REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA. 2020;37(1):87-92.

Citar como: Sandoval-Juérez A,
Minaya-Gomez G, Rojas-Palomino
N, Caceres O. Identificacion de
especies de Leishmania en pacientes
derivados al Instituto Nacional de
Salud del Peru. Rev Peru Med Exp
Salud Publica. 2019;37(1):87-92.
Doi: https://doi.org/10.17843/
rpmesp.2020.371.4514

Correspondencia: Aide Sandoval
Juarez; Jr. Capac Yupanqui

1400, Jesus Maria, Lima, Peru;
aidesandoval5@gmail.com

Recibido: 03/05/2019
Aprobado: 15/12/2019
En linea: 23/03/2020

ORIGINAL BREVE

IDENTIFICACION DE ESPECIES DE Leishmania
EN PACIENTES DERIVADOS AL INSTITUTO
NACIONAL DE SALUD DEL PERU

Aidé Sandoval-Juarez
Omar Céaceres(» 234

! Laboratorio de Referencia Nacional de Leishmaniasis, Instituto Nacional de Salud, Lima, Pert.

? Laboratorio de Biotecnologia y Biologia Molecular, Instituto Nacional de Salud, Lima, Peru.

* Escuela de Medicina Humana, Facultad de Ciencias de la Vida, Universidad Cientifica del Sur, Lima, Peru.

¢ Bidloga, magister en Salud Publica; ® bidloga, master en Medicina Tropical y Salud Internacional; ¢ bidlogo; ¢ bilogo,
magister en Bioquimica y Biologia Molecular.

ta Gloria Minaya-Gomez (2'?, Nyshon Rojas-Palomino @ '¢,

RESUMEN

En el Pert, la leishmaniasis es una enfermedad metaxénica que representa un serio problema de salud ptblica,
debido a su amplia distribucion y al nimero de personas en riesgo de contraer la enfermedad, siendo la
poblacién vulnerable principalmente las personas de bajos recursos econdmicos. El estudio se realizo a
partir de pacientes que fueron derivados al Instituto Nacional de Salud entre el 2006 y el 2011 para que se
les realizara el diagnostico especializado. La identificacion de la especie de Leishmania infectante se
desarrollé mediante el analisis de las curvas de disociacion (HRMA) obtenidas a partir del ADN genémico
de promastigotes y amastigotes, lo que permiti6 identificar las especies de Leishmania (Viannia) braziliensis,
Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.) peruviana como las mas prevalentes, ademas de Leishmania
(V.) lainsoni y Leishmania (L.) amazonensis.

Palabras clave: Leishmaniasis Cutdnea; Minicirculos de ADN Cinetoplasto; Tipificacion Molecular;
Reaccion en Cadena en Tiempo Real de la Polimerasa; Peru (fuente DeCS BIREME).
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ABSTRACT

In Peru, leishmaniasis is a metaxenic disease that represents a serious public health problem, due to its wide
distribution and the number of people in danger of contracting the disease, being the vulnerable population
mainly those with low economic resources. The study was conducted from patients who were derived to
Peru’s National Institute of Health between 2006 and 2011 so that the specialized diagnosis could be carried
out. The identification of the species of infectious Leishmania was developed through the analysis of the
High-Resolution Melting Analysis obtained from the genomic DNA of promastigotes and amastigotes, which
allows to identify the species of Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.)
peruviana as more prevalent, in addition to Leishmania (V.) lainsoni and Leishmania (L.) amazonensis.

Keywords: Cutaneous Leishmaniasis; kDNA minicircles; Molecular Typing; Real-Time PCR; Peru
(source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad metaxénica desatendida. En los tltimos cinco afios, se ha
reportado en todo el mundo, aproximadamente, un millén de casos de leishmaniasis cutdnea,
con un estimado de 220 mil casos por ano y mas de 399 millones de personas en riesgo de
infeccién 2. En Peru, la leishmaniasis tegumentaria americana (LTA) es considerada un proble-
ma de salud publica por afectar predominantemente a la poblacion mas pobre, debido a su amplia
distribucion geografica @y la diversidad de especies circulantes. Las especies mds prevalentes son
Leishmania (Viannia) braziliensis y Leishmania (V.) guyanensis, principalmente en las regiones de
Madre de Dios, Ucayali y San Martin; Leishmania (V.) peruviana en Lima, Ancash, La Libertad y
Cajamarca; mientras que Leishmania (L.) amazonensis ha sido poco reportada, principalmente en
las regiones de Junin, Amazonas y Ucayali. Otras especies como Leishmania (V.) lainsoni, Leishmania
(V.) shawi, Leishmania (V.) panamensis, Leishmania (V.) colombiensis y la especie hibrida
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Leishmania braziliensis/peruviana han sido esporadicamente
reportadas 7).

