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RESUMEN

En Bolivia, la leishmaniosis tegumentaria (LT) abarca siete de los nueve departamentos, siendo
uno de los paises que presenta un mayor numero de casos de leishmaniosis mucosa (LM) o
leishmaniosis mucocutanea (LMC). Debido a que existen enfermedades tropicales de otra
etiologia, que presentan una clinica similar, y a la toxicidad, elevado coste y escasa disponibilidad
de los farmacos utilizados en el tratamiento, es necesario la confirmacion de la enfermedad por
técnicas de laboratorio. El diagnostico de la leishmaniosis, se realiza por examen parasitoldgico
directo (EPD) y cultivo, siendo el primero el mas utilizados en laboratorios de baja complejidad
mientras que el cultivo se realiza en laboratorio de referencia. La caracterizacion de especies de
Leishmania en el pais se realiza en forma esporadica y solo con fines epidemioldgicos o de
investigacion y la técnica utilizada es la PCR-RFLP. Dicha caracterizacion permitiria realizar el
pronostico de la enfermedad, mejorar su seguimiento y actualizar la distribucién epidemiol6gica
de las cepas que circulan en Bolivia. El objetivo general del presente trabajo es optimizar el
diagnostico parasitologico de la LT y caracterizar la/s especie/s de Leishmania causante/s del
cuadro clinico en pacientes que asisten al Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Medicina
de la UMSS en Cochabamba, Bolivia. La caracterizacion se ha realizado mediante secuenciacion
del fragmento de 1245 pb del gen hsp70 y el MALDI-TOF MS, analizandose 55 cepas aisladas de
44 pacientes. Se identificaron 44 cepas del complejo L. braziliensis, 2 cepas de L. lainsoni, 1 cepa
de L. guyanensis y 8 cepas del complejo L. mexicana. La caracterizacion por secuanciacion del
complejo L. braziliensis revel6 la presencia de L. braziliensis “sensu stricto”, L. peruviana, una
tercera posible especie, L. braziliensis outlier, y 2 posibles hibridos de L. braziliensis/L. peruviana.
MALDI-TOF, ha caracterizado de forma correcta todas las cepas de Leishmania a nivel de género,
subgénero y complejo y el 81,8% a nivel de especie. Las cepas mal identificadas correspondieron
a 1 cepa de L. peruviana, identificada como L. braziliensis s.str., 2 hibridos L. braziliensis/L.
peruviana, identificadas como L. braziliensis, 2 L. mexicana, identificadas como L. amazonensis,
y 5 hibridos de L. mexicana/L. amazonensis identificadas como L. amazonensis (2) y L. garnhami
(3). Tan solo 1 de las cepas del complejo L. mexicana fue correctamente identificada como L.
amazonensis. Si se eliminan los hibridos, se incrementa el rendimiento del MALDI-TOF al 93,5%,
por lo que, debido a su rapidez en la obtencidn de resultados, su simplicidad, el menor coste para

la identificacion de aislamientos de Leishmania, una vez obtenido el cultivo, y su facilidad de
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integrarse a un laboratorio clinico, podria constituirse como una estrategia de caracterizacion de
especies de Leishmania en paises endémicos donde aun no se tienen implementada la
caracterizacion molecular. El complejo L. braziliensis ha presentado una gran diversidad genética
por secuenciacion, caracterizandose 9 genotipos diferentes de L. braziliensis outlier en 16 cepas
analizadas en relacién a L. braziliensis (6 genotipos en 24 cepas) y L. peruviana (1 genotipo en 1
cepa), caracteristica que la posiciona a mayor distancia genética de L. braziliensis y L. peruviana.
Es la primera vez que se aisla L. peruviana en Bolivia, en un paciente con LM y con falla
terapéutica (FT). También se ha aislado L. braziliensis s. str. de LM en 8 pacientes, 6 de éstos con
FT, y L. braziliensis outlier de 1 paciente, ninguno con FT. La evaluacion de las técnicas
parasitologicas (EPD, cultivo en TSTB, minicultivo y microcultivo en medio Schneider) utilizando
dos tipos de muestras (aspirado: 121 y raspado: 121), ha permitido demostrar que el raspado de
los bordes de la lesion es mas sensible (81%) que el aspirado (78%) para el diagnostico de LT,
independientemente de la técnica utilizada. El porcentaje de positividad en los cultivos, aumenta
con el tiempo de cultivo, independientemente del método utilizad hasta el dia 28, por lo que sugiere
que los cultivos deben mantenerse durante este tiempo. A pesar de observarse contaminacion
bacteriana, por levaduras y hongos filamentosos en un 18,32% de los cultivos, se observo
crecimiento de las leishmanias en un 17% de los medios contaminados. Si bien el EPD puede
seguir utilizandose en el diagndstico de la LT dada la simplicidad en su ejecucién, la seguridad
para el personal de laboratorio y el menor traumatismo para el paciente, se recomienda la
implementacion del cultivo en TSTBS en el diagndstico de la LT por su sensibilidad (98%), buena
correlacion con el estandar de diagnostico (k-Cohen 0,88) y coeficiente de fiabilidad satisfactorio
(a-Cronbach >0,91), siendo necesario capacitar al personal de los laboratorios de segundo y tercer

