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Resumen

La leishmaniosis canina (LC) es una enfermedad causada por hemoparasitos del género Leishmania. Los parésitos se
transmiten a través de vectores flebdtomos a los seres humanos y a otros mamiferos, generando cuadros tegumentarios y
viscerales. Varios estudios han demostrado la eficacia de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para el diagndstico
molecular de LC. El objetivo de este trabajo fue desarrollar un método de extraccion de ADN de Leishmania sp. para su
aplicacion en el diagndstico molecular de LC en muestras de sangre canina. Para ello, se comparé la eficiencia de la
resina Chelex 100 con la de un kit comercial y con el método tradicional de fenol-cloroformo, para extraer ADN de una
muestra de sangre de un perro infectado con L. infantum. En el caso de Chelex 100, se evaluaron diferentes protocolos
y se eligio el mas conveniente. Para analizar los resultados, se amplificd por PCR un segmento de nucledtidos especifico
para Leishmania sp. en diluciones seriadas del ADN obtenido, y se registrd la maxima dilucion para la que se obtuvo una
banda de amplificacion. Los tres métodos mostraron una sensibilidad similar, hallandose deteccion hasta una dilucion de
3x 10 de la muestra original. Cuando la muestra de ADN extraida por Chelex 100 fue congelada a -20 °C durante 30y 60
dias, se observo que no hubo diferencias en la sensibilidad de la deteccion luego de estos periodos de almacenamiento.
Comparado con el kit comercial, el método de Chelex 100 es 10 veces mas econdmicoy el doble de rapido. Estos resultados
nos permiten concluir que el método de Chelex 100 constituye una herramienta rapida, sencilla, sensible y econémica para
la extraccion de ADN de Leishmania sp. Es importante destacar que la obtencion de muestras de sangre para la deteccion
de LC constituye una técnica menos invasiva que el muestreo de médula dsea utilizado rutinariamente para este fin. En
conclusion, al facilitar significativamente el diagndstico de LC, nuestro trabajo tiene el potencial de mejorar la vigilancia
epidemioldgica y el manejo de esta enfermedad.
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Abstract

Canine leishmaniasis (CL) is a disease caused by hemoparasites of the genus Leishmania. The parasites are transmitted
through sand fly vectors to humans and other mammals, generating tegumentary and visceral clinical cases. Several
studies have shown the efficacy of polymerase chain reaction (PCR) for the diagnosis of CL. The objective of this work
was to develop a method for Leishmania sp. DNA extraction for its application to the molecular diagnosis of CL in canine
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blood samples. To this end, Chelex 100 resin efficiency was compared to that of a commercial kit and the traditional
phenol-chloroform method in its ability to extract DNA from a blood sample of a L. infantum-infected dog. In the case of
Chelex 100, different protocols were evaluated and the most convenient was chosen. To analyze the results, a Leishmania
sp.-specific nucleotide segment was amplified by PCR in serial dilutions of the extracted DNA, and the maximal dilution
that yielded an amplification band was registered. The three methods showed a similar sensitivity, with detection until
a dilution of the original sample of 3 x 10*. When the DNA sample extracted by Chelex 100 was frozen at -20°C for 30
and 60 days, no differences in the sensitivity of detection were observed after these storage periods. Compared to the
commercial kit, Chelex 100 is 10 times cheaper and twice as fast. These results allow us to conclude that the Chelex
100 method is a rapid, simple, sensitive and economic tool for Leishmania sp. DNA extraction. Importantly, blood sample
collection for the detection of CL is a lesser invasive technique than bone marrow sampling, which is routinely used to
this end. In conclusion, by significantly facilitating its diagnosis, our work has the potential to improve CL surveillance of

infection and disease management.

Keywords: Leishmania, canine leishmaniosis, DNA extraction, Chelex 100, blood

Introduccion

La leishmaniosis es una enfermedad zoondtica causada
por protozoos del género Leishmania (Trypanosomatidae),
parasitos intracelulares obligados del humano y otros
mamiferos, que son transmitidos por el flebdtomo hembra
“mosca de la arena”.

La enfermedad es endémica en 98 paises afectando a 12
millones de personas en el mundo, siendo predominante
en regiones tropicales y subtropicales (World Health
Organization, 2010). Segin datos de la OMS, actualmente
existen en el mundo 350 millones de personas en riesgo de
contraer la enfermedad, y 2 millones de casos nuevos por
ano (Medina & Lucero, 2014; MSAL, 2010).