Entre el 2000 y el 2018, el Ministerio de Salud (MINSA)
del Peru reportd 135 233 casos confirmados, con un prome-
dio de 7117 casos anuales, de los cuales aproximadamente el
94% (6685 casos) fueron cutdneos y el 6% (432) fueron de la
forma cutdneo-mucosa. Asimismo, en 2018 las regiones de
Madre de Dios y Cusco conglomeraron al 25% del total de
los casos reportados ©.

La identificacion de las especies de Leishmania se realiza
mediante el secuenciamiento de multiples locus (MLST),
electroforesis de isoenzimas (MLEE), anticuerpos monoclo-
nales, secuenciamiento de marcadores moleculares especi-
ficos ®? y por amplificacién de multiples marcadores en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) convencional %,
Por otro lado, el analisis de las curvas de disociacion o high
resolution melting analysis (HRMA) es un método molecular
posterior al PCR en tiempo real que permite, mediante el
andlisis de las curvas de disociacion del ADN, la identifi-
cacion molecular a nivel de especie 'V, de poblaciones, asi
como mutaciones puntuales (SNP) (2,

El Instituto Nacional de Salud (INS) es un organismo
publico ejecutor del MINSA adonde se refieren pacientes
con sospecha clinica de leishmaniasis, derivados principal-
mente de hospitales nacionales, Fuerzas Armadas y Sanidad
Policial procedentes de diferentes areas endémicas del Pert.
El INS realiza el diagndstico confirmatorio de la enferme-
dad. En casos cutaneos de reciente evolucion, el diagndstico
se logra principalmente mediante métodos parasitologicos,
como el examen microscopico directo o frotis, ampliamente
usado debido a su bajo costo, y el cultivo in vitro. Mientras
que para el diagnostico inmunoserolégico de la forma cuta-
nea cronica y mucosa de la enfermedad se usa la inmunofluo
rescencia indirecta (IFI) y la prueba intradermoreaccion de
Montenegro (IDRM). Por otro lado, a pesar de la eficiencia
de los métodos moleculares como el PCR para la deteccién
del parasito, su implementacién esta restringido a centros
especializados con equipamiento, infraestructura y presu-
puesto adecuado, ademas de personal especializado que ga-
rantice la continuidad del servicio.

El objetivo del presente estudio fue identificar las especies
de Leishmania infectante en pacientes derivados al INS en
el periodo 2006-2011, mediante el andlisis de las curvas de
disociacién del ADN.

EL ESTUDIO

El presente estudio fue de tipo observacional, descriptivo y
retrospectivo. La poblacion estuvo conformada por pacien-
tes con sospecha clinica de LTA acudieron al INS entre el
2006 al 2011, derivados de hospitales nacionales por presen-
tar lesiones cutdneas ulcerosas de bordes elevados, nodulares
o en placas o a nivel de mucosas, y que fueron confirmados
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Motivacion para realizar el estudio: Contribuir en la descrip-
cidn, actualizacién y distribucion geografica de las especies de
Leishmania en el Pert.

Principales hallazgos: La identificacién de L. (V.) braziliensis,
L. (V.) guyanensis, L. (V.) peruviana, como especies con
mayor prevalencia en el pais, ademds de Leishmania (V.)
lainsoni y L. (L.) amazonensis, este ultimo identificado en
una paciente procedente de Hudnuco, drea sin antecedente
de su circulacion.

Implicancias: El andlisis de las curvas de disociacion por
HRMA, permite la identificacion répida y oportuna de la es-
pecie de Leishmania infectante, importante para determinar
el prondstico de la enfermedad, asi como para el desarrollo
de estudios que permitan conocer las distintas especies de
Leishmania que circulan en el Pert.

por métodos parasitolégicos en el Laboratorio de Referencia
Nacional de Leishmaniasis del INS.

La identificacion de Leishmania se realizé a partir del
ADN gendmico extraido de amastigotes obtenidos mediante
raspado de la lesion cutdnea con lanceta estéril, conservados
en alcohol de 70° y de promastigotes a partir del cultivo in
vitro. Las muestras se obtuvieron como parte del desarro-
llo de la rutina diagnostica para la confirmacion del caso. La
extraccién del ADN se realiz6 empleando las recomendaciones
del kit comercial PureLink Genomic DNA (Invitrogen, Li-
fe-technologies). Las muestras de ADN fueron eluidas en
un volumen de 60 pl y conservadas en congelacion hasta su
posterior uso.