nivel en Bolivia para su implementacion.

ABSTRACT

In Bolivia, tegumentary leishmaniasis (TL) covers seven of the nine departments, being one of the
countries with the highest number of cases of mucosal leishmaniasis (ML) or mucocutaneous
leishmaniasis (MCL). Because there are tropical diseases of other etiologies, which present similar
symptoms, and due to the toxicity, high cost and limited availability of the drugs used in the

treatment, confirmation of the disease by laboratory techniques is necessary. The diagnosis of
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leishmaniasis is made by direct parasitological examination (DPE) and culture, the first being the
most used in low complexity laboratories while the culture is performed in a reference laboratory.
The characterization of Leishmania species in the country is carried out sporadically and only for
epidemiological or research purposes and the technique used is PCR-RFLP. Such characterization
would allow for the prognosis of the disease, improving its monitoring and updating the
epidemiological distribution of the strains circulating in Bolivia. The general objective of the
present work is to optimize the parasitological diagnosis of TL and characterize the Leishmania
species(s) causing the clinical picture in patients attending the Parasitology Laboratory of the
Faculty of Medicine of the UMSS in Cochabamba, Bolivia. The characterization was carried out
by sequencing the 1245 bp fragment of the hsp70 gene and MALDI-TOF MS, analyzing 55 strains
isolated from 44 patients. 44 strains of the L. braziliensis complex, 2 strains of L. lainsoni (2), 1
strain of L. guyanensis and 8 strains of the L. mexicana complex were identified. Characterization
by sequencing of the L. braziliensis complex revealed the presence of L. braziliensis “sensu
stricto”, L. peruviana, a third possible species, L. braziliensis outlier, and 2 possible hybrids of L.
braziliensis/L. peruviana. MALDI-TOF has correctly characterized all Leishmania strains at the
genus, subgenus and complex level and 81.8% at the species level. The misidentified strains
corresponded to 1 L. peruviana strain, identified as L. braziliensis s.str., 2 L. braziliensis/L.
peruviana, identified as L. braziliensis, 2 L. mexicana, identified as L. amazonensis, and 5 hybrids
of L. mexicana/L. amazonensis, identified as L. amazonensis (2) and L. garnhami (3). Only 1 of
the strains of the L. mexicana complex was correctly identified as L. amazonensis. If the hybrids
are eliminated, the performance of MALDI-TOF increases to 93.5%, therefore, due to its speed in
obtaining results, its simplicity, the lower cost for the identification of Leishmania isolates, once
the culture obtained, and its ease of integration into a clinical laboratory, could be constituted as a
strategy for characterization of Leishmania species in endemic countries where molecular
characterization has not yet been implemented. The L. braziliensis complex has presented great
genetic diversity by sequencing, characterizing 9 different genotypes of L. braziliensis outlier in
16 strains analyzed in relation to L. braziliensis (6 genotypes in 24 strains) and L. peruviana (1
genotype in 1 strain), a characteristic that positions it at greater genetic distance from L.
braziliensis and L. peruviana. This is the first time that L. peruviana has been isolated in Bolivia,

in a patient with ML and therapeutic failure (TF). L. braziliensis s.str. has also been isolated of



RESUMEN/ABSTRACT/ RESUME

ML in 8 patients, 6 of them with TF, and L. braziliensis outlier in 1 patient, none of them with TF.
The evaluation of parasitological techniques (DPE, culture in TSTB, miniculture and microculture
in Schneider medium) using two types of samples (aspirate: 121 and scraping: 121), has allowed
us to demonstrate that scraping the edges of the lesion is more sensitive (81%) than aspirate (78%)
for the diagnosis of TL, regardless of the technique used. The percentage of positivity in cultures
increases with culture time, regardless of the method used until day 28, which suggests that
cultures should be maintained during this time. Despite bacterial contamination, yeasts and
filamentous fungi being observed in 18.32% of the cultures, leishmania growth was observed in
17% of the contaminated media. Although the DPE can continue to be used in the diagnosis of TL,
given the simplicity in its execution, the safety for laboratory personnel and the lesser trauma for
the patient, the implementation of culture in TSTBS is recommended in the diagnosis of TL by its
sensitivity (98%), good correlation with the diagnostic standard (k-Cohen 0.88) and satisfactory
reliability coefficient (a-Cronbach >0.91), making it necessary to train the personnel of the second

and third level laboratories in Bolivia for its implementation.