La leishmaniosis se manifiesta de forma tegumentaria
y visceral. La leishmaniosis tegumentaria (LT) presenta
como sintomas lesiones deformantes o ulcerantes en piel
y/0o mucosas, no resultando letal. La leishmaniosis visceral
(LV) se caracteriza por desarrollar principalmente anemia
y hepatoesplenomegalia pudiendo ser letal. En América
Latina alcanza una tasa de mortalidad del 90% en los casos
de pacientes que no recibieron tratamiento y aun del 8% en
los pacientes con tratamiento (Gould et al., 2013).

En Argentina, el primer caso autdctono de LV en un humano
durante el aflo 2006 provocd la inmediata blsqueda del
parasito y del vector en la zona de Posadas, Misiones
(Salomon et al., 2008).

La leishmaniosis se presenta en diversos animales
domésticos, entre los cuales el perro es el mas afectado. En

Argentina, estudios previos han demostrado que L. infantum
y L. braziliensis son agentes causales de la leishmaniosis
canina (LC) (Barroso et al., 2015; Dantas-Torres, 2009),
siendo el perro doméstico el principal reservorio para la
leishmaniosis visceral.

Desde el punto de vista del diagnostico, las leishmaniosis
visceral humana y canina en Argentina son enfermedades
de denuncia obligatoria por Ley 15465 (Decreto Nacional
3640/1954), por lo cual, todo caso canino que presente una
prueba positiva por cualquier método, debera ser notificado
mediante una ficha individual inmediata (Ministerio de
Salud, 2013).

Seglin el Ministerio de Salud de la Nacion, los perros
infectados con o sin manifestaciones clinicas son el
principal reservorio de la LV para el humano, por lo cual
resulta de suma importancia una vigilancia de los casos de
leishmaniosis canina por laboratorio y su reporte obligatorio
(Ministerio de Salud, 2013). Al igual que para LV en
humanos, en Posadas, Misiones en el 2006, se diagnostico
el primer caso de LC en Argentina (Salomon et al., 2008).
Posteriormente se notificaron casos en otras provincias,
siendo la zona del Noreste Argentino la mas afectada (Nevot
etal., 2013).

En la practica veterinaria, los métodos disponibles para
el diagnostico de la leishmaniosis son: el diagndstico
parasitologico, el diagndstico seroldgico, el cultivo in vitro'y
el diagndstico molecular. EI diagndstico parasitoldgico, que
es el método estandar de oro para el diagndstico definitivo,
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consiste en la observacion directa mediante microscopia
de frotis de raspajes dérmicos, nodulos linfaticos, biopsia
del bazo y médula 6sea. Si no existe una lesion dérmica la
muestra es tomada de forma invasiva para el animal. La
sensibilidad de la microscopia para la LV oscila entre el 93-
99% para la aspiracion del bazo, 53-86% para la médula
0sea, y 53-65% para los aspirados ganglionares (Srividya
& Kulshrestha, 2012). EI diagndstico serologico consiste
en la deteccion de anticuerpos anti-Leishmania en suero
canino (p. ej.: tiras inmunocromatograficas-rk39), y una
desventaja del mismo es que puede tener una especificidad
baja debido a la presencia de reacciones cruzadas (Lemos
et al., 2008). El cultivo in vitro es una técnica especifica,
aunque es laboriosa y costosa (Mathis & Deplazes, 1995). El
diagndstico molecular es el mas sensible aunque es costoso
para el diagnostico veterinario. Se realiza a través de la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la
cual permite determinar la presencia del parésito mediante
la amplificacion de una region determinada del ADN de
Leishmania spp.

La PCR y sus variantes han sido ampliamente utilizadas
en el diagndstico de leishmaniosis en el mundo, tanto en
pacientes humanos como en caninos y vectores flebétomos
(Ashford et al., 1995; Berrahal et al., 1996; Cabrera et al.,
2002; Fisa et al., 2002; Quaresma et al., 2009; Reale et al.,
1999; Romero, 2008).

Esta técnica es aplicable a un espectro variado de
muestras, que incluyen sangre periférica, drenaje linfatico,
piel y médula d6sea (Manna et al., 2004). Esta (ltima
es la utilizada en la actualidad para la confirmacion del
diagnostico de leishmaniosis visceral (Mathis & Deplazes,
1995; Roura et al., 1999; Solano-Gallego et al., 2001). A
pesar de ser ensayos altamente sensibles, no se utilizan
para el diagndstico rutinario de la infeccion por Leishmania
spp., ya que requiere un paso previo de extraccion de ADN
en la mayorfa de los casos, equipamiento especializado y
materiales costosos.

