addgene.org/),

seguido de su purificación 16,17,75. El crARN es generado por transcripción in

vitro a partir de moldes de dsDNA sintético 76. Como se ha descrito

previamente, el paso de pre-amplificación convencional (por PCR) o isotérmica

permite incrementar la sensibilidad de la prueba cuando se asocia a sistemas

CRISPR/Cas. Estos últimos utilizados por sí solos tienen una sensibilidad de

detección a nivel femtomolar. Para aplicaciones en diagnóstico clínico los

sistemas CRISPR/Cas requieren ser acoplados a un paso de pre-amplificación

a fin de alcanzar una sensibilidad a nivel atomolar 16,17. De otro lado, la

combinación del paso de amplificación con la detección basada en CRISPR

produce dos rondas de especificidad, la primera dada por los cebadores

empleados en la amplificación y la segunda por el crARN en la reacción

CRISPR.
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Otra de las ventajas de estas plataformas novedosas de detección son su tiempo

corto de procesamiento en un rango de ~70-120 minutos (ese tiempo abarca

desde la obtención del material genético por un método simplificado, el paso

de pre-amplificación de la diana y la detección por CRISPR-Cas12a). El

proceso puede prolongarse si se considera la etapa pre-analítica de preparación

de las muestras biológicas para la extracción de ácidos nucleicos con kits

comerciales.

Y principalmente está el hecho que estas plataformas permiten alcanzar una

especificidad y sensibilidad de detección elevada, que es de relevancia clínica.

Cabe resaltar que la lectura de resultados se puede dar por varias vías, en un

equipo lector de fluorescencia, con tiras de flujo lateral e incluso a nivel visual

con un transiluminador de luz azul, eliminando los procedimientos de

verificación por electroforesis en gel de agarosa habitualmente empleados en

las técnicas de amplificación convencionales. Entre las limitaciones tenemos

que existen posibles riesgos de contaminación, lo que dada la alta sensibilidad

del sistema podría generar falsos positivos 77. Por ello se recomienda trabajar

en áreas separadas las distintas fases del ensayo y mantener un flujo

unidireccional durante los procesamientos con el fin de minimizar y/o evitar

contaminaciones. Es importante, además, incluir los distintos controles

(positivos y negativos) del proceso de amplificación, así como de la reacción

CRISPR. De ser posible, se sugiere incluir un control negativo del proceso de

extracción de ácidos nucleicos cuando se trabaja con muestras clínicas.
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3.10 Factores que influyen en el desempeño de la reacción CRISPR-Cas12a in

vitro

3.9.1 La selección de la enzima Cas12

La unión de Cas12a al ADN diana es funcionalmente irreversible. Cas12a logra

discriminar mismatches con el ADN diana que se producen más allá de la región

“semilla” del crARN (región que define la especificidad en el reconocimiento de la

secuencia diana). La propagación del R-loop es fácilmente reversible, lo que

permite que Cas12a pueda seleccionar secuencias de ADN con mayor precisión que

Cas9 68.

La endonucleasa LbCas12a (anteriormente conocida como LbCpf1, proveniente de

la bacteria Lachnospiraceae bacterium ND2006) ha sido identificada y

caracterizada bioquímicamente. Estudios de cinética indican que LbCas12a exhibe

una mayor actividad de escisión trans que sus ortólogos AsCas12a

(Acidaminococcus sp.) o FnCas12a (Francisella novicida) 64. El análisis estructural

de LbCas12a mostró que esta enzima contiene un solo dominio RuvC, que procesa

el crARN precursor a crARN maduro (gracias a su actividad endoribonucleasa),

escinde la diana dsDNA o ssDNA y luego ejecuta la escisión en trans inespecífica

78.

Según el trabajo realizado por Zhong y colaboradores, LbCas12a demostró poca o

ninguna tolerancia a los mismatches en el ADN diana en células de mamíferos en

estudios de edición génica 79.
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LbCpf1 y AsCpf1 se caracterizan porque requieren una secuencia de nucleótidos

específica, llamada motivo adyacente al protoespaciador (PAM), para el

reconocimiento del ADN diana. Además de reconocer un PAM canónico 5’-TTTV-

3’ (V es A, G, o C), estas enzimas reconocen PAM subóptimos que contienen

citosinas (C). De hecho, un estudio reciente demostró que LbCpf1 y AsCpf1 pueden

modificar los sitios diana que contengan PAM no canónicos, como CTTA, TCTA

y TTCA en células de mamíferos, aunque con eficiencias más bajas que aquellos

con PAM canónico 5’-TTTV-3’ 80.

3.9.2. La razón estequiométrica Cas12:crARN

La magnitud de la actividad trans nucleasa varía dependiendo de las características

del ARN guía (crARN) que se utilice, específicamente la composición y longitud

de la secuencia diana 81. Investigaciones a nivel molecular y bioquímico han

demostrado que la secuencia PAM y la región de las bases 1 a 7 en el crARN (región

semilla) son esenciales para el reconocimiento de la secuencia diana por Cas12a

82,83.

Existen diversos factores para potenciar e incrementar la eficiencia de la actividad

colateral siendo la relación molar Cas12a:crARN uno de los principales, dado que

la interacción entre el complejo binario Cas12a:crARN y el ADN diana es el

proceso que media la velocidad de la escisión en trans en la reacción CRISPR 68,73.

En la literatura se encontró variaciones en la relación molar Cas12a:crARN

empleada, por ejemplo, las más utilizadas en estudios estructurales son las

proporciones 1:1 y 1:1.2 66,67, mientras que las empleadas en la detección molecular

de diversos patógenos varían entre 1:1.25, 1:1.4 , 1:1.5 y 1:2 19,64,82.
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3.9.3. Características de la sonda reportera

La composición de la sonda reportera en sí misma puede afectar la actividad de

escisión colateral (trans) de LbCas12a. Esta enzima escinde sustratos de ssDNA,

dsDNA así como ssARN. En el caso de ssDNA, la longitud de la secuencia de

nucléotidos puede ser de 5 (mayormente reportada en trabajos de detección), C10 y

hasta C20. Las sondas de longitud mayor tienen una tasa de corte hasta dos veces

más rápida que las de C5. La composición de la secuencia debe ser rica en

piridiminas (principalmente timinas) pues permite incrementar la tasa de escisión

de la endonucleasa Cas12a 72.

Además, se ha reportado que LbCas12a logra la actividad de escisión transmáxima

con los fluoróforos FAM o HEX 19.
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IV. Pregunta de investigación y objetivos

Pregunta de investigación

En el presente estudio nos planteamos la pregunta de investigación si el sistema

CRISPR-Cas12a dirigido a la diana genética multicopia ADNk será capaz de

detectar a especies representativas de Leishmania del subgénero L. (Viannia) en

muestras de lesiones de piel de pacientes con leishmaniasis cutánea y a partir de

ello proporcionar la prueba de concepto de un método molecular nuevo para la

detección altamente específica y sensible de especies de L. (Viannia) de relevancia

médica en Latinoamérica.

Objetivos

Objetivo general

Desarrollar y evaluar un método potencial de detección molecular de Leishmania

(Viannia) spp. basado en el sistema CRISPR-Cas12a en combinación con pre-

amplificación por PCR empleando como biomarcador multicopia el ADNk.

Objetivos específicos

 Determinar las condiciones óptimas y la sensibilidad analítica de la prueba

PCR/CRISPR-ADNk de Leishmania spp. utilizando ADN genómico

extraído de promastigotes de la cepa de referencia L.(V.)braziliensis

MHOM/BR/75/M2904.

 Evaluar la especificidad analítica de la prueba PCR/CRISPR-ADNk para

detección de Leishmania (Viannia) spp. utilizando ADN genómico extraído
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de promastigotes de cepas de referencia de distintas especies de Leishmania

(pertenecientes a subgéneros Viannia y Leishmania), y de epimastigotes de

Trypanosoma cruzi.

 Evaluar el desempeño de la prueba PCR/CRISPR-ADNk para detección de

Leishmania (Viannia) spp. en muestras de lesiones de pacientes con

leishmaniasis cutánea, utilizando el ensayo de PCR en tiempo real como

prueba de referencia.
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V. Materiales y métodos

5.1 Diseño del estudio

El presente trabajo de investigación experimental-descriptivo es parte del proyecto

“Desarrollo de una plataforma biosensora basada en CRISPR para la detección

rápida y ultrasensible de microorganismos patógenos de importancia médica:

leishmaniosis como “prueba de concepto”, financiado por ProCiencia,

CONCYTEC - Banco Mundial mediante convenio N° 036-2019-FONDECYT-

BM-INC.INV, a cargo de la Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas (UPC) en

colaboración con la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH).

El estudio se dividió en tres etapas (Figura 7). La primera consistió en la

optimización de los sistemas de amplificación y detección de la diana de interés:

PCR de punto final y CRISPR-Cas12a, respectivamente, teniendo en cuenta

protocolos base seleccionados de la revisión de literatura científica. Una vez

determinadas las condiciones in vitro óptimas, se procedió a la evaluación de la

sensibilidad y especificidad analítica de la prueba PCR/CRISPR-ADNk para la

detección de ADN de Leishmania empleando un panel de cepas de referencia. En

la segunda etapa se evaluó el protocolo establecido en un panel de muestras clínicas

de pacientes con diagnóstico confirmado de leishmaniasis cutánea por cPCR-

ADNk (PCR convencional, prueba utilizada en la rutina diagnóstica de LC 84). El

procesamiento de las muestras por la prueba de PCR/CRISPR-ADNk se realizó en

ciego (las muestras fueron recodificadas por otra persona miembro del Laboratorio

de Biomoléculas en UPC). Una vez completado el procesamiento, se levantó el

ciego y se tuvo acceso a los resultados de la prueba de PCR cuantitativa en tiempo
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real (qPCR-ADNk) 48. Finalmente, se comparó el nivel de concordancia de los

resultados de detección del ADNk de Leishmania entre las pruebas de

PCR/CRISPR-ADNk, cPCR-ADNk 84 y qPCR-ADNk 48; esta última se empleó

como prueba de referencia dada su alta sensibilidad y especificidad diagnóstica.

Figura 7. Flujograma del trabajo experimental durante la optimización y

evaluación del desempeño de la prueba PCR/CRISPR-ADNk. Figura creada con

BioRender.com

5.2 Consideraciones éticas

El presente trabajo, registrado con el código SIDISI 205934 y que cuenta con

aprobación por el Comité Institucional de Ética en Investigación (CIEI) de la UPCH

(carta del CIEI N° 091-10-22), empleó muestras de ADN derivadas de muestras de

lesiones cutáneas positivas o negativas a infección por Leishmania (en base a la
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prueba de cPCR-ADNk utilizada como prueba diagnóstica de rutina 84) de pacientes

que brindaron su consentimiento informado para el uso de sus muestras en

investigación. Los pacientes con sospecha clínica de leishmaniasis cutánea fueron

reclutados en el Hospital Nacional Adolfo Guevara Velasco (HNAGV) en Cusco

durante el periodo 2019-2020 como parte del proyecto en curso “Desarrollo de una

prueba en formato de flujo lateral para el diagnóstico de leishmaniasis tegumentaria

americana en establecimientos de atención primaria de salud en zonas rurales

endémicas del Perú” (financiado por FONDECYT - Banco Mundial, con convenio

N° 095-2018-FONDECYT-BM-IADT-AV) entre el HNAGV y el Laboratorio de

Patho-antígenos, Laboratorios de Investigación y Desarrollo (LID), Facultad de

Ciencias y Filosofía, UPCH. El protocolo de dicho estudio (código SIDISI 103155)

y el consentimiento informado fueron aprobados por el CIEI de la UPCH (carta de

aprobación del CIEI N° 063-05-19 de fecha 30/01/2019 y renovada el 23/03/2021

con carta R-082-10-21).

5.3 Estimación del tamaño muestral

Para el cálculo del tamaño de la muestra se utilizó el estadístico Kappa (ĸ), el cual

proporciona una estimación del grado de concordancia entre dos pruebas tomando

en cuenta el efecto de la aleatoriedad. Se consideraron los siguientes parámetros:

un nivel de confianza del 95% (α=0.05) y una potencia del 80% (1-β=0.8), en la

fórmula representada por ʎ(1,1-β,α), cuyo valor es de 7.849. Además, se tomó en

cuenta como hipótesis nula H0: ĸ0 = 0.70, correspondiente a un valor de kappa que

representa una concordancia buena; y como hipótesis alternativa, un valor de kappa

esperado de H: ĸ1 = 0.98. La razón de casos o prevalencia de la enfermedad en
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zonas endémicas para leishmaniasis cutánea en Perú se estimó igual a 65% (л =

0.65) en base a un reporte realizado por el Ministerio de Salud 5. Finalmente se

consideró un error de estimación de 3%. A partir de estos valores se calculó la

cantidad de muestras a analizar empleando la siguiente fórmula 85:

56  7.845{
[0.65(1 - 0.65)(0.98 - 0.7)]2


2[0.65(1 0.65)(0.98  0.7)]2

 [0.65(1 - 0.65)(0.98 - 0.7)]2 }1
(0.65)2 0.65(1 0.65)0.7 0.65(1 0.65)(1 0.7) (1 0.65)2  0.65(1 0.65)0.7

El número requerido de sujetos calculado fue de N=56 (N=58 con el error estimado).

Se tuvo disponible un total de 49 muestras (36 muestras positivas y 13 muestras

negativas a infección por Leishmania determinado por la prueba de cPCR-ADNk).

Con este tamaño de muestra y conservando los demás parámetros, la potencia de la

prueba es de 72%. Dados los objetivos del presente estudio de proporcionar la

prueba de concepto de la prueba PCR/CRISPR-ADNk, este “n” muestral permitió

realizar el análisis de concordancia (porcentaje de concordancia positivo y negativo)

con respecto a la prueba de referencia qPCR-ADNk.

5.4 Muestras biológicas

Se accedió a muestras de ADN genómico extraído a partir del cultivo axénico in

vitro de promastigotes de 6 cepas representativas de distintas especies de

Leishmania patógenas para el ser humano pertenecientes a los subgéneros

L.(Viannia) y L.(Leishmania) para la evaluación de la sensibilidad y especificidad

analítica de la prueba PCR/CRISPR-ADNk. Las muestras fueron proporcionadas

por el Laboratorio de Patho-antígenos, LID-UPCH. Además, se trabajó con ADN
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genómico de la cepa Y de Trypanosoma cruzi proporcionado por la Dra. Manuela

Verástegui (Laboratorio de Investigación de Enfermedades Infecciosas, LID-

UPCH) para los ensayos de especificidad.