RESUME

En Bolivie, la leishmaniose tégumentaire (LT) couvre sept des neuf départements, étant I'un des
pays avec le plus grand nombre de cas de leishmaniose muqueuse (LM) ou de leishmaniose
cutanéo-mugqueuse (LCM). Etant donné qu'il existe des maladies tropicales d'autres étiologies, qui
présentent des symptémes similaires, et en raison de la toxicité, du codt élevé et de la disponibilité
limitée des médicaments utilisés pour le traitement, la confirmation de la maladie par des
techniques de laboratoire est nécessaire. Le diagnostic de la leishmaniose se fait par examen
parasitologique direct (EPD) et culture, le premier étant le plus utilisé dans les laboratoires de
faible complexité tandis que la culture est réalisée dans un laboratoire de référence. La
caractérisation des especes de Leishmania dans le pays est réalisée de maniéere sporadique et
uniquement a des fins épidémiologiques ou de recherche et la technique utilisée est la PCR-RFLP.
Une telle caractérisation permettrait d'établir le pronostic de la maladie, d'améliorer sa surveillance
et d'actualiser la répartition épidémiologique des souches circulant en Bolivie. L'objectif général
du présent travail est d'optimiser le diagnostic parasitologique de la LT et de caractériser la ou les

especes de Leishmania provoquant le tableau clinique chez les patients fréquentant le Laboratoire

5



RESUMEN/ABSTRACT/ RESUME

de Parasitologie de la Faculté de Médecine de 'UMSS de Cochabamba, Bolivie. La caractérisation
a eté réalisée par sequencage du fragment de 1245 pb du gene hsp70 et MALDI-TOF MS, en
analysant 55 souches isolées de 44 patients. 44 souches du complexe L. braziliensis, 2 souches de
L. lainsoni, 1 souche de L. guyanensis et 8 souches du complexe L. mexicana ont été identifiées.
La caractérisation par séquencage du complexe L. braziliensis a révélé la présence de L.
braziliensis "'sensu stricto », L. peruviana, une troisieme espece possible, L. braziliensis atypique
et 2 hybrides possibles de L. braziliensis/L. peruviana. MALDI-TOF MS a correctement
caractérisé toutes les souches de Leishmania au niveau du genre, du sous-genre et du complexe et
81,8 % au niveau de l'espéce. Les souches mal identifiées correspondaient a 1 souche de L.
peruviana, identifiée comme L. braziliensis s.str., 2 L. braziliensis/L. peruviana, identifiées
comme L. braziliensis, 2 L. mexicana, identifiées comme L. amazonensis, et 5 hybrides L.
mexicana/L. amazonensis identifiés comme L. amazonensis (2) et L. garnhami (3). Seule une des
souches du complexe L. mexicana a été correctement identifiée comme étant L. amazonensis. Si
les hybrides sont éliminés, la performance de MALDI-TOF augmente a 93,5%, donc, en raison de
sa rapidité d'obtention des résultats, de sa simplicité, du moindre colt pour I'identification des
isolats de Leishmania, une fois la culture obtenue, et de sa facilité d'intégration en laboratoire
clinique, pourrait constituer une stratégie de caractérisation des especes de Leishmania dans les
pays endémiques ou la caractérisation moléculaire n'a pas encore été mise en ceuvre. Le complexe
L. braziliensis a présenté une grande diversité génétique par séquencage, caractérisant 9 génotypes
différents de L. braziliensis atypique dans 16 souches analysées en relation avec L. braziliensis (6
génotypes dans 24 souches) et L. peruviana (1 génotype dans 1 souche), une caractéristique qui la
positionne a une plus grande distance génétique de L. braziliensis et L. peruviana. C'est la premiére
fois que L. peruviana est isolée en Bolivie, chez un patient atteint de LM et d'échec thérapeutique
(ET). L. braziliensis s.str. a également été isolée de LM chez 8 patients, dont 6 avec ET, et de L.
braziliensis atypique chez 1 patient, aucun d'entre eux avec ET. L'évaluation des techniques
parasitologiques (EPD, culture en TSTB, miniculture et microculture en milieu Schneider) utilisant
deux types d'échantillons (aspiration : 121 et grattage : 121), a permis de démontrer que le grattage
des bords de la Iésion est plus sensible (81%) que 1’aspiration (78%) pour le diagnostic de la LT,
quelle que soit la technique utilisée. Le pourcentage de positivité dans les cultures augmente avec