Los métodos convencionales de extraccion de ADN para su
utilizacion en PCR consisten principalmente en la separacion
de 4cidos nucleicos mediante solventes organicos o en la
utilizacion de kits comerciales. Ambos métodos resultan
sensibles para su aplicacion en el diagndstico. Sin embargo,
la utilizacion de solventes organicos genera un riesgo para
el operario, y la aplicacion de kits comerciales provoca
un aumento del costo por muestra. La resina Chelex 100

representa una alternativa a los métodos convencionales
de extraccion de ADN(Singer-Sam et al., 1989). Esta resina
posee alta afinidad por los iones metalicos polivalentes, lo
cual protege el ADN durante la lisis térmica empleada para
separarlo de otros componentes celulares (Walsh et al.,
1991). Se ha empleado este método para obtener ADN de
Leishmania spp. de diversas fuentes tales como flebdtomos
infectados (Jorquera et al., 2005), cultivo in vitro (Ceccarelli
et al., 2014; Piarroux et al., 1994), raspajes dérmicos
(Minodier et al., 1997), médula 6sea y capa leucocitaria de
sangre (Reithinger et al., 2000). Sin embargo, en el caso
de esta (ltima, no se ha podido amplificar correctamente
mediante PCR el ADN obtenido con el método de Chelex 100.
En este trabajo, nos propusimos optimizar el método de
extraccion de ADN a partir de sangre entera canina utilizando
la resina Chelex 100 para su aplicacion en el diagndstico
de LC mediante PCR. De esta forma buscamos disminuir
el costo del diagndstico a partir de este tipo de muestras
cuya obtencion es mas sencilla y menos traumética para el
animal que la utilizacion de biopsias o aspirados.

Materiales y Métodos

Muestras: Se tomd una muestra de sangre y una de médula
0sea de un canino proveniente de la zona de Mercedes,
Corrientes, por intermedio de una colaboracion con la
EEA-INTA de dicha localidad. La muestra de sangre fue
extraida mediante venopuncion y fue recolectada en un tubo
Vacutainer™ (Beckton Dickinson) con citrato de sodio 3,8%
como anticoagulante. La muestra de médula dsea se obtuvo
mediante una puncién y el aspirado de la pendiltima costilla.
El diagndstico seroldgico se realizd previamente mediante
el kit Kalazar Detect™ Canine Rapid Test (INBIOS, USA),
dando un resultado positivo para Leishmania infantum. El
diagnostico parasitologico se llevd a cabo por observacion
en microscopio Optico de un frotis de médula dsea tefido
con Giemsa, donde se pudieron ver amastigotes.

Extraccion de ADN

Chelex 100: Partiendo de siete alicuotas de 40 ul cada una de
la muestra de sangre de un perro positivo para Leishmania
infantum mencionada mas arriba, se realizaron diferentes
protocolos de extraccion de ADN (Ch1-Ch7) (Tabla 1). Chl:
se agregaron 40 ul de proteinasa K (20 U/mg) (Qiagen) y
se incub durante 60 minutos a 56 °C, se agregaron 400 ul
de suspension de Chelex® 100 - BIORAD 5% y se incubd
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durante 15 minutos a 100° C. Ch2: se agregaron 40 ul de
proteinasa K (20 U/mg) y se incubd durante 60 minutos a
56 °C. Luego se agregaron 240 ul de suspension Chelex 100
20% y se incubd durante 10 minutos a 100 °C. Ch3: Se
agregaron 400 ul de la suspension de Chelex 100 al 5 %y
se incubd a 100 °C durante 15 minutos. Ch4: se agregaron
40 il de proteinasa K (20 U/mg) y se incubd por 60 minutos
a 56 °C. Luego se agregaron 400 ul de suspension de Chelex
100 al 5% y se incubd nuevamente por 60 minutos a 56 °C.
Chb: Se agregaron 400 ul de la suspension de Chelex 100 al 5
% Y se incubd por 60 minutos a 56 °C. Ch6: Se agregaron 40
ul de proteinasa K (20 U/mg) y se incubd durante 60 minutos
a 56 °C. Luego se incubd durante 10 minutos a 100 °C y se
le agregaron 400 ul de suspension de Chelex 100 al 5 %y
se realizd una segunda incubacion durante 60 minutos a 56
°C. Ch7: se le realizd el mismo tratamiento que a la alicuota
6, pero antes de almacenarla se realizd una precipitacion
con etanol absoluto (Biopack). Las muestras que tuvieron
agregado de proteinasa K fueron homogeneizadas durante
10 segundos luego del agregado de la enzima. Al cabo de
cada protocolo, las muestras fueron centrifugadas durante
10 minutos a 13.600 X g, se paso el sobrenadante a un
tubo limpio y se almacend a -20 °C.