El estudio fue realizado mediante la amplificacién de una
region del ADN del kinetoplasto (kDNA) en un termocicla-
dor RotorGene Q (Qiagen), en un volumen de reaccion de
10 pl; se empled 2 ul (5 ng/ul) de ADN parasitario, 0,7 uM de
los cebadores Al: 5-CCG CCC CTA TTT TAC ACC AAC
CCC-3y A2: 5-GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA-3 Py
1X de la solucion HRM-PCR Master Mix (Kit Tipe-it HRM
PCR, Qiagen).

La identificaciéon de las especies de Leishmania se
desarrollé mediante el analisis de las curvas de disociacion
empleando cepas referenciales como muestras control, los
codigos OMS se detallan en el Anexo 1. La identificacion
por HRMA de una muestra problema se logré por compa-
racion del perfil obtenido frente a un control y expresado en
porcentaje de similitud o semejanza por el programa Rotor
Gene Q Series Software version 2.3.1.

Asimismo, con la finalidad de confirmar los hallazgos encon-
trados en la identificacion de Leishmania por HRMA, se deter-
mino6 la concordancia con 14 muestras seleccionadas aleatoria-
mente por secuenciamiento del gen citocromo B de Leishmania
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spp, segtin metodologfa descrita por Foulet et al. ® Los cebadores
empleados fueron Lei-CytB09: 5-TTATGGTGTAGGTTTTAG-
TYTAGGTT-3’ y Lei-CytB12: 5-TGCTAAAAAACCACTCA-
TAAATATACT-3. Las secuencias obtenidas fueron anali-
zados y comparados con la base de datos del GenBank (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).

Se determin¢ la frecuencia de las variables edad, sexo,
ocupacion, procedencia, tiempo de enfermedad, nimero de
lesiones, tipo de lesiones, localizaciéon y superficie total
comprometida de la lesion. Ademds, usando las variables del
lugar probable de infeccién (a nivel regional) y la especie de
Leishmania identificada, se elaboré un mapa de distribucién
con el sistema de informacién geografica Quantum GIS
version 3.8.

El estudio conté con la aprobacién del Comité de Etica
en Investigacion del INS. También se solicitd la autorizacion
de uso y analisis de las cepas al Laboratorio de Referencia
Nacional de Leishmaniasis.

RESULTADOS

Entre enero del 2006 a diciembre del 2011, 262 pacientes con
sospecha clinica de leishmaniasis fueron derivados al INS, sélo
101 pacientes cumplieron los criterios para el diagndstico pa-
rasitologico de la enfermedad, 69 (68,3%) de los cuales fueron

confirmados para LTA y 32 (31,7%) fueron negativos en el diag-
ndstico parasitologico e inmunoseroldgico, siendo descartados
para la enfermedad.

De los pacientes confirmados, mediante HRMA y por
comparacioén con las muestras control, se logro la identifi-
cacion de Leishmania en 45 pacientes; mientras que, en los 24
restantes no se logré determinar la especie de Leishmania
infectante, debido al valor de similitud encontrado frente a los
controles por debajo del valor de corte establecido

De las 45 muestras de los pacientes confirmados por
HRMA, el 40% se identific como Leishmania (V.) braziliensis,
el 28,9% como Leishmania (V.) guyanensis, el 17,8% como
Leishmania (V.) peruviana, el 6,7% como Leishmania (L.)
amazonensis, y el 6,7% como Leishmania (V.) lainsoni (Figura 1).

Para la identificacion de las especies, se asumi6 una simi-
litud 298% como valor de corte, a excepcion de las muestras
identificadas como Leishmania (V.) lainsoni cuyo valor de
corte fue 278%. Con este criterio se identifico la especie de
Leishmania infectante en un total de 45 pacientes, 42 de los
cuales presentaron una similitud >98% y los tres restantes
una similitud >78%.