Los pacientes enrolados, para el estudio del proyecto arriba mencionado, quienes

brindaron sus muestras, provienen principalmente de una zona endémica de LC del

Perú, ubicada en la provincia de La Convención al norte del Departamento del

Cusco entre los paralelos de 11° y 13° 28’, Latitud Sur entre los meridianos 72 y 74

de longitud Oeste, cuyas altitudes oscilan entre los 500 m.s.n.m. – 3,500 m.s.n.m.

desde la llanura Amazónica hasta los Nevados del Salkantay, Verónica y Quishuar,

ubicándose la Ciudad de Quillabamba 1050 m.s.m. En la región de Cusco

predominan las infecciones por Leishmania (V.) braziliensis y L. (V.) guyanensis 86.

En el laboratorio de Patho-antígenos se realizó la extracción de ADN utilizando el

kit High Pure Template Preparation (Roche, Mannheim, Germany) y las muestras

de ADN obtenidas se diluyeron en un volumen de 100-150 µL de buffer de elución.

Posteriormente se cuantificaron las muestras por fluorimetría usando el kit Quant-

iT high sensitivity dsDNA assay y el fluorímetro Qubit. Finalmente, las muestras de

ADN fueron almacenadas a -20°C.

Posteriormente, en el presente estudio se evaluaron muestras de ADN provenientes

de 49 muestras clínicas que se obtuvieron a partir de lesiones cutáneas sospechosas

de infección por Leishmania. La toma de muestras se realizó por distintos métodos:

biopsia, raspado con lanceta, cepillado, impresión con papel filtro e hisopado. Estas
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muestras fueron luego confirmadas positivas o negativas a infección por

Leishmania con la prueba diagnóstica de rutina cPCR-ADNk 84, realizada por Percy

Huaihua, tesista de maestría del Laboratorio de Patho-antígenos, LID-UPCH. La

evaluación del desempeño de la prueba PCR/CRISPR-ADNk en dichas muestras

clínicas se realizó en forma ciega en el Laboratorio de Biomoléculas del Centro de

Investigación en Ciencias de la Salud, UPC. De manera independiente las mismas

muestras fueron evaluadas por la prueba de qPCR-ADNk 48 por P. Huaihua del

Laboratorio de Patho-antígenos, LID-UPCH.

5.5 Diseño de ARN guía y cebadores específicos para una región conservada

del ADN de minicírculos del kinetoplasto (ADNk)

5.5.1 Diseño de ARN guía específico de minicírculos del ADNk

En el sistema CRISPR-Cas12a, la enzima nucleasa Cas12a requiere un

crARN para ser guiada hacia la diana genética de interés. La región guía (o

espaciadora) del crARN es una secuencia de ~20-24 nucleótidos

complementaria a la secuencia del ADN diana. Esta última comprende la

región adyacente al PAM 5’-TTTV-3’ y constituye el sitio de

reconocimiento que va a permitir la formación del complejo Cas12a-

crARN-ADN diana. La región espaciadora es la que le brinda especificidad

al crARN.

El equipo de bioinformática del Laboratorio de Biomoléculas (UPC) utilizó

el programa EuPaGDT (http://grna.ctegd.uga.edu/) 87 y diseñó los moldes
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de ADN para la producción in vitro de crARN específicos del ADNk del

subgénero L.(Viannia).

El proceso inició con la identificación de regiones conservadas en

secuencias de minicírculos del ADNk de L. (Viannia) spp. mediante

alineamientos secuenciales. Primero se alinearon las secuencias

correspondientes a un número de cepas superior a 10 de cada una de las

especies más representativas del subgénero L. (Viannia), tales como

L.braziliensis, L.guyanensis, L.lainsoni y L.panamensis, obtenidas de la

base de datos pública de secuencias genéticas GenBank del NCBI. Una

segunda alineación se centró en todas las secuencias de minicírculos de

ADNk de L. braziliensis disponibles en GenBank (409 secuencias) y se

realizó de manera local utilizando el programa ClustalX 88 para Ubuntu. Las

regiones conservadas en los minicírculos del ADNk en especies del

subgénero L.(Viannia) se identificaron con el software AliView 87 y se

buscó secuencias PAM dentro de estas regiones conservadas.

Adicionalmente, se utilizó la herramienta BLASTn para alinear las

secuencias PAM y los sitios de reconocimiento (secuencia complementaria

a la secuencia guía del crARN) con las secuencias de distintas especies de

Leishmania disponibles en el GenBank, a fin de confirmar in silico la

especificidad por especies del subgénero L. (Viannia). Este análisis incluyó

además las secuencias genómicas disponibles en GenBank de Homo sapiens

(con la finalidad de minimizar posibles reacciones cruzadas con el genoma
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humano), así como de especies de hongos (como Sporothrix schenckii y

Blastomyces) y micobacterias (como Mycobacterium leprae y M.

tuberculosis) que generan lesiones cutáneas similares a las observadas en

LC (diagnóstico diferencial). Además, se consideró incluir en los análisis in

silico las secuencias genómicas disponibles de especies de protozoarios

parásitos filogenéticamente relacionados a Leishmania (como Trypanosoma

cruzi, Trypanosoma brucei) y miembros del phylum Apicomplexa

(Toxoplasma gondii y Plasmodium falciparum) que pudieran producir

reacción cruzada.

Finalmente se construyó un molde (template) de ADN de doble hebra

(dsDNA) para producir el ARN guía (crARN), el cual está compuesto por

una secuencia correspondiente al promotor de la ARN polimerasa T7 que

permitirá se realice la transcripción in vitro, seguido de una secuencia de

reconocimiento de 20 nucleótidos [complementaria a la secuencia de ADN

diana; esta última debe encontrarse ubicada adyacente a la secuencia PAM

(5' TTTV 3') que es esencial para el reconocimiento por la enzima Cas12a]

y una secuencia de andamiaje o scaffold de 21 nucleótidos.

Para el caso del crARN específico de ARNasa P (gen humano empleado

como control de calidad de las muestras clínicas) se consideró el molde de

ADN para el gen POP7 humano que codifica la ARNasa P subunidad p20,

reportado en el trabajo de Broughton et al (2020) 70.
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5.5.2 Diseño de cebadores

Para el proceso de pre-amplificación por PCR de la región conservada del

minicírculo de ADNk (paso previo a la reacción CRISPR-Cas12a), se

buscaron cebadores candidatos manualmente (18-22 nt de longitud, Tm

promedio de 60 °C) en las regiones previamente identificadas. A

continuación, los candidatos a cebadores se alinearon contra el genoma

humano usando NCBI BLAST y se descartaron si tenían más del 80% de

identidad de secuencia y cobertura con cualquier secuencia humana. Luego

se probó si se producía la formación de homodímeros y heterodímeros

utilizando la herramienta OligoAnalyzer de IDT

(https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) y se descartaron los

cebadores con ΔG < -7 kcal/mol en cualquiera de los parámetros.

Para el gen humano ARNasa P, se seleccionaron cebadores reportados

previamente 75,90. Los oligonucleótidos fueron sintetizados por la empresa

Macrogen Inc. (Seúl, Corea del Sur).

5.6 Transcripción in vitro para la producción de crARN-ADNk y crARN-

ARNasa P y su purificación

Se utilizó el TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit según las

recomendaciones del fabricante para la producción del crARN (ARN guía)

específico de la diana de interés. Para ello se utilizaron los moldes de ADN de hebra

doble (dsDNA) previamente diseñados y que fueron sintetizados por la empresa

Macrogen Inc. (Seoul, South Korea).
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En la cabina de flujo laminar se prepararon reacciones independientes para cada

biomarcador. Cada reacción contenía 8 µL de buffer 5X, 16 µL de un mix de

ribonucleótidos (NTPs), 4 µL de la enzima TranscriptAid (T7 ARN polimerasa) y

11 µL de agua grado PCR. Luego a los 39 µL de reacción de transcripción se agregó

100 pmoles del ADN molde de dsDNA específico en cada caso (concentración

inicial de 100 µM) y se incubó a 37 °C por 3 h.

Luego se purificó el ARN empleando el Kit Direct-zol RNA miniprep (Zymo

Research) según las recomendaciones del proveedor. Para la cuantificación del

ARN purificado se prepararon 3 diluciones 1/10 y se midieron por triplicado en el

espectrofotómetro Nanodrop. Para el cálculo de la concentración molar de los

crARNs producidos se tomó la media y la desviación estándar de los valores

obtenidos y tomando como dato el peso molecular (PM) del molde del ADNk igual

a 12433.8 g/mol se obtuvo la concentración final en micromolar.

De la misma manera se procedió para la producción del crARN-ARNasa P

(ribonucleasa P) que fue empleada como control de calidad de muestra en la

evaluación de las muestras clínicas. Luego se prepararon alícuotas de 10 µL del

crARN sin diluir y fueron almacenadas a -80°C.

5.7 Curva de ADN genómico de Leishmania (V.) braziliensis

MHOM/BR/75/M2904

Con el objetivo de determinar la sensibilidad analítica de la prueba PCR/CRISPR-

ADNk se construyó una curva de ADN genómico (ADNg) de Leishmania

braziliensis para tal fin primero se realizó el cálculo para determinar la cantidad de

ADN equivalente a un parásito de Leishmania con base en el trabajo de Jara et al.



50

(2013) 48. Se requirió de dos datos: el tamaño del genoma nuclear haploide de

L.(V.)braziliensis(https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/dataset/TMPTX_lbra

MHOMBR75M2904_2019) de 33.15Mb (33.15 x 106 pb) y el porcentaje de ADNk

respecto al ADN nuclear que hay en un parásito 42.

Considerando esta información se procedió a calcular el número de pares de bases

en unidades de masa. Para ello se utilizó la fórmula para conocer la masa del

genoma haploide que consiste en multiplicar el N° de pb del genoma por el

equivalente de un pb en unidades de masa y finalmente multiplicar el equivalente

de una mol en pb. Se tomó en cuenta que 1 pb es igual a 660 gramos/moles y que

el número de Avogrado correspondiente a 1 mol es igual a 6.023 x 1023 moléculas

(equivalentes a pb). Se obtuvo que la masa del genoma haploide es igual a 0.0367

pg de ADN. Por consiguiente, un parásito (diploide) contiene 0.0734 pg (= 73 fg)

de ADN genómico nuclear. El ADN del kinetoplasto representa el 15.8% del ADN

total, es decir 11.53 fg. Entonces, se considera que en 1 e.g.p (equivalentes

genómicos de parásitos ) hay 84.93 fg de ADN genómico total.

Se trabajó a partir de una alícuota de ADN genómico de la cepa M2904 de

Leishmania braziliensis obtenido del cultivo axénico del parásito. Se cuantificó el

ADN por triplicado en el espectrofotómetro Nanodrop obteniéndose en promedio

26.7 ng/µL. Considerando esta concentración se preparó una dilución 1:2 para

obtener 8.9 ng/µL (stock de trabajo). La curva estándar comprende un rango de

5x104 a 5x10-3 e.g.p/reacción y abarca 7 órdenes de magnitud. Para la elaboración

de la dilución más alta (dilución 1) se dispensaron 90 µL de agua grado PCR y se
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agregó 10 µL del stock de ADN estándar (dilución 1:9) obteniéndose una

concentración final de 8.493 x 102 pg/µL (10 000 e.g.p). De la misma manera se

prepararon las siguientes 7 diluciones seriadas, donde el punto más bajo contiene

una concentración de ADN de 8.493 x 10-5 pg/µL (0.001 e.g.p). Luego, esta curva

estándar de equivalentes genómicos de parásitos de Leishmania se utilizó en el paso

de pre-amplificación por la PCR, las reacciones fueron preparadas según el Anexo

3 y condiciones de ciclaje (Anexo 4). En cada reacción de la PCR se agregó 5 µL

de cada punto de la curva que parte de 4.24 x 103 hasta 4.25 x 10-4 pg (50 000 y

0.005e.g.p, respectivamente).

Preparación de controles de calidad

Controles positivos y negativos incluidos en la PCR

 Control de ADN humano: ADN genómico humano extraído de células

mononucleares de sangre periférica (PBMC) de un donante sano. El

aislamiento de PBMC se realizó por el método de separación por densidad en

gradiente de Ficoll. Se colocó en la reacción de PCR alrededor de 40 ng de

ADN en total (se disponía de un stock de 20 ng/µL, del cual se tomó 2 µL para

la reacción de PCR).

 Control positivo de ADN de Leishmania: ADN genómico obtenido a partir del

cultivo axénico de promastigotes de Leishmania braziliensis (cepa de

referencia MHOM/BR/75/M2904). Se colocó en la reacción de PCR la

cantidad de 4.24 x 103 pg de ADN en total (alrededor de 50 000 e.g.p).

 Control negativo de PCR
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-NTC2-PCR: se preparó una reacción de PCR en donde no se agregó ADN. El

volumen de la reacción se completó con agua grado PCR.

-NTC1-PCR: se preparó una reacción de PCR en donde no se agregó ADN.

Este tubo se mantuvo cerrado sin la adición de agua grado PCR en reemplazo

del ADN molde.

Ambos controles permiten monitorear posibles contaminaciones.

5.8 Optimización de la PCR de punto final para la pre-amplificación del ácido

nucleico diana (ADNk)

El proceso de pre-amplificación es un paso que incrementa la sensibilidad de

detección del sistema CRISPR-Cas12a 17. El método seleccionado fue la PCR de

punto final debido a su versatilidad, robustez y sensibilidad, además, ésta es una

técnica ampliamente utilizada en el diagnóstico basado en ácidos nucleicos 18,62.

Para la preparación del master mix se utilizó Dreamgreen Taq (Thermo Fisher

Scientific), una mezcla que contiene: buffer de reacción 2X, enzima Taq ADN

polimerasa y MgCl2. Se trabajó con el protocolo de ciclaje reportado por López et

al. (1993) con algunas modificaciones. Se evaluó una curva de temperatura de

annealing y una curva de concentración de cebadores para cada par de cebadores.

Cada experimento incluyó un control positivo (ADN genómico de Leishmania (V.)

braziliensisMHOM/BR/75/M2904) y un control negativo sin ADN (NTC).
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5.8.1 Curva de temperatura de hibridación de los cebadores para el

biomarcador ADNk

Se seleccionaron dos pares de cebadores para amplificar el ADNk. Se

determinó la temperatura de annealing óptima de cada par de cebadores para

lograr maximizar el rendimiento y garantizar la especificidad de la PCR. Se

realizó una PCR de gradiente y se evaluó una curva con cuatro temperaturas

de hibridación de 55, 57, 59 y 61°C con base en la temperatura de melting

de los cebadores: par 1 (F: 60.7°C, R: 60.3°C) y par 2 (F: 62.5°C, R: 60.3°C).

Se realizaron 35 ciclos de amplificación. Como control positivo se incluyó

ADN sintético de Leishmania, este contiene la secuencia de reconocimiento

del ADNk.