Tabla 1: Protocolos de extraccion de ADN a partir de sangre
utilizando la resina Chelex 100. SC 20%: suspension de Chelex-100
20 %; SC 5%: suspension de Chelex-100 5%

CHELEX-100
Protocolo Chl Ch2 Ch3 Ch4 Chd Ch6 Ch7
SC 5% X - X X X X X
Proteinasak X X - X - X X
Incubacion X X - X X X
56 °C (60")
Incubacion X X X - - - -
100 °C (15")
Buffer de - SC - X X
Lisis 20%
Cent.13.600 X X X X X X X
Xg

Luego se eligid uno de los protocolos (teniendo en cuenta
la sencillez, economia, rapidez y sensibilidad) para realizar
una nueva extraccion a partir de 100 ul de sangre.

Fenol-Cloroformo: Se partid de 100 ! de sangre enteray se
llevo a cabo la extraccion de ADN seg(in el protocolo descripto
por Sambrook & Green (2012) con algunas modificaciones. Se
empled una mezcla de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
(25:24:1), el ADN fue precipitado con etanol absoluto,
centrifugado y lavado con etanol 70%, resuspendido en 50 ul
de H,0 milli-Q®, y almacenado a -20 °C.

Kit comercial: se utilizo el kit DNeasy® Blood & Tissue
(QIAGEN®) partiendo de 100 ! de sangre entera se realiz0
la extraccion de ADN de acuerdo con las instrucciones del
proveedor para muestras de sangre con células anucleadas,
siendo el volumen final de elucion de100 ul, y se almacend
a-20 °C. Se llevo a cabo otra extraccion partiendo de 40 ul
de médula dsea, obteniendo una elucidn final de 100 ul para
su utilizacidn como control positivo, y se almacend a -20 °C.

Amplificacion de ADN por PCR

La amplificacion del ADN extraido por cada método se llevd
a cabo segiin Rodgers et al.(1990). Los cebadores utilizados
en la PCR fueron: 13A (5'-GTGGGGGAGGGGCGTTCT-3) y
13B (5’-ATTTTACACCAACCCCCAGTT-3"), que amplifican un
fragmento de 116 pb correspondiente a la region constante
del minicirculo del kinetoplasto de Leishmania (Reale et
al., 1999). Brevemente, la reaccion de PCR se hizo en un
volumen final de 25 ul conteniendo Buffer (1x) Green GoTag
(Promega); 1,8 mM MgCl, (Fermentas); 0,2 mg/ml BSA
(seroalbmina bovina); 0,2 uM de dATP, dCTP dGTP y dTTP;
0,28 uM de cada cebador (13Ay 13B) y 0,025 U/ml de ADN
Tag polimerasa (GoTag, Promega), 1 ul de ADN obtenido por
los métodos antes descriptos. Para el control positivo se
utilizd 1 ul de ADN extraido mediante kit comercial a partir
de médula dsea, mientras que para el control negativo de
contaminacion se empled 1 ul de agua bidestilada en lugar
de templado.

Las muestras se amplificaron con 35 ciclos (1 min a 94 °C,
1 mina54°Cy 1 mina 72 °C) en un termociclador (lvema,
T18). Los resultados de la amplificacion fueron verificados por
electroforesis en gel de agarosa (1,8%) utilizando bromuro de
etidio como agente intercalante del ADN. Como marcador de
tamafio de ADN se utilizd GeneRuler®100bp DNA Ladder
(Promega) o GeneRuler®1KbPlus (Termo Scientific).