De los 45 pacientes identificados, 43 (96%) presentaron
la forma cutanea, de los cuales 17 (38%) fueron causados por
Leishmania (V.) braziliensis procedentes de Amazonas, Caja-
marca, Cusco, Hudnuco, Loreto, Madre de Dios y San Martin;

et

Figura 1. Lesiones causadas por (A) Leishmania (V.) guyanensis, (B) Leishmania (V.) braziliensis, (C) Leishmania (L.) amazonensis, (D) Lei-

shmania (V.) lainsoni, y (E) Leishmania (V.) peruviana
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12 (27%) por Leishmania (V.) guyanensis procedentes de
Amazonas, Cusco, Hudnuco, La Libertad, Lima y San Mar-
tin 8 (18%) por Leishmania (V.) peruviana procedentes de
Amazonas, Ayacucho, Huanuco, Junin, Lambayeque y Lima;
3 (7%) por Leishmania (V.) lainsoni procedentes de las pro-
vincias de La Convencidn, Satipo y Huaura en las regiones
de Cusco, Junin y Lima, respectivamente; y 3 (7,0%) por
Leishmania (L.) amazonensis procedentes de las provincias
de La Mar y Huanta en la regién de Ayacucho y Churubam-
ba en Hudnuco (Anexo 2).

En esta dltima localidad se logré identificar la especie
descrita a partir de una paciente que tenia la forma cutdnea
diseminada. Por otro lado, el 4% estuvo conformado por dos
pacientes procedentes de las provincias de Puerto Inca y Hua-
nuco afectados por la forma cutdneo-mucosa, en quienes se
logroé identificar Leishmania (V.) braziliensis y Leishmania (V.)
guyanensis, respectivamente.

Asimismo, los resultados identificados por HRMA vy las
14 muestras secuenciadas aleatoriamente permitieron deter-
minar una concordancia del 100%.

Las caracteristicas clinico epidemioldgicas de los 45 pa-
cientes, en quienes se logro la identificacion de la especie de
Leishmania infectante se detalla en la Tabla 1.

DISCUSION

En la presente investigacion, se desarroll6 la identificacién
de Leishmania en 45 pacientes confirmados para LTA, me-
diante el andlisis de las curvas de disociacién del kDNA,
lograndose la identificacion de Leishmania (V.) braziliensis,
Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.) peruviana,
Leishmania (V.) lainsoni y Leishmania (L.) amazonensis,
especies reportadas en estudios previos 4.

Para la identificacion de las especies de Leishmania se
establecio un valor de corte relacionado con el grado de di-
vergencia genética, la estrecha relacion entre Leishmania (L.)
amazonensis y Leishmania (L.) mexicana en el subgénero
Leishmania y Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (V.)
peruviana, Leishmania (V.) guyanensis y Leishmania (V.)
panamensis en el subgénero Viannia, ha motivado la eleccion
del 298% de similitud como valor de corte, a diferencia del
>78% de similitud asumido para Leishmania (V.) lainsoni,
debido a que esta especie presenta caracteristicas particula-
res a nivel de KDNA, que difiere de las demads especies del
subgénero Viannia “>'*. En nuestro estudio, esta especie fue
identificada en muestras de tres pacientes procedentes de
Cusco, Junin y Lima, en esta tltima se logré la confirmacion
por secuenciamiento del gen citocromo B, mientras que las
muestras procedentes de Cusco y Junin fueron confirmadas
mediante andlisis de fragmentos de restriccion de longitud
polimoérfica (PCR-RFLP) "7, Por el contrario, las muestras de
pacientes que no alcanzaron el valor de corte no fueron consi-
deradas debido a que la identificacién podria no ser correcta.
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Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas y epidemioldgicas de ca-
sos confirmados de leishmaniasis, 2006-2011 (n=45)

Variables demograficas n (%)
Edad (afios)
0-4 5(11,1)
5-16 7 (15,6)
17-26 10 (22,2)
27-64 18 (40)
>65 5(11,1)
Sexo
Femenino 18 (40)
Masculino 27 (60)
Ocupacién
Agricultura 17 (37,8)
Mineria 1(2,2)
Estudiantes 8(17,8)
Policia y fuerzas militares 4(8,9)
Profesionales de la salud 2 (4,4)
Actividad intradomiciliaria (amas de casa, etc.) 8(17,8)
Otros * 5(11,1)
Procedencia
Andina 18 (40,0)
Selvética 27 (60,0)
Variables clinicas
Forma clinica
Cuténea ® 43 (95,6)
Cutdneo-mucosa 2(4,4)
Tiempo de la enfermedad (meses)
<1 5(11,1)
12 19 (42,2)
3-6 15 (33,3)
>6 6(13,3)
Nuamero de lesiones
1 31 (68.,9)
2 5(11,1)
3 0 més 9 (20,0)
Tipo de lesion
Ulcera 40 (88,9)
Ulcera y nédulos 2 (4,4)
Solo nédulos 3(6,7)
Lugar de la lesiéon
Cabeza © 16 (35,6)
Tronco ¢ 1(2,2)
Extremidades superiores o inferiores © 28 (62,2)
Superficie comprometida (mm)
<10 8(17.,8)
11-20 17 (37,8)
21-30 10 (22,2)
>30 10 (22,2)