5.8.2 Curva de concentración de cebadores para el biomarcador

ADNk

El rango de concentración de cebadores recomendado para la PCR es de

0.1-1µM. Concentraciones excesivas de cebadores incrementan la

probabilidad de hibridación incorrecta y generación de productos de PCR

no específicos. Con el objetivo de optimizar el proceso de pre-amplificación,

se probaron tres concentraciones finales de cebadores en la reacción de la

PCR: 0.2, 0.3 y 0.5 µM, que fueron preparadas a partir de un stock de trabajo

de 10 µM. Las reacciones se llevaron a cabo empleando una temperatura de

annealing de 61°C.
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Las condiciones de amplificación se trabajaron con base en el protocolo de López

et al .(1993) 84 con algunas modificaciones. El programa de amplificación inició

con un periodo de desnaturalización inicial de 95°C por 3 minutos, luego 35 ciclos

de 95°C por 30 segundos, 61°C por 30 segundos y 72°C por 1 minuto y una

extensión final de 72°C por 5 minutos.

5.9 Optimización de la reacción CRISPR-Cas12a

La reacción CRISPR se trabajó con base en el protocolo de Broughton et al. (2020)

70 y Alcántara et al. (2021) 75, con algunas modificaciones.

El Mg+2 es un factor crucial para el inicio de la actividad de la enzima Cas12a y,

por tanto, se agregó a la reacción previo a la carga de muestras en la placa del equipo

lector de fluorescencia. Por ende, se preparó previamente el buffer 1X de la enzima

Cas12a sin MgCl2. Como paso siguiente se incubó el crARN-ADNk diluido 1/10

(36.5 pmoles del crARN) en agua grado PCR durante 10 minutos a 65°C para su

desnaturalización y se dejó reposar por 10 minutos a temperatura ambiente para su

replegamiento (refolding). A continuación, se preparó el complejo CRISPR 10X y

los componentes se mezclaron en el siguiente orden. Primero, se agregó el buffer

1X de la enzima Cas12a sin MgCl2. Segundo, se adicionó la enzima recombinante

LbCas12a preparada in house y el crARN-ADNk en una razón estequiométrica de

1:1.5 (100 nM: 150 nM). Como último paso se añadió 2 µM de la sonda reportera

(Anexo 5). Se homogenizó manualmente y la mezcla se pre-incubó a temperatura

ambiente (25°C) durante 10 minutos en oscuridad para promover la formación del

complejo de ribonucleoproteína. Luego en una placa de 96 pocillos (de color negro,

adecuada para ensayos de fluorescencia) se cargó 10 µL del complejo CRISPR 10X
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y 90 µL de una solución que contiene 102 µL buffer 1X de la enzima Cas12a y 6

µL el producto de la PCR (ADN diana pre-amplificado) correspondiente.

Finalmente se realizaron las lecturas en el equipo Synergy™ H1 (BioTek

Instruments) según los parámetros descritos en el Anexo 6.

Se incluyeron los siguientes controles a la reacción CRISPR-Cas12a:

 Control positivo: se agregó al volumen de buffer 1X de la enzima

Cas12a el producto de PCR del control positivo.

 Control humano: se agregó al volumen de buffer 1X de la enzima

Cas12a el producto de PCR del control humano.

 Control negativo de la amplificación: se agregó al volumen de buffer

1X de la enzima Cas12a el blanco de reactivo de la PCR denominado

NTC-PCR.

 Control negativo de la detección: no se agregó producto de PCR, en

su lugar se completó el volumen de la reacción CRISPR con el buffer

de la enzima Cas12a (este control se denominó NTC-CRISPR).

5.9.1 Curva de concentración de magnesio (MgCl2)

El ión Mg+2 es un factor importante para la reacción CRISPR debido a que

permite incrementar la actividad de escisión en cis y acelerar la escisión

trans in vitro mediada por la enzima LbCas12a 19. Con el objetivo de

determinar la concentración óptima de magnesio en la reacción CRISPR se

probaron 5 concentraciones diferentes de MgCl2 en el buffer 1X de la

enzima Cas12a, cuya concentración final en la reacción fue de 5 mM, 10

mM, 15 mM, 20 mM y 25 mM.
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El primer paso consistió en preparar tres reacciones de PCR de 25 µL

(Anexo 3) por duplicado, correspondientes al control positivo con ADN de

Leishmania, control con ADN genómico humano y control negativo sin

ADN (NTC-PCR). El protocolo de amplificación empleado se detalla en la

sección Anexo 3. Luego se mezclaron las dos reacciones de cada control

obteniéndose un volumen final de 50 µL.

Como paso siguiente se realizó el refolding del crARN del ADNk

previamente descrito. Paralelamente a partir de un stock de MgCl2 1M se

prepararon cinco soluciones de buffer 1X de la enzima Cas12a con las

distintas concentraciones de magnesio a evaluar. A continuación, se

agregaron los productos de PCR correspondientes a los controles en cada

tubo de reacción y adicionalmente se incluyó un control negativo

denominado NTC-CRISPR.

En el último paso de la reacción CRISPR se trabajó con base en el protocolo

de Broughton et al. (2020) 70 y Alcántara et al. (2021) 75 con algunas

modificaciones (Anexo 5). Se cargó 10 µL del complejo CRISPR 10X en

los pocillos según el diseño de la placa y se agregó los 90 µL

correspondiente al producto de PCR diluído en el buffer 1X de la enzima

Cas12a previamente elaborado. Finalmente se realizaron las lecturas de

fluorescencia en el equipo Synergy ™ H1 Hybrid Multi-Mode Reader por

120 minutos, de acuerdo a los parámetros descritos en el Anexo 6.
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5.9.2 Evaluación de la temperatura de la reacción CRISPR-Cas12a

La enzima Cas12a trabaja en un amplio rango de temperatura 25-42°C 80.

Previamente se ha reportado que la temperatura de 37°C acelera la actividad

de la enzima LbCas12a en la reacción CRISPR 17,70. Con el propósito de

conocer el efecto de la temperatura sobre la actividad de la enzima Cas12a

durante la reacción CRISPR se probaron dos temperaturas de reacción:

25°C y 37°C. El procedimiento consistió en utilizar la curva estándar de

ADNg de Leishmania en la pre-amplificación por PCR y paso seguido se

realizó la reacción CRISPR con cada una de las temperaturas.

Validación analítica de la prueba PCR/CRISPR-ADNk

5.10 Evaluación de la sensibilidad analítica de la prueba PCR/CRISPR-ADNk

Con la finalidad de determinar la cantidad mínima de ADN de Leishmania que es

capaz de detectar el ensayo PCR/CRISPR-ADNk se realizaron tres experimentos

independientes con cada par de cebadores diseñados para el biomarcador ADNk del

minicírculo (denominados par 1 y par 2). Se utilizó una curva de ADN genómico

(construída previamente según lo descrito en la sección 5.7) en la PCR de punto

final. Posteriormente la reacción CRISPR se realizó según lo detallado en la sección

5.9.
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5.11 Evaluación de la especificidad analítica de la prueba PCR/CRISPR-

ADNk

Los siguientes ensayos se realizaron con el propósito de evaluar la especificidad de

la prueba PCR/CRISPR-ADNk para detectar exclusivamente Leishmania (Viannia)

spp. Para estos experimentos se trabajó con ADN genómico extraído a partir del

cultivo de 6 cepas de referencia de Leishmania spp. representativas de especies del

Nuevo y Viejo Mundo pertenecientes a los subgéneros L.(Viannia) y L.(Leishmania)

(Tabla 1). Además, para comprobar que el sistema logra discriminar otras especies

de protozoos tripanosomátidos filogenéticamente relacionados, como el agente

causal de la enfermedad de Chagas, el cual circula en áreas endémicas de

leishmaniasis en Perú y regiones vecinas, se evaluó la cepa Y de Trypanosoma cruzi.

Primero se cuantificó el ADNg proporcionado en el espectrofotómetro Nanodrop y

luego se evaluó la integridad del ADN en un gel de agarosa al 0.8%.

Posteriormente en la reacción de la PCR se utilizaron dos pares de cebadores para

el ADNk (evaluados en reacciones por separado) y se agregó una cantidad de ADN

input de ~20 ng/µL (20 ng - 40 ng totales). Las reacciones CRISPR se prepararon

según lo detallado en la sección 5.9. Una vez que se seleccionó el par de cebadores

que en conjunto con el crARN-ADNk amplifica y detecta solo L.(Viannia) spp., los

ensayos se realizaron independientemente por cuadruplicado (solo para el par 1 del

ADNk).
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Tabla 1. Cuantificación de ADNg de cepas de referencia de Leishmania spp. y T.

cruzi

Género
/subgénero Especie Código OMS [ ]

ng/µL
A260/
280

A260/
230

Subgénero
Viannia

L.braziliensis MHOM/BR/75/M2904 29.9 1.60 0.89

L.peruviana MHOM/PE/90/LCA08 4.5 2.08 0.12

Género
Leishmania

L.amazonensis MPRO/BR/72/M1841 112.7 1.94 2.11

L.donovani MHOM/IN/80/DD8
(LEM 703) 40.7 1.89 1.10

L. major MHOM/SU/73/5ASKH 20.1 1.49 0.60

L.infantum MHOM/TN/80/IPT1 3.5 1.40 1.53

Trypanosoma T.cruzi MHOM/BR/00/Y 24.4 1.69 1.15

A, absorbancia; OMS, Organización Mundial de la Salud

5.12Evaluación de la prueba de detección PCR/CRISPR-ADNk en muestras

clínicas.

Se evaluó un panel de 49 muestras de ADN genómico extraído de lesiones cutáneas

de pacientes con diagnóstico confirmado de LC (sección 5.4). Las muestras

recibidas se recodificaron y como paso siguiente fueron diluidas 1/10 y

cuantificadas en el espectrofotómetro Nanodrop. Para las pruebas de PCR/CRISPR

se procesaron las muestras en grupos de 10 muestras (se tomó en cuenta las

recomendaciones de las guías de control de calidad del procesamiento de muestras

clínicas), teniéndose en total 5 grupos. El procesamiento se inició con las reacciones

de PCR con el par 1 de cebadores definido específico de la región del minicírculo

del ADNk y se realizó el procedimiento ya descrito en la sección 5.9. Como

segundo paso se realizó la reacción CRISPR-Cas12a y en cada subgrupo de

muestras procesadas se incluyeron ADN genómico de cultivo axénico de

Leishmania braziliensis de la cepa M2904 como control positivo, el control de

ADN humano de un paciente sano, NTC1-PCR, NTC2-PCR y NTC-CRISPR como
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controles negativos. Adicionalmente se seleccionó al azar un grupo de 13 muestras

del total (25%) para ser procesadas por segunda vez y así corroborar los resultados

previamente obtenidos. El panel de muestras fue procesado en ciego para la

detección de ADNk de Leishmania por PCR-CRISPR en el presente estudio.

Además, se realizó el ensayo PCR/CRISPR dirigido al gen ARNasa P como control

humano con la finalidad de garantizar que un resultado negativo de la prueba no se

deba a una cantidad insuficiente de ADN de la muestra, para controlar la inhibición

de la PCR y los falsos negativos 91. Estas reacciones se prepararon

independientemente y luego fueron procesadas con el mismo protocolo de

amplificación utilizado para el biomarcador ADNk.

5.13 Análisis de los resultados

5.13.1 Análisis de los ensayos de optimización de la PCR de punto final

dirigido al ADNk

El par 1 y el par 2 de cebadores amplifican una región conservada del ADNk

del minicírculo que genera productos de 116 pb y 138 pb, respectivamente.

La verificación y visualización de la amplificación de los productos de PCR

esperados se realizó mediante la electroforesis en gel de agarosa al 3%. Para

la electroforesis horizontal se empleó la cámara Cleaver Scientific Ltd. y el

buffer de electroforesis Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X. La corrida

electroforética se realizó a 70 V por 60-70 minutos. Los geles se tiñeron con

una preparación de SYBR Gold 1X y las imágenes fueron tomadas

utilizando un equipo documentador de geles. Se incluyó en cada gel un carril
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de marcador de ADN de 100 pb GeneRuler de la marca Thermo Scientific.

Se evaluó de forma cualitativa la presencia de la banda del tamaño esperado

y se validó cada ensayo en base al correcto funcionamiento de los controles

positivos y negativos del sistema.

5.13.2 Análisis de los ensayos de optimización, sensibilidad y

especificidad analítica del ensayo PCR/CRISPR-ADNk

Con la data de fluorescencia colectada en los ensayos basados en Cas12a se

construyeron las gráficas de la cinética de la reacción CRISPR en el tiempo

(señal de fluorescencia medida en RFU vs. el tiempo en minutos). Las

muestras cuya señal se incrementa considerablemente en el tiempo respecto

a la señal generada por los controles negativos (señal basal por debajo de

los 9000 RFU) son consideradas como detectadas por el sistema. En el caso

de que la muestra problema genere una señal similar a la del control

negativo NTC1-PCR se considera como no detectada 70.

Luego, los datos de fluorescencia obtenidos en cada ensayo fueron

normalizados dividiendo los valores RFU de la muestra entre los RFU del

control NTC-PCR, lo que resultó en una razón de fluorescencia. En los

ensayos de optimización, la razón de fluorescencia > 2 se consideró como

señal diferencial 75.

En el caso del ensayo de especificidad analítica los valores de la razón de

fluorescencia obtenidos a partir de las muestras y controles se analizaron

estadísticamente utilizando una prueba t para datos no pareados. Las
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diferencias con P<0.05 se consideraron estadísticamente significativas (solo

en los casos donde se realizó 3 repeticiones a más). Finalmente se tomaron

dos tiempos de punto de corte de 20 y 40 minutos de la reacción Cas12a.

Las gráficas se realizaron usando el programa GraphPad Prism versión 9.3

disponible en www.graphpad.com.

5.13.3 Análisis de las muestras clínicas

- Ensayos de cPCR-ADNk de diagnóstico y qPCR-ADNk para detección

y cuantificación (estimación de carga parasitaria) de Leishmania spp.

Los siguientes ensayos estuvieron a cargo de investigadores del Laboratorio

de Patho-antígenos, LID-UPCH. La cPCR dúplex empleada en la

confirmación diagnóstica de LC se basó en la amplificación de una región

de 70 pb del minicírculo del ADNk (utilizando los cebadores MP1L-MP3H

específicos del subgénero Viannia) y una región del gen humano codificante

de la β-globina de 107 pb como control interno. La cPCR se basó en el

protocolo de López et al. (1993) 84 y consta de 40 ciclos de amplificación.

Los resultados fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 3%

para la visualización de los productos de la PCR. Las muestras procesadas

que generaron bandas del tamaño esperado fueron consideradas como

positivas y la ausencia del producto de la PCR como negativas. Todas las

muestras amplificaron el control humano.

El ensayo de qPCR dirigido al ADNk utiliza el mismo par de cebadores

MP1L-MP3H específicos del subgénero L. (Viannia) 48. Los valores de Cq
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(ciclo de cuantificación) junto con la estimación de la carga parasitaria

fueron brindados para los análisis de los resultados de las distintas pruebas

moleculares realizadas en las muestras clínicas. La carga parasitaria de

Leishmania se calculó de la siguiente manera: [(equivalentes de ADN del

parásito/reacción estimados por qPCR-ADNk)/(número de copias promedio

del gen humano ERV-3 /2)] x 106, expresado como el número de parásitos

de Leishmania por 106 células humanas.