Comparacion de sensibilidad de Chelex 100 con métodos
convencionales

Tres alicuotas de 100 ul de la muestra de sangre
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canina positiva para Leishmania infantum mencionada
anteriormente fueron extraidas mediante los métodos de
kit comercial, fenol-cloroformo y Chelex 100 empleando
los protocolos antes mencionados. Se realizaron diluciones
seriadas (1 a 107) del ADN obtenido y se amplificaron por
PCR. Luego de analizar los productos de amplificacion
por electroforesis horizontal en gel de agarosa, se registro
la méaxima dilucion donde se observaron productos de
amplificacion en cada caso.

Estabilidad de muestras durante su almacenamiento
Una alicuota de ADN extraido mediante Chelex 100 se
almacend a -20 °C por periodos de 30y 60 dias. Luego de
cada periodo, fue descongelada a temperatura ambiente
y evaluada mediante amplificacion por PCR a partir de
diluciones seriadas, como se describid anteriormente.

Resultados

Eleccion de un protocolo de extraccion de ADN utilizando
la resina Chelex 100

Las muestras de ADN obtenidas a partir de sangre entera
canina mediante los siete protocolos de extraccion con
Chelex 100 descriptos en la Tabla 1, fueron utilizados como
templado para amplificar por PCR un segmento de 116
pb de Leishmania sp. En todos los casos, al igual que el
control positivo, se obtuvo una banda correspondiente a ese
tamafio cuando se analizaron los productos de amplificacion
por electroforesis horizontal (Fig.1). El protocolo Ch3 consta
tnicamente de una incubacion (100 °C por 15 min) y una
centrifugacion (13.600 x g por 10 min), por lo cual resultd
el mas sencillo y rapido de todos. Dado que los resultados
fueron similares en todos los protocolos, el Ch3 fue el
método de eleccion para los siguientes experimentos.
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Figura 1. Evaluacion de diferentes protocolos de extraccion de ADN
con Chelex-100. M: Marcador de peso molecular 1KbPlus, C-: control
negativo, Ch1-Ch7: diferentes protocolos aplicados, C+: control positivo.

Para comparar la sensibilidad de los métodos de extraccion

de ADN analizados, se utilizaron como templados para la
PCR, diluciones seriadas del ADN aislado por cada uno de
los tres métodos y se registrd la maxima dilucion en la que se
obtuvo una amplificacion positiva. Los resultados obtenidos
muestran amplificacion hasta una dilucion de 3 x 10 de la
muestra original en los tres casos (Fig. 2).

En cuanto a la estabilidad de la muestra extraida mediante
Chelex 100, almacenada a -20 °C y descongelada a los 30
y 60 dias, se observd que en ambos tiempos se conserva la
misma sensibilidad en la deteccion por PCR con respecto de
la deteccidn inicial.
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Figura 2. Amplificaciones de diluciones seriadas para los tres mé-
todos de extraccion. A=Extraccion con Chelex-100, B=Extraccion con
Fenol-Cloroformo y C=Extraccion con kit comercial. (MK= marcador
de ADN GeneRuler® 100bp; C - = Control negativo; C + = Control
positivo)

Discusion y Conclusiones

En Argentina, la leishmaniosis canina se encuentra en
expansion, y diversos estudios han demostrado que la
reemergencia de la enfermedad se encuentra asociada a
diversos factores de riesgo (Salomdn et al., 2004; Salomén
et al., 2015). Segin el Ministerio de Salud de la Nacidn,
la principal medida de control consiste en erradicar el
flebdtomo de los hogares para evitar la infeccion de los
caninos. Si bien los métodos utilizados actualmente para
interrumpir el ciclo vectorial son efectivos, la necesidad
de un control integrado de la enfermedad sigue vigente
(Otranto et al., 2010; Reithinger et al., 2004). La aplicacion
de un diagndstico sensible y rapido es fundamental para
minimizar los riesgos de transmision de la enfermedad.
Estudios previos demuestran que la sensibilidad del
diagndstico de leishmaniosis canina mediante PCR resulta
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superior a otras técnicas de rutina (Lemos et al., 2008;
Quinnell et al., 2013), y ha sido aplicado con éxito al
diagnostico de la misma (Barbiéri et al., 2006; Cruz et al.,
2010; Mohammadiha et al., 2013; Quaresma et al., 2009).
Se ha demostrado que utilizando el par de cebadores 13A'y
13B, que hibridizan con y amplifican una secuencia blanco
del genoma del kinetoplasto, la PCR tiene una sensibilidad
de 10 parasitos por mililitro (Lachaud et al,, 2002). Por
esta alta sensibilidad, este par de cebadores es ampliamente
utilizado para el diagndstico de LC (Reale et al., 1999). Se ha
demostrado también que el método de PCR con los cebadores
13Ay 13B es altamente especifico para Leishmania spp. y
no amplifica otros microorganismos co-infectantes (Reale
etal., 1999).