* Comerciante, albail, ingeniero, profesor, empleado publico, obrero; ®incluye
un caso de Leishmaniasis cutdnea diseminada; © pierna, pantorrilla, pie, rodilla,
tobillo, muslo, mano, dedo, brazo, antebrazo, codo; ¢ pecho, espalda, cadera;
¢fosas nasales, labios, orejas, mejillas, frente, menton, cabeza, cuello
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Asimismo, de las 45 muestras identificadas, el 61% fue
aislado de pacientes de procedencia selvatica y el 39% de
procedencia andina, principalmente de la vertiente occidental
de los andes y valles interandinos, lo cual permiti6 determinar
a Leishmania (V.) braziliensis seguido por Leishmania (V.)
guyanensis 'y Leishmania (V.) peruviana como las especies
mas prevalentes, ampliamente reportadas en nuestro pais 9.
No obstante, la posicion ordinal de las mismas puede variar
dependiendo de la procedencia de la poblacidn, tal como se
evidencia en el estudio realizado por Lucas et al. en el cual, a
partir de una poblacidn selvética se determiné a Leishmania
(V.) braziliensis, seguido por Leishmania (V.) peruviana y
Leishmania (V.) guyanensis como las mas prevalentes.

Del mismo modo, estudios de Arévalo et al. y Kato et al.
en poblaciones predominantemente andinas, donde circula
principalmente Leishmania (V.) peruviana, determinaron a esta
especie como la més prevalente seguido por Leishmania (V.)
braziliensis y Leishmania (V.) guyanensis. Otras especies
reportadas en la vertiente occidental de los Andes y valles
interandinos fueron Leishmania (V.) braziliensis en Ancash
y Lima %, y Leishmania (V.) guyanensis en Lambayeque,
Lima® y La Libertad %.

Con respecto a la forma cutdneo-mucosa, a partir de
parasitos obtenidos de dos pacientes procedentes de Hudnuco,
se logrd identificar a Leishmania (V.) braziliensis y Leishmania
(V) guyanensis como las especies infectantes, ambas con reco-
nocida capacidad para desarrollar metastasis y evolucionar a
formas agresivas de la enfermedad ®**V. Para la forma clinica
cutaneo-mucosa se ha reportado una ocurrencia entre el 5%
al 20% del total de casos de leishmaniasis, dependiendo de la
region geografica @Y. En Per, se reporta aproximadamente el
6% de la forma cutdneo-mucosa del total de casos anuales ©.
Asimismo, se logré identificar a Leishmania (L.) amazonensis
como agente causal de leishmaniasis cutinea diseminada en una
paciente proveniente de Hudnuco, los casos de leishmaniasis con
esta forma clinica diseminada, son inusuales y generalmente son
comunicados como reportes de casos.

La concordancia de 100% obtenida entre el secuencia-
miento por método Sanger y el HRMA, nos permite afian-
zar la capacidad de este tltimo, y del KDNA empleado como
marcador en la identificacion de las especies de Leishmania
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consumo de tiempo y recursos econdmicos.

Las limitaciones del presente estudio estdn referidas al
periodo en que se tomaron las muestras (2006-2011), a la
desigual distribucion geografica de los pacientes, predomi-
nantemente de la region selva, a la falta de identificacion del
total de las muestras confirmadas debido a la baja carga
parasitaria lo que no permitié alcanzar el valor de corte
establecido para la identificacién por HRMA, a los altos
costos de la identificacion por secuenciamiento mediante el
método Sanger, por lo que no fue posible confirmar las 31
muestras restantes identificadas.

En conclusion, del analisis de las curvas de disociacion
del ADN o HRMA de 45 pacientes, se lograron identificar
las especies de Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.)
peruviana, Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (V.)
lainsoni y Leishmania (L.) amazonensis, circulantes en 13
regiones de Perti con transmisién autdctona de leishmaniasis.
Asimismo, reportamos por primera vez la circulacién de
Leishmania (V.) amazonensis en la regién Huanuco, identifi-
cada a partir de un caso con leishmaniasis cutanea diseminada.
La continuacion de estudios relacionados a la identificacion
de especies de Leishmania con un numero mayor de mues-
tras, permitira contar con un mejor conocimiento acerca de
la distribucion y dispersion de las especies de Leishmania
spp, considerando el desplazamiento del vector, las varia-
ciones climatoldgicas, migraciones, actividades extractivas,
entre otros factores.
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