- Análisis de los resultados de muestras clínicas procesadas por la

prueba PCR/CRISPR-ADNk

Los ensayos CRISPR-Cas12a brindan resultados cualitativos (ésto es, diana

detectada o no detectada). Los siguientes análisis nos permitieron clasificar

las muestras clínicas con resultado positivo o negativo de detección de ADN

de Leishmania.

(i) Análisis basado en el valor de la razón de fluorescencia (data

normalizada)

La clasificación de muestras con resultado positivo o negativo de detección

de ADN de Leishmania se determinó con el punto de corte en base al criterio

de “media de los valores de la razón de fluorescencia de muestras negativas

más 3 desviaciones estándar”. Para este análisis se consideraron las

muestras clasificadas como negativas a partir de los resultados de la prueba

de referencia, la qPCR. En estas muestras negativas no se registraron valores

de Cq.
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Para el cálculo de la razónde fluorescencia se procedió como sigue:

a. Se extrajo la data cruda de fluorescencia (RFU) del archivo Excel

previamente exportado (utilizando el software del equipo lector de

fluorescencia) y guardado.

b. Se dividieron los valores de RFU de la muestra problema entre los

valores de RFU del control NTC-PCR, empleando la siguiente

fórmula general:

=

=

c. Se consideraron los valores de RFU del punto de tiempo de lectura de

la reacción Cas12a establecido para cada diana genética: 20 min para

ADNk y 10 min para el control humano ARNasa P.

En el caso de los resultados obtenidos de la prueba PCR/CRISPR dirigido

al biomarcador ARNasa P (control humano), se tomó como punto de corte

(para considerar una muestra positiva a detección de ese gen) una señal de

fluorescencia 5 veces por encima de la señal de fondo (ésto es, un valor de

la razón de fluorescencia > 5), según lo reportado por Khan et al. (2021) 92.
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(ii) Análisis basado en la data de fluorescencia (RFU): Porcentaje de

positividad (PP)

Se consideró el análisis complementario del porcentaje de positividad (PP)

para la elección del punto de corte de clasificación de muestras. Este análisis

controla la variabilidad entre placas, lo que permite una adecuada

comparación entre distintas placas de procesamiento de muestras 93,94. Este

análisis se realizó con software estadístico (Stata MP versión 17 y GraphPad

Prism versión 9) y comprendió los siguientes pasos, según lo reportado por

Zimic et al. (2009) 94:

 El cálculo de PP = [señal fluorescente (RFU) de cada muestra / RFU del

control positivo incluido en la placa de ensayo respectiva] x 100;

 Empleando la data de PP como variable predictora y la data (valor Cq)

de las reacciones qPCR-ADNk como clasificador binario del estatus de

infección por Leishmania en las muestras clínicas (0 = no detectado; 1

= detectado), se realizó una regresión logística simple;

 Paso seguido, se realizó el análisis de la curva ROC (receiver operating

characteristic curve) en el rango de puntos de corte para la variable

predictora (PP). Se seleccionó el punto de corte de probabilidad óptimo

para la clasificación (Pr-cutoff/PP) que maximice el índice de Youden

(sensibilidad + especificidad – 1).
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5.13.4 Análisis estadístico

En la evaluación de la especificidad analítica de los grupos de especies del

subgénero Viannia, subgénero Leishmania y controles del sistema, se utilizó

la prueba t para datos no pareados. Las diferencias con P <0.05 se

consideraron estadísticamente significativas. Comparaciones por pares de

los datos de la razón de fluorescencia de las reacciones de Cas12a se

realizaron en el programa GraphPad Prism versión 9.3.

En la evaluación del desempeño de la prueba PCR/CRISPR-ADNk en

muestras clínicas en comparación con la qPCR (prueba de referencia) se

empleó un tamaño muestral de 49 muestras que contaban con estatus de

infección por Leishmania confirmado por la prueba cPCR-ADNk 84 usada

en la rutina diagnóstica (36 muestras positivas y 13 muestras negativas).

Teniendo en cuenta este panel relativamente pequeño de muestras

(principalmente de muestras con resultado PCR negativo), en el presente

estudio no se evaluó la exactitud diagnóstica de la prueba PCR/CRISPR-

ADNk en términos de sensibilidad y especificidad diagnóstica. Se

determinó el desempeño de la prueba PCR/CRISPR-ADNk vs. qPCR-

ADNk (data de Cq) mediante el cálculo del porcentaje de concordancia

positiva (PPA) y porcentaje de concordancia negativa (NPA) entre los

resultados de ambas pruebas. Se empleó el software Analyse-it para

Microsoft Excel (https://analyse-it.com/) en los análisis de concordancia

con la prueba de referencia; el cálculo de los intervalos de confianza al 95%

(IC 95%) para PPA y NPA se basó en el test de puntuación (score) de

Wilson, el cual es un método para estimar la probabilidad de la población a
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partir de una probabilidad muestral cuando la probabilidad sigue la

distribución binomial 95. Además, se calculó el índice Kappa de Cohen y los

IC 95% para kappa manualmente como lo describe McHugh et al. (2012) 96.
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VI. Resultados

6.1 Producción del crARN-ADNk

Se obtuvo 10 alícuotas de 10 µL cada una de crARN-ADNk purificado de una

concentración promedio ± desviación estándar de 36.567 ± 2.351 µM. Se muestran

los datos obtenidos de la cuantificación y cálculo de la concentración molar (Tabla

2). En el caso del crARN-ARNasa P se trabajó con una alícuota de crARN de una

concentración de 15.09 µM (fue provista por los investigadores de un proyecto del

grupo de investigación de UPC).

Tabla 2. Cuantificación y cálculo de la concentración del crARN-ADNk

Muestra
[Diluido]
(ng/µL)

[Final]
(ng/µL) [Final] (µM)

ADNk 1/10 S1 48.10 481.00 38.68
ADNk 1/10 S2 44.90 449.00 36.11
ADNk 1/10 S3 41.60 416.00 33.46
ADNk 1/10 S1 48.30 483.00 38.85
ADNk 1/10 S2 47.80 478.00 38.44
ADNk 1/10 S3 42.10 421.00 33.86
ADNk 1/10 S1 48.20 482.00 38.77
ADNk 1/10 S2 46.35 463.50 37.28
ADNk 1/10 S3 41.85 418.50 33.66

Promedio ± DE 36.57 ± 2.35

6.2 Curva de temperatura de hibridación de los cebadores

La temperatura de hibridización (Ta, temperatura de annealing) se optimizó en un

termociclador de gradiente aumentando la temperatura en pasos de 2°C. La

evaluación con el par 1 de cebadores del ADNk con los respectivos controles se

muestra en la Figura 8. En los carriles 2-5 se muestran las bandas generadas a partir

de las diferentes Ta de 55°C, 57°C, 59°C y 61°C cuando se agregó ADNg de
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Leishmania a la reacción de la PCR. Se obtuvo que las temperaturas de annealing

óptimas fueron de 59°C y 61°C, ambas permitieron la generación de bandas únicas,

de un tamaño de 116 pb. La Ta de 59°C mostró una banda más intensa. En los

carriles 6-9 se muestran las bandas del control positivo ADN sintético de

Leishmania. Los controles negativos (NTC) ubicados en los carriles 10-13 no

produjeron ningún producto, confirmando así que se realizó una PCR libre de

contaminación. Los resultados con el par 2 de cebadores del ADNk fueron similares

(resultados no mostrados). Se escogió trabajar en adelante con la Ta de 61°C.

M
(pb) Ta (°C)

200

100
116 pb

Figura 8. Curva de temperatura de annealing para el par 1 de cebadores del ADNk.

Se visualiza los productos de la PCR de la amplificación del biomarcador ADNk,

con el par 1 de cebadores (116 pb) a diferentes Ta. Gel de agarosa al 3%. Corrida

electroforética a 70V por 60 min. Carril 1, marcador de peso molecular de 100 pb.
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6.3 Curva de concentración de cebadores para el ADNk

Los resultados de la PCR realizada con 3 diferentes concentraciones de los

cebadores correspondientes al par 1 se muestran en el siguiente gel de agarosa

(Figura 9). En los carriles 2-4 se observan los productos de la PCR de 116 pb

obtenidos al adicionar a la reacción ADNg de Leishmania; en las tres condiciones

evaluadas se generaron bandas únicas e intensas. Los controles negativos (carriles

5-7) no produjeron bandas. Se escogió la menor concentración de cebadores

evaluada de 0.2 µM para los siguientes ensayos. Los resultados con el par 2 de

cebadores del ADNk fueron similares (no mostrados).

M
(pb)

200

100
116 pb

Figura 9. Curva de concentración de cebadores. Se visualiza los productos de la

PCR (banda de 116 pb) obtenidos de la amplificación del biomarcador ADNk con

el par 1 de cebadores a 3 concentraciones diferentes. Gel de agarosa 3%, corrida

electroforética a 70V por 1 hora. Carril 1, marcador de peso molecular de 100 pb.

[ ]
(μM)
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6.4 Curva de magnesio (MgCl2) en la reacción CRISPR-Cas12a

Se realizó la distinción cualitativa de la señal y la razón de fluorescencia (>2

considerado como señal diferencial) 75 generada en el tiempo de la reacción de

Cas12a por las diferentes concentraciones del ión magnesio evaluadas.

Los resultados del ensayo CRISPR empleando los controles pre-amplificados con

el par 1 de cebadores del ADNk fueron los siguientes: las concentraciones de MgCl2

de 7.5 y 10 mM produjeron que los controles positivos (reacción de la PCR donde

se agregó ADN de Leishmania comomolde) alcancen una señal <27 000 RFU luego

de 120 minutos de lectura, mientras que los controles negativos (control humano,

NTC-PCR y NTC-CRISPR) se mantuvieron por debajo de 4000 RFU en ese mismo

periodo de tiempo (Figuras 10A y 10B). Las otras tres concentraciones de MgCl2

generaron señales <32 000 RFU y los controles negativos se mantuvieron hasta por

debajo de 6300 RFU (Figuras 10C-E).

Si se considera como punto de tiempo de evaluación a los 20 minutos de la reacción

CRISPR para las dos concentraciones más bajas de magnesio, los valores de la

razón de fluorescencia fueron <2.5; y en el caso de las concentraciones de MgCl2

de 15, 20 y 25 mM los valores de la razón de fluorescencia alcanzada fueron de

2.74, 3.13 y 2.99, respectivamente. Luego, las evaluaciones a los 40 min y 60 min

de la reacción de Cas12a mostraron una tendencia similar (Figura 10F).
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Figura 10. Curva de concentración de magnesio en la reacción CRISPR-Cas12a

empleando el par 1 de cebadores del ADNk en el paso de pre-amplificación.

Abreviaturas: u.a., unidades arbitrarias; razón M/NTC: valor de la razón de la señal

de fluorescencia de la muestra problema/fluorescencia del control NTC-PCR.

Control positivo: ADNg de L. braziliensisM2904 (5 x 104 equivalentes genómicos

de parásitos).
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En el caso de la pre-amplificación con el par 2 de cebadores la señal del control

positivo en las reacciones de Cas12a empleando las concentraciones de MgCl2 de

7.5 y 10 mM fue >38 000 RFU mientras que los controles negativos alcanzaron

valores por debajo de 6900 RFU (Figuras 11A y 11B). En las otras tres

concentraciones de magnesio de 15, 20 y 25 mM, los controles negativos mostraron

una señal menor a 8800, 10200 y 11100 RFU en cada caso (Figuras 11C-E). Cuando

se realizó la evaluación a los 20 minutos de la reacción CRISPR, los valores de la

razón de fluorescencia más altos en el control positivo fueron de 8.59, 7.87 y 8.33

para las concentraciones de 15, 20 y 25 mM de MgCl2, respectivamente.

Luego, a los 40 minutos de la reacción se observó una tendencia similar; sin

embargo, a los 60 minutos las concentraciones más bajas de MgCl2 resultaron en

valores de la razón de fluorescencia más altos (Figura 11F).

El aumento en la señal de fluorescencia en la reacción de Cas12a fue directamente

proporcional al incremento de la concentración de magnesio para el caso de los

controles positivos pre-amplificados con el par 1 de cebadores. Mientras que en los

controles positivos pre-amplificados con el par 2 de cebadores la señal de

fluorescencia en la reacción de Cas12a se saturó tempranamente. La diferencia

observada fue que las concentraciones de 20 mM y 15 mM de MgCl2 generaron los

valores de la razón de fluorescencia más altos a los 20 min de la reacción de Cas12a

cuando se empleó el par 1 y par 2 de cebadores del ADNk, respectivamente (Figuras

10F y 11F). Finalmente se seleccionó la concentración de 15 mM de MgCl2 para

los análisis posteriores.
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Figure 11. Curva de concentración de magnesio en la reacción CRISPR-Cas12a

empleando el par 2 de cebadores del ADNk en el paso de pre-amplificación. Control

positivo es ADNg de L. braziliensis M2904 (5 x 104 equivalentes genómicos de

parásitos. Abreviaturas: u.a., unidades arbitrarias; razón M/NTC, razón de

fluorescencia de la muestra/fluorescencia del control NTC-PCR.
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6.5 Evaluación de la temperatura de reacción de la enzima Cas12a

La evaluación de los controles en la prueba PCR/CRISPR-ADNk (con el par 2 de

cebadores del ADNk) mostró que a una temperatura de 25°C se promueve una

mayor señal de fluorescencia en el control positivo (38377 RFU) respecto a la

reacción que se llevó a cabo a 37°C (26704 RFU) luego de 120 minutos de reacción.

Estos resultados son correspondientes a un experimento realizado por cada

temperatura de reacción evaluada. La señal no específica background del control

humano y control NTC-PCR en la reacción CRISPR a 25°C fue de 4145 y 5380

RFU en cada caso, mientras que en la reacción CRISPR a 37°C la señal del control

humano fue de 7610 RFU y la del NTC-CRISPR fue de 9262 RFU en 120 minutos

de reacción. Esto último es cerca del 70% más señal respecto a la obtenida a 25°C.

Estos resultados fueron obtenidos de una repetición del ensayo por cada

temperatura evaluada. (Figura 12A).

Los valores de la razón de fluorescencia obtenidos en el punto más alto de la curva

estándar de ADN de Leishmania (señal específica) para el primer caso (25°C) fue

de alrededor de 6.66 a los 20 minutos de reacción (Figura 12B) siendo ligeramente

menor en comparación con la segunda temperatura evaluada (37°C), en la cual se

registró un valor de razón de 7.04. Como se observa en la Figura 12C, cuando se

realizó la lectura a 37°C, a los 60 minutos de la reacción, el sistema se saturó; esto

produce que los valores de la razón de fluorescencia se reduzcan considerablemente

llegando a 2.9 luego de 120 minutos. Además, los valores de la razón de

fluorescencia muestran que la sensibilidad de detección no se ve afectada por el

cambio de temperatura, dado que en ambos casos se detectó 5 x 10-2 equivalentes
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A

genómicos de parásitos. Con la finalidad de una adaptación futura del sistema de

detección CRISPR a un formato POC (pruebas en el punto de atención), se decidió

trabajar con una temperatura de reacción de 25°C (temperatura ambiente). Se

realizaron las mismas evaluaciones con el par 1 de cebadores del ADNk en el paso

de pre-amplificación, obteniéndose resultados similares en la reacción CRISPR (no

mostrados).