Nuestro principal objetivo fue establecer un protocolo
econdmico, rapido y sencillo para la extraccion de ADN
para ser utilizado en la deteccion por PCR de Leishmania
sp., utilizando una muestra de sangre periférica canina. La
obtencion de este tipo de muestra tiene la ventaja de ser
sencilla, facilmente repetible y menos invasiva y estresante
para el animal en comparacion con la médula dsea, la
piel 0 el muestreo de ganglios linfaticos. Esto repercute
en un mejor diagndstico, contribuye al bienestar animal y
mejora la predisposicion de los duefios de los caninos para
someterlos al test.

En nuestro trabajo, demostramos que el método de Chelex
100 resulta apto para la extraccion de ADN de L. infantum
a partir de muestras de sangre canina para su utilizacion
en PCR. En otro estudio se extrajo ADN con la resina Chelex
100 a partir de sangre canina (capa leucocitaria), pero no se
observd amplificacion por PCR (Reithinger et al., 2000). Esto
pudo deberse a la diferencia en el protocolo de extraccion
de ADN, a la muestra empleada o a la sensibilidad de los
cebadores utilizados. Nuestros resultados muestran que
se amplificaron todos los ADN extraidos por los diferentes
protocolos probados, pudiendo observar en un gel de agarosa
una (nica banda a la altura esperada (aproximadamente
120 pb), siendo las intensidades de las bandas mas fuertes
para los protocolos Ch3, 5, 6y 7. Los protocolos Ch 5, 6 y
7 incluyen una mayor cantidad de pasos en la extraccion
aumentando el tiempo y la cantidad de reactivos. El
protocolo Ch5 incluye un paso de incubacion de 60 minutos
a 56 °C, lo cual ademas de requerir mas tiempo que el
protocolo Ch3, necesita de un bafio termostatizado. En el
protocolo Ch6 se incluye el agregado de proteinasa K que es

una proteasa que libera el ADN nuclear al medio y degrada
proteinas. Sumado a lo anterior, en el protocolo Ch7, se
utiliza etanol para precipitar el ADN con el fin de concentrarlo
y purificarlo. Estos procedimientos si bien fueron efectivos,
aumentan costos y tiempo al procedimiento, y en este caso
no fueron necesarios para la amplificacion del ADN. Por
estos motivos, se eligid el protocolo Ch3, ya que resulta més
econdmico, sencillo y rapido, empleando un calentamiento a
100 °C'y un tiempo aproximado de 30 minutos en total. Esto
representa una ventaja significativa para su aplicacion en el
diagnéstico veterinario.

Realizamos una comparacion de la sensibilidad del ADN
extraido por el método Chelex 100 siguiendo el protocolo
Ch3, con otros métodos convencionales (kit comercial y
fenol-cloroformo), observando una sensibilidad similar para
los tres métodos. También se evalud la estabilidad del ADN
extraido por Chelex 100 al almacenarlo a -20 °C, durante 30y
60 dias. En ambos tiempos se observd la misma sensibilidad
que para el ADN sin almacenar. Estos resultados deberan,
en etapas posteriores, ser confirmados en muestras
conteniendo ndmeros conocidos de parasitos provenientes
de cultivos de distintas especies de Leishmania.

Por otra parte, es importante recalcar que la resina Chelex
100 tiene la ventaja de no generar residuos toxicos ni
efectos adversos para la salud del operario, como en el caso
de las técnicas que emplean solventes organicos. Ademas,
considerando valores actuales, el método de Chelex 100
resulta 10 veces mas econdmico que el método de kit
comercial, teniendo como costos por muestra 0,20 USD y
2,00 USD, respectivamente. Al mismo tiempo la extraccion
de ADN por el método Chelex 100 elegido es 2 veces mas
rapida que por el método de kit comercial.

En base a lo expuesto, y debido a las ventajas que presenta
el método, creemos que la extraccion de ADN a partir de
sangre entera utilizando la resina Chelex 100 contribuye
a mejorar el diagndstico de la leishmaniosis canina en
Argentina. En nuestro laboratorio se estd evaluando la
utilidad de este método en muestras de campo.
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