Figura 12. Curva de temperatura de la reacción CRISPR.

(A) Gráfica de señal de fluorescencia vs tiempo de los controles positivos (CP),

controles negativos (CN) y control humano (CH) utilizados en la prueba

PCR/CRISPR-ADNk (en este caso se utilizó el par 2 de cebadores del ADNk en el

paso de pre-amplificación) evaluados con incubación de la reacción de Cas12a a

dos distintas temperaturas.
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(B-C) Gráfica de los valores de razón de fluorescencia vs tiempo de la curva de

ADN g de Leishmania braziliensis cepa M2904 (que abarca una dilución seriada

de 7 log) obtenida de la evaluación con la prueba PCR/CRISPR-ADNk (se empleó

el par 2 de cebadores en la PCR).

6.6 Ensayo de sensibilidad analítica

Se evaluaron diluciones seriadas de ADN genómico correspondiente a 5 x 104 –

5 x 10-3 equivalentes genómicos de parásitos de Leishmania braziliensis M2904.

Sobre la base de las curvas de señal y los valores de la razón de fluorescencia (data

normalizada) de los ensayos PCR/CRISPR-Cas12a realizados por triplicado de

manera independiente, se determinó que la cantidad de ADN input mínima

detectada por la prueba PCR/CRISPR-ADNk, donde se evaluó el par 1 y par 2 de

cebadores en el proceso de pre-amplificación de la diana, fue de 5 x 10-2

equivalentes genómicos de parásitos por reacción (Figura 13), correspondiente a

4.25 fg de ADN genómico de L. braziliensis. Cabe resaltar que en una de las 3

pruebas PCR/CRISPR-ADNk realizados con el par 2 de cebadores en el paso de

pre-amplificación se logró detectar hasta 5 x 10-3 equivalentes genómicos de

parásitos ó 0.425 fg de ADN por reacción.

En las Figuras 13A y 13D se muestran las curvas de fluorescencia (cinética de la

reacción CRISPR) de un experimento representativo realizado con cada par de

cebadores para el biomarcador ADNk. Con el par 2 de cebadores se observó que el

sistema se saturó a los 60 minutos de la reacción mientras que con el par 1 demoró

20 minutos más en alcanzar esta condición. Los controles negativos generaron una

señal no específica <10 000 RFU en 120 minutos de reacción en ambos casos.
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En las Figuras 13B y 13E, los valores de razón de fluorescencia (data normalizada)

más altos alcanzados con el primer punto de la curva estándar (5 x 104 e.g.p) se

produjeron cuando la pre-amplificación de la diana se realizó con el par 2 de

cebadores; aquellos valores de razón de fluorescencia fueron 3 veces más altos (a

los 50 minutos de la reacción CRISPR) respecto a los alcanzados cuando la pre-

amplificación de la diana ADNk se realizó con el par 1 de cebadores. En este punto

de tiempo (50 min) de la reacción, se observa que hay una diferencia de hasta 5

veces, a nivel de los valores de razón de fluorescencia, entre el control positivo y el

control negativo humano (CH) así como el control NTC.

Los valores de la razón de fluorescencia en el punto de corte de 20 minutos cuando

la pre-amplificación de la diana ADNk se realizó con el par 2 de cebadores

fueron >5 (Figura 13C) pero se encontró una dispersión mayor entre los valores de

las 3 repeticiones respecto a la media. En el caso de la pre-amplificación de la diana

ADNk con el par 1 de cebadores los valores de la razón de fluorescencia fueron <5

pero en contraste con los ensayos realizados con el par 2 de cebadores se produjo

una dispersión menor de los datos (Figura 13F). Además, el punto de dilución más

bajo detectado (5 x 10-2 e.g.p) a partir de ADN genómico de L. braziliensisM2904,

obtenido con el par 1 de cebadores, alcanzó un valor de razón de fluorescencia que

fue en promedio 3.262 ± 0.91, mientras que para el par 2 de cebadores los valores

de razón de fluorescencia fueron de 6.171 ± 2.48 (Figuras 13C y 13F).

Los datos de fluorescencia normalizada (ésto es, el valor de la razónde fluorescencia)

no mostraron relación directa proporcional con la cantidad de ADN de Leishmania
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colocada en cada reacción. Esto se debe a que en la PCR de punto final (paso de

pre-amplificación utilizado) la reacción llega al plateau y, por ende, no se produce

una relación directa entre cantidad de ADN input y los valores de razón de

fluorescencia.

La sensibilidad analítica observada en las pruebas de PCR/CRISPR-ADNk fue

similar al desempeño de la prueba de referencia qPCR-ADNk para la detección de

ADN de Leishmania; se reportó que esta última puede detectar hasta 5 x 10-3 e.g.p

48. Esto a pesar de utilizar diferentes pares de cebadores dirigidos a la región

conservada del ADNk en especies de L. (Viannia). Este factor podría haber

modificado la sensibilidad del sistema, pero dada la naturaleza multicopia del

biomarcador ADNk, la sensibilidad de detección no se vio afectada.
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Figura 13. Ensayo de sensibilidad analítica con dos pares de cebadores para el biomarcador ADNk.
Gráficas de la señal y ratio de fluorescencia vs tiempo (120 minutos) de la reacción CRISPR, empleando el par 1 (A-B) o par 2 (D-E) de
cebadores en el paso de pre-amplificación de la diana ADNk. Los gráficos C y F muestran los ratios de fluorescencia a los 20 minutos de la
reacción CRISPR para la curva de equivalentes genómicos de parásitos pre-amplificados con el par 1 y par 2 de cebadores, respectivamente;
los valores del eje X se encuentran en escala logarítmica (media ± desviación estándar, n=3). u.a: unidades arbitrarias. CH, control humano.
NTC-PCR y NTC-CRISPR, controles negativos (mix de la reacción sin ADN) de los ensayos de PCR y CRISPR, respectivamente.
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6.7 Ensayo de especificidad analítica

El ensayo de especificidad con el sistema CRISPR reveló que sólo con el par 1 de

cebadores utilizado en la pre-amplificación del ADNk diana en combinación con el

crARN-ADNk diseñado se logró discriminar a Leishmania (Viannia) braziliensis

en un grupo de 5 cepas de referencia, 4 de ellas pertenecientes a especies del

subgénero L. (Leishmania). En el punto de tiempo 90 minutos de la reacción de

Cas12a, la señal de fluorescencia acumulada de la cepa L.(V.) braziliensis M2904

fue cerca de 10 veces mayor que lo obtenido con las cepas del subgénero L.

(Leishmania) evaluadas. En el punto de tiempo 20 minutos de la reacción la

diferencia fue de 3.5 veces (Figura 14, panel de la izquierda).

A diferencia del par 2 de cebadores que generó un amplicón que produjo en la

reacción CRISPR el reconocimiento de la cepa de referencia de L. braziliensis

perteneciente al subgénero L. (Viannia) así como de 3 cepas pertenecientes a

especies del subgénero L. (Leishmania) (sólo L. donovani no fue detectada); todas

ellas produjeron valores de RFU con incremento similar en el tiempo de la reacción

de Cas12a (Figura 14, panel de la derecha). Los controles con ADNg humano y

controles negativos estuvieron por debajo de 4000 RFU al final del tiempo de

lectura en ambos casos (Figura 14). Se realizaron dos experimentos de manera

independiente, se muestra los resultados de un experimento.



82

Figura 14. Evaluación de la especificidad analítica de dos pares de cebadores para

el biomarcador ADNk.

La selección del par 1 de cebadores se debió a la especificidad por L. (Viannia)

respecto al par 2 de cebadores que mostró ser específico a nivel del género

Leishmania. Una vez seleccionado el par de cebadores de ADNk óptimo para la

amplificación, se evaluó una cepa adicional del subgénero L. (Viannia), L.(V.)

peruviana LCA08, y se incluyó la cepa Y de Trypanosoma cruzi. Se muestran los

resultados de 4 experimentos de la prueba de PCR/CRISPR-ADNk independientes

(Figura 15). La lectura de la señal fluorescente de la reacción de Cas12a fue

realizada en dos equipos lectores de fluorescencia en placa: Synergy H1 y Cytation

5 (BioTek Instruments). Se encontró una diferencia de hasta 10 veces entre los

valores de razón de fluorescencia de cepas pertenecientes al subgénero L. (Viannia)

y cepas del subgénero L. (Leishmania) en el punto de tiempo 120 min de reacción.

Las cepas representativas de especies de L. (Viannia) generaron en promedio (±

desviación estándar) un valor de razón de fluorescencia de 2.287 ± 0.290 (rango,
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1.879 – 2.817) en comparación al valor de 0.967 ± 0.080 (0.827 - 1.229) del grupo

de cepas del subgénero L. (Leishmania) a los 20 minutos de la reacción CRISPR,

siendo esta diferencia estadísticamente significativa (p<0.0001). El valor de la

razón de fluorescencia alrededor de 1 obtenido en el grupo de los controles (control

humano, NTC2-PCR y NTC-CRISPR) difirió significativamente (p<0.0001) de los

valores de la razón de fluorescencia de las cepas representativas de L. (Viannia).

Por otro lado, no hubo diferencias significativas entre los controles negativos y el

grupo de cepas de L. (Leishmania). No hubo reacción cruzada con la cepa Y de

Trypanosoma cruzi, en este caso se obtuvo un valor de la razón de fluorescencia de

0.987 ± 0.116 (rango, 0.892 – 1.148) (Figura 15, panel de la izquierda).

En el caso del análisis a los 40 minutos de la reacción de Cas12a, los valores de la

razón de fluorescencia obtenidos para las 2 especies representativas del subgénero

L. (Viannia) fueron 3.744 ± 0.399 (rango,3.359 – 4.589), mientras que los valores

de la razón de fluorescencia que generaron las reacciones que se llevaron a cabo

con las especies del subgénero L. (Leishmania) fueron 0.932 ± 0.132 (rango, 0.766

– 1.285). Además, al igual que en la reacción evaluada a los 20 minutos, los valores

de la razón de fluorescencia de los controles (0.993 ± 0.148; rango, 0.709 - 1.159)

y de la cepa Y de T. cruzi (0.929 ± 0.095; rango, 0.804 – 1.037) se mantuvieron

< 1 (Figura 15, panel de la derecha).
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Figura 15. Evaluación de la especificidad analítica de la prueba PCR/CRISPR-

ADNk. Gráfica de barras que muestra el valor de la razón de fluorescencia de cepas

de referencia pertenecientes al subgénero Viannia o Leishmania evaluadas en los

tiempos de lectura de 20 minutos (panel izquierdo) y 40 minutos (panel derecho).

La data mostrada representa la media ± DE de 4 experimentos independientes. Se

empleó el par 1 de cebadores en la pre-amplificación del ADN diana.

6.8 Muestras clínicas

Las muestras de ADN genómico obtenidas de lesiones cutáneas de pacientes fueron

diluidas 1:9 en un volumen final de 20 µL y cuantificadas en el espectrofotómetro

Nanodrop. Las concentraciones de ADN registradas se encontraron en un amplio

rango de 1.9 - 42.8 ng/µL. La relación A260/A280, en el 75% de las muestras, dio

valores superiores a 1.53 hasta 2.20, indicativo de ADN de pureza aceptable-óptima.
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-Control de calidad de los controles positivos y negativos

Con la finalidad de establecer que los resultados de las muestras clínicas sean

válidos y no se produjeron contaminaciones durante el procesamiento, se analizó la

data colectada en las pruebas de PCR/CRISPR-ADNk para los controles positivos

y negativos examinados en paralelo a las muestras clínicas (n=6 experimentos

independientes). Se calculó la media de la señal de fluorescencia (n=6) a los 20

minutos de la reacción de Cas12a para el control NTC1-PCR; dicho valor

(media=1.00) se utilizó para normalizar los datos de fluorescencia de los demás

controles (positivo, humano, NTC2-PCR y NTC-CRISPR).

Luego se compararon las diferencias de los valores de la media más la desviación

estándar de los valores de la razón de fluorescencia de los controles; se observó una

diferencia de alrededor de 3 veces entre el control positivo (3.631 ± 0.457) y el

NTC1-PCR (1.000 ± 0.094) (Figura 16).

Figura 16.Diferencia entre los valores de la razón de fluorescencia de los controles

positivos y negativos a los 20 minutos de la reacción CRISPR-Cas12a. La data

mostrada representa la media de los valores de la razón de fluorescencia ± DE

(n = 6).
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- Evaluación del desempeño de la prueba PCR/CRISPR-ADNk en muestras

clínicas

Los datos obtenidos en la evaluación del panel de 49 muestras clínicas con el ensayo

de PCR/CRISPR dirigido al biomarcador ADNk de Leishmania se analizaron con

dos criterios de puntos de corte para la clasificación de muestras con resultado

positivo o negativo a detección de Leishmania (sección 5.13.3), obteniéndose lo

siguiente:

(i) Basado en los valores de la razón de fluorescencia

En primer lugar, se consideró el criterio “media de los valores de la razón de

fluorescencia de muestras negativas + 3 desviaciones estándar ( 3DE)”. Se

identificaron 10 muestras negativas por el ensayo de qPCR-ADNk. Se realizaron

los cálculos respectivos con la data de la prueba PCR/CRISPR-ADNk y se obtuvo

una + 3DE de 0.942 + 0.069, luego se determinó el valor de punto de corte ( +

3DE = 0.942+ 0.208 = 1.151) (Tabla 3).

Luego, el valor de la razón de fluorescencia (data normalizada) para cada muestra

fue contrastado con el valor del punto de corte y se clasificó como resultado positivo

de detección de ADN de Leishmania a aquellas muestras con un valor de razón de

fluorescencia mayor a 1.151. Por otro lado, valores menores o iguales a este punto

de corte se clasificaron como negativos (Figura 17).
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Tabla 3. Determinación del punto de corte basado en + 3DE para el biomarcador

ADNk

Código
de

muestra

Tipo de
muestra

qPCR-
ADNk PCR/CRISPR-ADNk

Valor de Cq Valor de la señal de
fluorescencia (RFU)

Valor de la razón de
fluorescencia

CL-01 papel filtro N/A 1722 1.010
CL-02 papel filtro N/A (2)* 1351 (1552) 0.792 (0.910)
CL-07 hisopo N/A 1715 1.006
CL-17 citocepillo N/A (2)* 1589 0.932
CL-18 biopsia N/A (2)* 1567 0.919
CL-19 citocepillo N/A 1602 0.940
CL-21 biopsia N/A 1615 0.947
CL-22 biopsia N/A 1516 0.889
CL-29 hisopo N/A 1792 1.051
CL-32 biopsia N/A 1654 0.970

Media 0.942
DE 0.069
3DE 0.208

Media + 3DE 1.151

La data mostrada corresponde a 10 muestras negativas por qPCR-ADNk y PCR/CRISPR-ADNk.

*Los valores en paréntesis representan el número de repeticiones del ensayo realizado para las

muestras CL-02, CL-17 y CL-18.

**N/A: no aplica /not applicable

En el caso del control humano ARNasa P (control de calidad de muestra), se tomó

de referencia el criterio reportado por Khan et al. (2021) 92. Un valor de razón de

fluorescencia mayor a 5 (en 10 minutos de lectura) indica detección de esta diana y

ello permite interpretar como válidos los resultados obtenidos en muestras clínicas

respecto a la ausencia de detección de ADN de Leishmania. El gen ARNasa P fue

detectado en todas las muestras clínicas (n=49) analizadas (Figura 17), con valores

de razón de fluorescencia altos (rango, 7.410 – 12.788) en el punto de tiempo de 10
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minutos de la reacción CRISPR. Solo la muestra CL-33 presentó un valor de razón

de fluorescencia de 5.482.

-Comparación de resultados del ensayo de qPCR-ADNk (data de Cq) versus

el ensayo PCR/CRISPR-ADNk (valor de razón de fluorescencia)

Como se observa en la Figura 17, se compararon los resultados de la prueba PCR

en tiempo real (Cq detectado/no detectado) y de la prueba PCR/CRISPR-ADNk

(valor de razón de fluorescencia). Los resultados positivos de la prueba de

referencia se observan en los cuadros de color celeste, la intensidad de color se

relaciona con el valor de Cq que se obtuvo en cada muestra. Por ejemplo, las

muestras CL-13 y CL-47 presentaron valores de Cq de 10.73 y 12.13,

respectivamente, ambas representadas por el color más intenso. Mientras que

aquellos cuadros con colores pálidos representan muestras con Cq altos (Cq >28).

Cabe resaltar que el valor de Cq es inversamente proporcional a la cantidad de ADN

de Leishmania presente en la muestra. En lo que respecta al ensayo CRISPR

dirigido al ADNk, los valores de la razón de fluorescencia de las muestras positivas

abarcaron valores entre 1.907 y 4.491 y de las muestras negativas entre 0.889 y

1.051.
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Figura 17.Mapa de calor (heatmap) de los resultados de las pruebas qPCR-ADNk

(Cq) vs. PCR/CRISPR-ADNk (valores de razón de fluorescencia), en muestras

clínicas (n = 49). PC: control positivo, HC: control humano, (+): resultado positivo,

(-): resultado negativo.
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-Desempeño de la prueba PCR/CRISPR-ADNk en el rango de carga

parasitaria estimada por el ensayo de qPCR-ADNk

Según los resultados del ensayo de qPCR-ADNk, las muestras CL-41, CL-44 y CL-

43, las dos primeras provenientes de hisopados y la tercera de una biopsia, fueron

las que presentaron los valores de carga parasitaria más bajos: 4.61, 4.50 y 1.40

parásitos/106 células humanas (correspondiente a 0.025, 0.022 y 0.003 equivalentes

genómicos de parásitos), respectivamente. Cabe resaltar que la prueba de PCR

convencional diagnóstica (cPCR-ADNk; López et al. 1993) 84 no logró detectar

ADN de Leishmania en esas muestras, mientras que con el sistema PCR/CRISPR

los valores de la razón de fluorescencia alcanzados a los 20 minutos de la reacción

de Cas12a fueron de 2.596, 3.020 y 2.636, respectivamente. En base al punto de

corte (razón de fluorescencia >1.151), estas muestras resultaron positivas a

detección de ADN de Leishmania (Figura 18, panel izquierdo, círculos de color lila

indicativos de carga parasitaria baja).

Con respecto a las muestras que presentaron carga parasitaria intermedia, se

muestran dos muestras, CL-04 y CL-40, que contenían 6974 y 7828.35

parásitos/106 células humanas, respectivamente, las cuales alcanzaron los valores

de la razón de fluorescencia de 3.172 y 3.645 en cada caso (Figura 18, panel

izquierdo, círculos de color morado).

Por otro lado, del panel de 39 muestras positivas por la qPCR, las muestras CL-13

(tomada de la lesión cutánea mediante el uso de un cepillo de citología) y CL-47

(obtenida por raspado de la lesión con una lanceta) contenían la mayor carga
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parasitaria con 1.6 x 106 y 5.2 x 106 parásitos/106células humanas, respectivamente.

En estos casos los valores de la razón de fluorescencia a los 20 minutos de la

reacción CRISPR fueron de 3.348 para la muestra CL-13 y 3.4607 para la muestra

CL-47 (Figura 16, panel izquierdo, círculos de color púrpura). Estos resultados

indican que no hay una relación proporcional directa entre la carga parasitaria o

valores de Cq y los valores de la razón de fluorescencia de la reacción de Cas12a

(Figura 18). Esto se debe a que se empleó como ADN input en el ensayo Cas12a

un amplicón generado en una PCR de punto final y no en la fase exponencial de la

amplificación por PCR. A diferencia de los valores de Cq que sí fueron

determinados en la fase exponencial de la reacción de amplificación.

Figura 18. Los valores de la razón de fluorescencia del ensayo PCR/CRISPR-

ADNk en el rango de carga parasitaria determinada por la prueba qPCR-ADNk en

un panel de muestras clínicas.M/NTC: valor en RFU de la muestra problema/ valor

en RFU del control NTC, ambos a los 20 min de la reacción CRISPR.

Al comparar el valor de la razón de fluorescencia promedio de 3.35, obtenido por

la prueba PCR/CRISPR-ADNk, de las 39 muestras clasificadas como positivas por
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la prueba de referencia qPCR-ADNk, con el valor de la razón de fluorescencia

promedio de 0.946 de las 10 muestras clasificadas como negativas, se encontró que

el primer valor de la razón es aproximadamente 3.5 veces más alto que el segundo

valor de la razón de fluorescencia. Esto demuestra que se produce una clara

distinción entre las muestras detectadas y no detectadas por la prueba

PCR/CRISPR-ADNk.

En este estudio, en una primera evaluación con la prueba PCR/CRISPR-ADNk se

presentaron dos casos de resultados falsos positivos en las muestras CL-01 y CL-

32 (ambas presentaron valores de razón de fluorescencia superiores al punto de

corte), las cuales fueron catalogadas como negativas por el ensayo qPCR. La

repetición de la prueba PCR/CRISPR-ADNk permitió definir dichas muestras

como negativas dado que se obtuvieron valores de razón de fluorescencia de 1.010

y 0.970, respectivamente.

(ii) Basado en el análisis del porcentaje de positividad

Lo datos obtenidos luego de dividir el valor de RFU tomado a los 20 minutos de la

reacción CRISPR de la muestra problema entre el valor RFU del control positivo

de la placa de ensayo correspondiente y multiplicado por 100 permitieron calcular

el porcentaje de positividad (PP) para cada muestra clínica.

Para 13 muestras (seleccionadas al azar) se realizaron dos repeticiones del ensayo

PCR/CRISPR-ADNk de manera independiente; en estos casos se trabajó con el

promedio de ambos valores de PP. Como paso siguiente se intentó realizar la

regresión logística pero dado que los resultados del ensayo PCR/CRISPR-ADNk
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(data de PP) y de la prueba de referencia (Cq detectado/no-detectado) presentaron

una separación perfecta, no se pudo realizar el ajuste estadístico. Esto indicó que la

variable predictora (PP) predice perfectamente la variable de resultado Y (resultado

del ensayo qPCR-ADNk) ya que PP> 29.995 corresponde a Y = 1 (detectado) y PP

≤ 29.995 corresponde a Y = 0 (no detectado).

Figura 19. Resultados de los análisis del porcentaje de positividad (PP). Las barras

en color gris indican la media del valor de PP para las muestras clasificadas como

positivas y negativas.

Los valores de PP de las muestras clasificadas como positivas abarcaron entre 55.58%

- 110.66%, mientras que las muestras negativas tuvieron valores de PP entre 19.758%

- 29.995% (Figura 19).
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- Comparación de tres pruebas de detección molecular cPCR, qPCR y

PCR/CRISPR-Cas12a dirigidas al ADNk

Los ensayos de la PCR convencional y qPCR tienen en común el juego de cebadores

utilizados; sin embargo, no se obtuvieron los mismos resultados. El análisis previo

por la PCR convencional catalogó a 36 muestras como positivas a detección de

ADN de Leishmania (Viannia) spp. y a 13 muestras con resultado negativo. Con la

prueba qPCR, en base a los valores de Cq detectados se obtuvo 39 muestras

positivas (correspondientes al 79.6% de las muestras evaluadas), mientras que 10

muestras (20.4%) resultaron negativas.

Las 39 muestras positivas por el ensayo de qPCR-ADNk fueron corroboradas con

la prueba PCR/CRISPR-ADNk. El porcentaje de muestras positivas según el tipo

de muestra, tomada por métodos invasivos (biopsias, raspados con lanceta) o no-

invasivos (hisopado, cepillo de citología, impresión con papel filtro), se presenta en

la Figura 20.

Figura 20. Tipo de muestra tomada por métodos invasivos o no invasivos,

correspondiente a las muestras positivas por qPCR-ADNk y PCR/CRISPR-ADNk.
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Finalmente, el análisis de concordancia indicó que la prueba PCR/CRISPR-ADNk

mostró un PPA del 100.0% (IC 95% = 91.0 - 100.0%) y un NPA del 100.0% (IC

95% = 72.2 - 100.0%) en relación con la prueba qPCR-ADNk. Los resultados del

cálculo del índice Kappa de Cohen indicaron un valor de Kappa de 1 (IC 95% =

0.72 - 1.28), consistente con una concordancia perfecta entre ambos métodos. La

prueba cPCR-ADNk alcanzó un PPA de 92.3% (IC 95% = 79.7 - 97.3%) y un NPA

de 100.0% (IC 95% = 72.2 - 100.0%). El valor de Kappa fue 0.83, consiste con una

concordancia excelente entre los métodos de cPCR-ADNk y qPCR-ADNk.
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VII. Discusión

En el presente trabajo se desarrolló y evaluó la prueba de PCR/CRISPR-ADNk

basada en la amplificación de una secuencia conservada en el ADN de minicírculos

del kinetoplasto de Leishmania (Viannia) spp. por PCR convencional y posterior

reconocimiento, corte (actividad en cis) y detección de la diana mediada por la

actividad colateral de la endonucleasa LbCas12a. El proceso inició con la

validación analítica de la prueba; para ello se realizó la evaluación de la sensibilidad

y especificidad analítica. Luego, esta prueba fue aplicada en muestras de ADN

provenientes de lesiones de piel de pacientes con diagnóstico conocido de

leishmaniasis cutánea o no-LC (confirmado por cPCR-ADNk), con la finalidad de

establecer la prueba de concepto de un método molecular nuevo basado en CRISPR

para la detección altamente específica y sensible de las principales especies de

Leishmania (Viannia) que causan la enfermedad leishmaniasis tegumentaria

americana en nuestra región.

Los resultados de la prueba PCR/CRISPR-ADNk mostrados fueron tomados en un

punto de tiempo de 20 minutos debido a que en este intervalo se logra alcanzar una

señal discrimitativa 75. La cinética de la reacción CRISPR indica que el tiempo de

lectura se puede extender hasta los 50 min si se trabaja con la cinética de Cas12a a

25°C o a los 30 min si la reacción de Cas12a se da a 37°C.

Con esta condición establecida, la prueba alcanzó una sensibilidad analítica de 0.05

e.g.p (correspondiente a 4.25 fg de ADN del parásito/reacción). Este nivel de

sensibilidad de detección es alto y fue tan solo de un orden de magnitud mayor a lo
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reportado por Jara et al. (2013), en cuyo trabajo con la prueba de qPCR-ADNk

detectaron 0.005 e.g.p por reacción 48.

En este sentido, León et al. (2018) reportaron que su ensayo de PCR convencional-

ADNk, donde emplearon la cepa L. (V.) braziliensisMHOM/BR/75/M2903 para la

evaluación de la sensibilidad, detectó 0.10 e.g.p. 97 y este fue menos sensible que la

prueba PCR/CRISPR-ADNk. En constraste, otras dos investigaciones realizadas

por Dish et al. (2005) 98 y Oliveira et al. (2011) 99 (este último trabajó con los

cebadores MP3H/MP1L) mostraron que sus pruebas alcanzaron detectar 0.025

e.g.p/reacción; es decir, un límite de detección dos veces menor (más sensible) que

la prueba PCR/CRISPR-ADNk desarrollada en el presente estudio. En resumen,

estos ensayos moleculares permiten detectar menos de 1 parásito por reacción. Ello

es posible debido a la presencia de múltiples copias de ADNk (~10,000) en cada

célula de Leishmania 100. Esto indica que la prueba desarrollada en el presente

estudio podría tener relevancia en el diagnóstico de pacientes con LC y en la

vigilancia epidemiológica de esta enfermedad, ya que sería capaz de detectar

infecciones con densidad de parásitos muy baja 29,48.

Es importante resaltar que el diseño y la elección de los cebadores para la prueba

PCR de Leishmania es relevante porque influye en la sensibilidad de la técnica, y

puede permitir la diferenciación de especies de los subgéneros L. (Viannia) y L.

(Leishmania). Sin embargo, en el sistema propuesto la especificidad proviene

exclusivamente del crARN-ADNk. Esto es debido a que los cebadores requeridos

para el paso de pre-amplificación de la región del ADN de minicírculos no fueron

diseñados exclusivamente para la detección de L. (Viannia) spp., sino que la
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selección de los cebadores se basó en que estuvieran ubicados en la región

conservada del ADNk que abarca a la secuencia de reconocimiento del crARN-

ADNk diseñado y que conforma el primer filtro de especificidad para ADN de

Leishmania. Este último fue diseñado en base a una secuencia del ADN del

minicírculo altamente conservada en especies de Leishmania del subgénero Viannia.

Por ende, se esperaba que solo esas especies de L. (Viannia) fueran detectadas al

utilizar como ADN diana el producto de amplificación generado por el par de

cebadores 1 y 2.

La evaluación de la especificidad analítica demostró que la prueba CRISPR que

utiliza el crARN-ADNk diseñado en este estudio, en combinación con el par 1 de

cebadores del ADNk en el paso de pre-amplificación de la diana, es específica para

la detección de especies del subgénero Leishmania (Viannia). En contraste, la pre-

amplificación de la diana con el par 2 de cebadores resultó en la detección de

distintas especies de Leishmania tanto del subgénero Leishmania como del

subgénero Viannia evaluadas (n=3 experimentos independientes).

La diferencia entre los cebadores evaluados frente a un solo crARN-ADNk radica

en el tamaño y composición nucleotídica de los fragmentos amplificados. El par 1

(cebadores F1/R) permite amplificar una región del minicírculo del ADNk (116 pb)

que abarca a los tres bloques de secuencia conservada (CSB 1, 2 y 3) (Figura 3). En

cambio, el par 2 (cebadores MP1L/R) permite amplificar un fragmento (138 pb)

que abarca un segmento de ~22 pb localizado inmediatamente adyacente (corriente
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arriba o, en inglés, upstream) al bloque CSB-1, además, de contener los bloques

CSB-1, 2 y 3 (Figura 3).

A pesar de que no se realizó la secuenciación de los productos de PCR, se plantea

las posibles hipótesis que pueden haber influido en la detección mediada por

Cas12a, dada la presencia de una pequeña secuencia no conservada en el producto

de amplificación del ADNk realizado con el par 2 de cebadores. Cabe mencionar

que Fonfara y su equipo informaron que la región de escisión correspondiente a los

nucleótidos 1-4 en el sitio distal de PAM, utilizando la enzima FnCas12, fue

sensible a mismatches; sin embargo, indican que los mismatches en la región

semilla del crARN no son tolerados y concluyeron que puede haber factores

adicionales que influyan en la especificidad, como la secuencia de nucleótidos de

la diana 78

Como primer punto, se hipotetiza que esta pequeña región no tan conservada donde

se une el cebador forwardMP1L (del par 2) pueda contener una secuencia PAM no

canónica reconocida por la nucleasa Cas12a, como lo reportan Yamano y

colaboradores 64, en su trabajo publicado en el 2016. Además, como segundo punto

a considerar es la posible presencia de polimorfismos en las moléculas derivadas

de una determinada clase de minicírculos, como se encontró previamente en L.

tarentolae 101 y como lo sugiere el estudio realizado por Camacho y colaboradores

102. En este último, se estudió la región del minicírculo del ADNk de L. (L.) major,

L. (L.) infantum y L. (V.) braziliensis. Se encontró una región de 150 pb en la que

los bloques de secuencia conservada (CSB1-3) estaban presentes en posiciones

equivalentes en la secuencia consenso. Además, se encontró un segundo motivo

conservado similar al bloque CSB-2 en L. (V.) braziliensis; sin embargo, este
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motivo no está conservado en los minicírculos de L. (L.) major y L. (L.) infantum

102. Estos dos factores pueden haber permitido el reconocimiento por el crARN y la

generación de señal detectable en el ensayo de Cas12a al evaluar las muestras de

ADN de especies del subgénero L. (Leishmania) pre-amplificado con el par 2 de

cebadores.

La posterior verificación in silico de la especificidad de la secuencia de

reconocimiento de 20 pb (segmento guía del crARN-ADNk, complementario a la

secuencia de ADN diana) realizada contra L. (L.) major resultó en un match de 100%

contra dos aislados en particular: Lm-FR-8 y Lm-FR-19. Mientras que en el caso

de L. (L.) infantum, más del 95% de las secuencias disponibles en GenBank

presentaron una similitud considerable. Cabe resaltar que en los casos señalados de

match in silico, la secuencia PAM canónica en el ADN diana no estaba presente y

aquellos en donde sí se encontraba, la región de reconocimiento no era idéntica.

De otro lado, dada la importancia de evaluar la exclusividad de la prueba en lograr

la detección específica de Leishmania (Viannia) spp., se incluyó en el análisis el

ADNg de la cepa Y de Trypanosoma cruzi, un tripanosomátido filogenéticamente

relacionado a Leishmania. Con la muestra de T. cruzi cepa Y se obtuvo un valor de

razón de fluorescencia (media ± DE: 0.987 ± 0.116; n=4) que corresponde a una

señal de ruido de fondo, no diferenciable de los controles negativos del ensayo (se

interpreta como ‘no-detectado’), lo cual demostró que no se produjo reacción

cruzada en esta prueba. Ésto guarda concordancia con los resultados de diversos

estudios realizados utilizando las técnicas de PCR y qPCR dirigidas a regiones
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conservadas del ADNk, en cuyos análisis se incluyó como mínimo una cepa de

T.cruzi como la cepa Y 98, CL-Brener 103, Tulahuen 1, Sylvio-x1053 y DM28c 104.

En estos estudios no se observó reacción cruzada con las cepas de T. cruzi evaluadas.

Cabe resaltar que, dada la endemicidad de la enfermedad de Chagas en varias

regiones en Latinoamérica, en el presente trabajo se evaluó una cepa de T. cruzi.

Por lo tanto, es importante extender la evaluación de la prueba PCR/CRISPR-

ADNk a otras cepas, así como a otras especies de Trypanosoma circulantes en la

región.

Asimismo, en otras investigaciones la exclusividad fue evaluada utilizando ADN

de especies de microorganismos patógenos asociadas al diagnóstico diferencial de

leishmaniasis. Por ejemplo, Wu y colaboradores trabajaron con especies como

Mycobacterium leprae, Plasmodium falciparum y Toxoplasma gondii 105, mientras

el equipo de León por su parte utilizó Mycobacterium tuberculosis y Sporothrix

schenckii 97. En el primer trabajo, donde se empleó la qPCR dirigida al ADNk, no

se produjo reacción cruzada 105. En el segundo, en constraste, el ensayo PCR-ADNk

detectó a M. tuberculosis. Los investigadores indican que este resultado podría

deberse al uso de cebadores degenerados; sin embargo, esto no concordó con los

análisis in silico previos 97. En el presente trabajo se realizó la evaluación, con

herramientas bioinformáticas, de 8 agentes patógenos implicados en el diagnóstico

diferencial de leishmaniasis cutánea (Sección 5.5.1). Estos patógenos no se

evaluaron experimentalmente, lo que sería de importancia de realizar

posteriormente.
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Además, fue de gran relevancia para el presente estudio evaluar in silico y

experimentalmente la secuencia genómica de Homo sapiens y el ADN humano,

respectivamente, debido a que es sumamente importante que la prueba desarrollada

no dé reacción cruzada con el genoma humano cuando ésta se evalúe en muestras

clínicas (con posible aplicación diagnóstica). En la prueba PCR/CRISPR-ADNk,

con la muestra de ADN genómico humano (extraído de PBMCs) se obtuvo un valor

de la razón de fluorescencia (media ± DE: 0.999 ± 0.125; n=4) que indica que no

fue detectado.

Posterior a la validación analítica, en el presente estudio se evaluó el desempeño de

la prueba PCR/CRISPR-ADNk en un panel de muestras clínicas. Los resultados

obtenidos mostraron concordancia perfecta (100%) con la prueba de qPCR-ADNk

a nivel de detección de los casos positivos (n=39) y definición de los casos

negativos (n=10). Esto fue corroborado con el índice de Kappa de Cohen (kappa

=1, IC 95% = 0.72 - 1.28). Posteriormente, estos resultados ameritan ser extendidos

en un estudio futuro prospectivo de validación clínica con el fin de determinar la

sensibilidad y especificidad diagnóstica y de esta manera se pueda evaluar la

capacidad discriminativa y predictiva de la prueba PCR/CRISPR-ADNk para el

diagnóstico de leishmaniasis cutánea.

De las tres pruebas de detección molecular empleadas en el análisis de las muestras

clínicas que se evaluaron en este estudio, las pruebas PCR/CRISPR-ADNk y qPCR-

ADNk lograron detectar ADN de Leishmania en tres muestras que contenían muy

baja carga parasitaria (alrededor de 1-5 parásitos por 106 células humanas). En
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contraste, la cPCR-ADNk (reacción dúplex que incluye un control interno humano),

empleada en la rutina diagnóstica, fue menos sensible y catalogó esas 3 muestras

como negativas. Una posible causa de este resultado es que la PCR dúplex tiene

como desventaja una sensibilidad menor de detección debido a la competencia de

los cebadores por las secuencias diana y por los reactivos. Asimismo, el formato

dúplex requiere una concentración inicial mayor de las secuencias diana 106. Por

otro lado, la principal ventaja de este tipo de prueba es que permite tener un control

interno humano en cada reacción y de esta manera se puede validar los resultados

negativos (ADN de Leishmania no-detectado). Mientras que, en el caso de las

pruebas basadas en PCR/CRISPR y qPCR (empleando SYBR Green) que tienen

por diana al ADNk de Leishmania, el gen humano (POP7, que codifica a ARNasa

P; y ERV-3, respectivamente) empleado como control de calidad de las muestras

clínicas se evaluó como control externo (en reacciones independientes).

En este punto es importante mencionar que en el caso de la cPCR-ADNk dúplex

diagnóstica las muestras de ADN se evaluaron tanto sin diluir como diluídas en

relaciones 1/10, 1/100 y hasta 1/1000 con la finalidad de evitar inhibición por altas

concentraciones de ADN (en el caso de las tres muestras con carga parasitaria baja

se probó agregar una concentración de 10 ng de ADN, obteniéndose nuevamente

resultados negativos). Mientras que en el ensayo PCR/CRISPR-ADNk se agregó 5

µL de la muestra diluída 1/10 correspondiente a un rango de 9.5 - 214 ng de ADN

input en la reacción. De otro lado, en el ensayo qPCR-ADNk se requirió de 10 ng

de ADN input en la reacción.

Otra diferencia resaltante entre estas pruebas fue que en la cPCR-ADNk se realizó

40 ciclos de amplificación, mientras que en la PCR/CRISPR-ADNk se trabajó con
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45 ciclos de pre-amplificación seguido de la detección por Cas12a. Mientras que en

la qPCR-ADNk solo se requirió 35 ciclos, dado que la detección de los valores de

Cq (ciclo umbral) se realiza en la fase exponencial de la reacción.

En torno a la especificidad, es importante resaltar que las muestras clínicas

evaluadas en este estudio y con resultado positivo a detección de ADN de

Leishmania no pudieron ser tipificadas para conocer la especie de parásito

infectante. Sin embargo, las muestras provienen de regiones de endemicidad de

leishmaniasis en Cusco donde Leishmania (Viannia) braziliensis y L. (V.)

guyanensis son los principales agentes etiológicos de leishmaniasis tegumentaria 86.

Una de las posibles limitaciones de la prueba desarrollada en este estudio es la

necesidad de realizar dos pasos enzimáticos acoplados, puesto que ello incrementa

el riesgo de una posible contaminación por aerosoles y la ocurrencia de falsos

positivos. Sumado a lo anterior, la naturaleza del biomarcador ADNk de

minicírculos, cuyo número de copias múltiple brinda una alta sensibilidad de

detección, hace que la prueba sea propensa a resultados falsos-positivos. En este

trabajo, la tasa de falsos positivos del ensayo PCR/CRISPR de ADNk fue del 4,1%

(ésto es, 2 falsos positivos de 49 muestras de pacientes), mostrando una precisión

del 95,9% (47/49 resultados de la prueba PCR/CRISPR-ADNk de acuerdo con los

resultados de qPCR-ADNk). Por ello, posteriormente se realizaron repeticiones de

la prueba PCR/CRISPR-ADNk en un grupo de muestras clínicas para validar los

resultados. En el trabajo reportado por Eberhard et al. (2018), este tipo de

reacciones falsas positivas fueron reducidas combinando la diana ADNk con 18S
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ADNr en un ensayo de qPCR múltiplex basado en sondas TaqMan y estableciendo

un valor de corte para los valores de Cq para excluir muestras con resultados falsos

positivos 107.

Los resultados falsos positivos se pueden generar principalmente por

contaminación por productos de PCR. Este factor se puede evitar al mantener un

flujo de trabajo unidireccional que involucre áreas separadas en el laboratorio. Otra

manera de minimizar las posibles contaminaciones es realizar el procesamiento de

las muestras clínicas en grupos de 10-12 muestras, tal como se hizo en este estudio.

Esto indica la importancia de incorporar controles negativos internos y/o externos

e incluso considerar incluir más de un control positivo para la correcta

interpretación de los resultados de cada ensayo 108.

Además, es importante resaltar que la presencia de resultados falsos positivos en el

proceso de diagnóstico puede dar lugar a terapias innecesarias con fármacos

potencialmente tóxicos. De otro lado, los resultados falsos negativos (no

observados en este estudio) pueden dar lugar a cursos prolongados de la enfermedad,

una utilización mayor de recursos para repetir las pruebas y que el paciente

experimente dolor al no recibir un tratamiento específico de manera oportuna 109.

De otro lado, uno de los aspectos importantes de la prueba desarrollada en este

estudio es que se evaluó con cinco tipos diferentes de toma de muestra a partir de

las lesiones cutáneas de pacientes. Los métodos no invasivos de toma de muestra

utilizados (cepillado, hisopado, impresión con papel filtro) son un factor importante
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a considerar en la detección de infecciones por Leishmania en muestras clínicas

debido a que facilitan el diagnóstico temprano, al ser métodos bien tolerados por

los pacientes y asequibles 30. Cabe mencionar que comúnmente se observa una

variación significativa en la precisión diagnóstica de los métodos de diagnóstico

molecular para LC, según el tipo de muestra, el tiempo de evolución de la lesión, el

método de recuperación de ADN y la prueba molecular 110. Por ejemplo, el uso de

hisopo y la impresión de la lesión cutánea con papel filtro son los métodos de

recuperación más eficientes, sensibles y específicos para la detección de ADN

de Leishmania 111-113. Otro de los métodos empleados es el cepillado mediante el

uso de un cepillo de citología, como lo reportan Cantanhêde y colaboradores,

quienes encontraron que con esta técnica el ensayo PCR-ADNk alcanzó una

sensibilidad de 98.8%, siendo más sensible que la detección por microscopía

(49.4%) 111. Además, en el estudio de Suárez et al. (2015) 52, donde se analizaron

distintas zonas de las úlceras cutáneas y distintos métodos de toma de muestra para

fines de diagnóstico, se reportó que la mayor carga parasitaria se obtiene cuando la

muestra es tomada de la base (borde interno) y del centro de las lesiones cutáneas,

a diferencia de cuando se toma del borde de la úlcera. Sus evaluaciones concluyeron

que la toma de muestra por raspado y cepillado constituye los métodos más

apropiados, dado que la sensibilidad no se vio modificada respecto a la técnica

invasiva de biopsia, cuya principal desventaja es que se requiere personal médico

especializado para su toma 52.

Recientemente se publicó la primera investigación en torno a sistemas CRISPR

aplicados a la detección de Leishmania 26. En ese trabajo se desarrolló y aplicó el
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sistema CRISPR/dCas9 a la detección de Leishmania spp. causantes de

leishmaniasis visceral. La novedosa plataforma opera a temperatura ambiente

(23 °C), está basada en la amplificación isotérmica por RPA y utiliza una

endonucleasa Cas9 catalíticamente inactiva (dCas9) dirigida por un ARN guía

(sgARN) para el reconocimiento de la diana ADNk. El reconocimiento de la diana

activa, a su vez, una reacción de amplificación por círculo rodante (RCA). La

lectura es visual vía DNAzimas (complejos G-cuádruplex-hemina) y el método

tiene potencial adaptable para el diagnóstico POC de leishmaniasis visceral. En

dicho estudio no se validó la prueba con muestras clínicas. Se reportan las

evaluaciones analíticas en muestras simuladas de orina y sangre, con resultados

buenos a nivel de desempeño de la prueba 26.

Finalmente, en la actualidad el diagnóstico de LC sigue siendo un desafío, dada las

manifestaciones clínicas pleomórficas que se presentan en esta enfermedad. Las

lesiones cutáneas varían en gravedad, apariencia clínica y duración; en algunos

casos, pueden ser indistinguibles de las lesiones relacionadas con otras

enfermedades 114. Es por ello que el diagnóstico temprano y preciso de LC es un

pre-requisito para una intervención terapéutica eficiente.

Es imprescindible el continuo desarrollo de métodos de detección molecular

mejores porque éstos logran alcanzar y combinar la mayor sensibilidad y

especificidad diagnóstica para leishmaniasis. Así como también es necesario

implementar protocolos que puedan ser simplificados y adaptados a formatos

portátiles y de costo bajo, facilitando así su adopción en zonas endémicas rurales.
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Actualmente destacan los sistemas CRISPR/Cas que tienen la gran ventaja de poder

lograr la detección de ácidos nucleicos diana de manera muy específica, tal como

se demostró en este trabajo aplicado a la detección de Leishmania (Viannia) spp.

La problemática de la accesibilidad al diagnóstico y la prevención de la progresión

de la enfermedad en zonas endémicas rurales pueden ser solucionadas con

herramientas moleculares con demostrada alta sensibilidad y especificidad, tales

como la PCR (que puede trasladarse a un instrumento portátil como el Palm PCR)

y los sistemas CRISPR. Es por ello importante seguir realizando evaluaciones que

permitan optimizar, simplificar y adaptar el sistema CRISPR-Cas12a a un formato

POC (en el punto de atención), tal como se ha reportado en varios estudios que

utilizan los sistemas CRISPR 70,115. En este contexto, dentro de las perspectivas

futuras, existen distintas opciones. La primera, evaluar la posibilidad de que el

ensayo PCR/CRISPR pueda ser integrado y adaptado a equipamiento portátil de

mayor asequibilidad y fácil uso en campo, tales como el Palm PCR™, probada en

campo para detección de Leishmania, Mycobacterium y otros agentes circulantes

en zonas rurales de Perú 53, y Bento Lab®, un laboratorio móvil para la PCR de

amplio uso en análisis genéticos de campo 54. Para la lectura de fluorescencia del

ensayo de Cas12a puede hacerse uso de un fluorímetro portátil aplicable en campo,

tal como lo reportan Lee et al. (2020) para la detección de Plasmodium 24. La

segunda opción consiste en incorporar, estandarizar y optimizar una nueva

estrategia de pre-amplificación de la diana genética que idealmente requiera de

instrumentación más simple; por ejemplo, mediante la técnica de amplificación

isotérmica LAMP (para reducir el uso de equipos costosos como el termociclador).

El paso de pre-amplificación isotérmica puede acoplarse a la detección mediada por
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Cas12a integrando el sistema a un formato de lectura visual de los resultados con

tiras de flujo lateral. Cualquiera sea el abordaje a emplearse, estos instrumentos

para uso POC requieren ser validados en condiciones de campo. La tercera opción

contempla afinar las condiciones experimentales del ensayo CRISPR para

optimizar las propiedades cinéticas de la enzima Cas12a, con el fin de prescindir

del paso de pre-amplificación de la secuencia diana 19,72. Con ello se espera lograr

una detección directa (sin pre-amplificación) de concentraciones de la diana de

significancia clínica. De esta manera se evitaría los resultados falsos positivos

generados por una posible contaminación con amplicones. La cuarta opción sería

utilizar una sonda reportera cuyo rango de longitud de onda de emisión de

fluorescencia se encuentre dentro del espectro visible o UV, con lo cual se pueda

reducir el tiempo de lectura de resultados dado que podría realizarle una lectura

visual en un transiluminador y/o pueda ser analizada con fluorómetros portátiles

116,117, dado que la sonda empleada en este estudio se encuentra en una longitud de

onde de 520-570nm por lo que no es posible utilizarla para estas dos

aproximaciones POC.

Finalmente, estas diferentes opciones son compatibles con la posibilidad de

liofilizar los reactivos de la reacción CRISPR (enzima Cas, crARN, sonda reportera)

y de la reacción de pre-amplificación, lo que mejora su estabilidad para el transporte

y almacenamiento a temperatura ambiente con fines de aplicación en campo 24. Esto

permitirá la distribución de la prueba en un formato de kit, haciendo factible su uso

en los diferentes niveles de atención. En resumen, todo el ensayo puede integrarse

con formatos accesibles, fáciles de usar y de costo bajo, con el requerimiento de
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equipamiento mínimo para biología molecular, lo que contribuiría a los esfuerzos

de diagnóstico de casos sospechosos de leishmaniasis en distintas regiones

endémicas. Ello constituiría la posibilidad de lograr transferir e implementar la

prueba PCR/CRISPR-ADNk (luego de una viable futura validación clínica) para el

diagnóstico de leishmaniasis a nivel de centros de referencia y laboratorios de

investigación, donde son referidos los pacientes o sus muestras.
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VIII. Conclusiones

 Se desarrolló una prueba de detección molecular basada en PCR/CRISPR y que

tiene por diana al ADNk. Esta prueba logra detectar hasta 5 x 10-2 equivalentes

genómicos de parásitos de Leishmania. Esta sensibilidad analítica fue similar

a la prueba de referencia qPCR-ADNk.

 El crARN-ADNk diseñado para la prueba PCR/CRISPR-ADNk, en

combinación con el par 1 de cebadores usado en el paso de pre-amplificación

del ADNk, detecta con nivel alto de discriminación las especies de Leishmania

del subgénero Viannia (causantes del mayor número de casos de leishmaniasis

tegumentaria en las regiones endémicas del Perú y países vecinos en

Latinoamérica), mientras que no detecta especies del subgénero Leishmania.

 La prueba PCR/CRISPR-ADNk no generó reacción cruzada con ADN humano

ni con ADN extraído de la cepa Y de Trypanosoma cruzi.

 En la evaluación del desempeño de la prueba PCR/CRISPR-ADNk en muestras

clínicas se obtuvo 100% de concordancia con la prueba de qPCR-ADNk (a

nivel de Cq detectado/no-detectado), prueba cuantitativa de alta sensibilidad y

especificidad 48 utilizada como método de referencia en este estudio.

 Se demostró el potencial de la prueba PCR/CRISPR-ADNk como una

generación nueva de herramientas moleculares de futura aplicabilidad (luego

de la optimización, simplificación y validación clínica más extensa) en el

diagnóstico de leishmaniasis tegumentaria americana.
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IX. Limitaciones

- El acceso a muestras fue una limitante, motivo por el cual no se incluyó un grupo

adicional de muestras negativas (catalogadas por la PCR en tiempo real) para

realizar la comparación de resultados con la prueba PCR/CRISPR evaluada.

-El tiempo de procesamiento de la prueba PCR/CRISPR-ADNk desarrollada es

relativamente largo (~2.5 h). Sin embargo, esta es una prueba de concepto realizada

con el objetivo de comprobar el funcionamiento del sistema con muestras clínicas.

- El formato de pre-amplificación seleccionado (PCR) y el tipo de sonda reportera

no permiten que este ensayo tenga una posible aplicación POC (point-of-care). Sin

embargo, este ensayo basado en CRISPR podría ser adaptado a futuro si se

considera combinarlo con técnicas de amplificación isotérmica de tipo LAMP o

RPA (esta última tiene la desventaja de depender de kits costosos) que permitirían

reducir aún más la duración de la prueba en comparación a la PCR. Además, esta

prueba podría adaptarse y/o transferirse a equipos portátiles y formatos de costo

bajo como tiras de papel de flujo lateral. Incluso los reactivos podrían ser

liofilizados para asegurar su estabilidad en condiciones de campo y facilitar su

distribución en formato de kit. De esta manera podría ser asequible para regiones

rurales endémicas de leishmaniasis con acceso menor a pruebas moleculares.

Cabe resaltar que esta prueba en su versión actual podría ser transferida a

laboratorios de referencia y de investigación que cuentan con la infraestructura y

recursos para biología molecular.
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X. Recomendaciones

- Incluir los controles positivos y negativos por duplicado o triplicado. En el caso

de los controles positivos considerar dos tipos: un control positivo que genere una

señal robusta en el ensayo de Cas12a (ej. 5 x 104 equivalentes genómicos de

parásitos de Leishmania/reacción, como se empleó en este estudio) y un control

positivo débil cercano al límite de detección del ensayo (5 x 10-2 equivalentes

genómicos de parásitos/reacción).

- Se recomienda procesar las muestras clínicas por duplicado.

-No almacenar productos de PCR indefinidamente para evitar posibles

contaminaciones.

- En caso de que las áreas de trabajo se hayan contaminado con amplicones, limpiar

las áreas con una solución de ADNasas.

- Preparar stocks de trabajo de los reactivos a utilizar en los procedimientos de la

reacción de PCR y CRISPR/Cas.

- No utilizar las micropipetas de trabajo para otras actividades.

- Calibrar y dar mantenimiento a los equipos periódicamente.
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XII. Anexos

Anexo 1

1. Buffer 10X de la enzima Cas12a

a. Se pesó 0.1952 g de Tris-HCl (Cf = 100 mM), 0.092 g de Tris-base y 0.5844 g

de NaCl (Cf = 500 mM) y se disolvió estas sales en el 70% del volumen final en

agua libre de nucleasas (grado biología molecular).

b. Ajustar el pH hasta pH 7.9 (a 25° C).

c. Enrasar hasta el volumen de 20 mL.

d. Filtrar la solución utilizando un filtro de membrana de 0,22 µm.

e. Preparar alícuotas de 1 mL en tubos para microcentrífuga de 1.5 mL.

f. Almacenar a -20°C.

1.2.Solución 2 mg/mL de BSA (stock de trabajo)

a. Disolver 40 mg de BSA (albúmina de suero bovino liofilizado, marca Sigma-

Aldrich,

Cat # A9418-100G) en 20 mL de agua libre de nucleasas.

b. Filtrar utilizando un filtro de membrana de 0,22 µm.

c. Preparar alícuotas de 1 mL en tubos para microcentrífuga de 1.5 mL.

d. Almacenar a -20°C.

1.3.Solución 1M de MgCl2 (stock de trabajo)

a. Disolver 2 g de MgCl2 (cloruro de magnesio hexahidratado, marca Supelco, Cat

# 105833) en 10 mL de agua libre de nucleasas.

b. Preparar alícuotas de 1 mL en tubos para microcentrífuga de 1.5 mL.

c. Almacenar a -20°C.



Anexo 2

Oligonucleótidos de los cebadores, crARN y sonda reportera utilizados en este
estudio

ID *Secuencia 5' - 3' Descripción Referencia

kDNA_crARN TAATACGACTCACTATAGGtaat
ttctactaagtgtagatAACGGGGTTTC
TGTATGCCA

molde de dsDNA para
generar el crARN

específico del ADNk por
transcripción in vitro Este estudio

RNaseP_crARN TAATACGACTCACTATAGGtaat
ttctactaagtgtagatAATTACTTGGG
TGTGACCCT

molde de dsDNA para
generar el crARN

específico de ARNasa P
por transcripción in vitro

Broughton et al.
(2020)

kDNA_F1 TAGGGGCGTTCTGCG cebador forward ADNk Este estudio
kDNA_R CCACTATATTACACCAACCCC cebador reverse ADNk Este estudio

MPL1_F TACTCCCCGACATGCCTCTG cebador forward ADNk López et al.
(1993)

RNaseP_F ACTCAGCCATCCACATCC cebador forward ARNasa P Alcántara et al.
(2021)

RNaseP_R CACCCTCAATGCAGAGTC cebador reverse ARNasa P Curtis et al.
(2018)

Reporter_FQ Cy3/TTATT/BHQ2 sonda reportera ssDNA Este estudio

*en el caso de los moldes de dsDNA para generar los crARNs, la secuencia comprende (de izquierda
a derecha): secuencia del promotor T7 (en color rojo), secuencia scaffold del crARN (letras
minúsculas) y el ARN guía (en color azul).

Conjunto de cebadores para la amplificación del biomarcador ADNk y ARNasa P

Nombre Código Secuencia Producto esperado

ADNk-Par 1
kDNA_F1 TAGGGGCGTTCTGCG

116 pb
kDNA_R CCACTATATTACACCAACCCC

ADNk-Par 2
MPL1_F TACTCCCCGACATGCCTCTG

138 pb
kDNA_R CCACTATATTACACCAACCCC

ARNasa P
RNaseP_F ACTCAGCCATCCACATCC

175 pb
RNaseP_R CACCCTCAATGCAGAGTC



Anexo 3: Mix para amplificación por PCR

Reactivo Concentración
inicial

Concentración
final

Volumen por
rx (µL)

Volumen
para 15 rx
(µL)

Master Mix de
PCRDreamTaq
Green

2X 1X 12.5 187.5

Cebador forward 10 µM 0.2 µM 0.5 7.5
Cebador reverse 10 µM 0.2 µM 0.5 7.5
Agua grado PCR - - 6.5 97.5
Volumen final 20 300



Anexo 4: Condiciones de ciclado de la reacción de PCR de punto final

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Denaturación inicial 95°C 2 min 1

Denaturación 95°C 20 s
45Hibridación 61°C 30 s

Extensión 68°C 15 s
Extensión final 68°C 5 min 1



Anexo 5: Preparación del complejo CRISPR 10X

Reactivo Concentración
inicial

Concentración
final

Volumen por rx
(µL)

Volumen para 16
rx (µL)

Buffer 1X de la
enzima Cas12a sin
MgCl2

- - 8.888 142.22

Refolded crARN de
ADNk 3.65 µM 0.15 µM 0.411 6.58

Enzima Cas12a 2 µM 0.1 µM 0.5 8
Sonda reportera
Cy3/TTATT/BHQ2 100 µM 2 µM 0.2 3.2

Volumen final 160



Anexo 6: Parámetros configurados en el equipo lector de fluorescencia
Synergy

General
Tipo de placa Seleccionar la placa respectiva
Temperatura 25°C
Paso de cinética

Tiempo de corrida
Colectar la data de fluorescencia por 120 min y
analizar a los 20 min (ADNk), 10 min (ARNasa P)
según el biomarcador

Intervalo 1 min
Método de lectura Método de detección: intensidad de fluorescencia
Tipo de lectura Endpoint/Kinetic
Tipo de óptica Monocromadores
Excitación (nm) 520
Emisión (nm) 570
Gain 120
Read height 6.25 mm
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