la durée de la culture, quelle que soit la méthode utilisée, jusqu'au jour 28, ce qui suggére que les
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cultures doivent étre maintenues pendant cette période. Malgré une contamination bactérienne, des
levures et des champignons filamenteux étant observes dans 18,32% des cultures, une croissance
des leishmanies a été observée dans 17% des milieux contaminés. Bien que I'EPD puisse continuer
a étre utilisé dans le diagnostic de la LT compte tenu de la simplicité de son exécution, de la
sécurité du personnel de laboratoire et du moindre traumatisme pour le patient, la mise en ceuvre
de la culture en TSTBS est recommandée dans le diagnostic de la LT par sa sensibilité (98%),
bonne corrélation avec la standard de diagnostic (k-Cohen 0,88) et le coefficient de fiabilité
satisfaisant (o.-Cronbach >0,91), rendant nécessaire la formation du personnel des laboratoires de

deuxieme et troisieme niveaux en Bolivie pour sa mise en ceuvre.
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I. INTRODUCCION

1.1 LAS LEISHMANIOSIS COMO ENFERMEDADES DESATENDIDAS

Las leishmaniosis constituyen una de las veinte enfermedades infecciosa desatendidas (Gyorkos
et al., 2023), que afectan, principalmente, a las personas mas pobres que no tienen mucho acceso
defictario a los servicios de salud (OPS/OMS, 2022a). El agente causal de las leishmaniosis, son
diferentes especies de protozoos del género Leishmania, que incluyen més de 20 especies capaces
de infectar a los seres humanos y a los animales (Akhoundi et al., 2016). La transmision se produce
a través de la picada de hembras de insectos dipteros flebotominos (OPS/OMS, 2019; World
Health Organization, 2022).

El ser humano infectado con Leishmania, puede presentar un conjunto de sindromes clinicos que
pueden comprometer la piel, las mucosas y las visceras (OPS/OMS, 2019). La enfermedad, esta
asociada a la malnutricion, la presencia de otras enfermedades concomitantes, los desplazamientos
de poblacién, las malas condiciones de vivienda y saneamiento ambiental, la debilidad del sistema
inmunitario, la falta de recursos y medidas de proteccién, asi como también a los cambios
ambientales, como la deforestacién, los sistemas de riego y la urbanizacion (Alvar et al., 2006;
Valero & Uriarte, 2020). A parte de las dificultades econdmicas, los desastres naturales, conflictos
armados y turismo son la causa de que poblaciones susceptibles migren a zonas endémicas, donde

la exposicidn a la infeccion puede dar lugar a epidemias (Reithinger et al., 2007).

En Latinoamérica constituye un problema de salud de gran magnitud, por el aumento del nimero
de casos y por el impacto socioeconémico y psicoldgico de la enfermedad (Sandoval & Minaya,
2011). Este problema radica en que la deteccion y el tratamiento de los pacientes depende del
médico y profesionales de la salud, por lo que las acciones de control de la enfermedad sdlo se
dirigen a los entornos biomedicos y raramente se observan acciones politico-sociales organizadas.
Por estos motivos, la enfermedad esta relacionada a bajos niveles de escolaridad en la poblacion,
con casos dispersos en una vasta extension geografica, agravandose por ser indebidamente

conocida como enfermedad que no lleva a la muerte (DNDi, 2017).

En el Nuevo Mundo (NM), el riesgo historico de la leishmaniosis cutanea (LC) aparece asociado

de manera positiva, en forma decreciente, con los conglomerados Amazénico, Andino y Sabana.
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La falta de terrenos agricolas en las zonas andinas de paises endémicos, ha provocado la migracién
de poblaciones no inmunes hacia explotaciones agricolas en las selvas de la cuenca amazonica o
cercanas a ella, donde la LC es endémica (Maia-Elkhoury et al., 2021; OMS, 2010)

En el Viejo Mundo (VM), en zonas pobres como en la India, a pesar de los avances en el
diagnostico, el tratamiento y la investigacion cientifica basica, la leishmaniosis continla arraigada
en la pobreza y sigue siendo desatendida, por un control inadecuado de los vectores, la falta de
vacuna y el acceso insuficiente para desarrollar nuevos medicamentos asequibles (Murray et al.,
2005). Por su parte, en Etiopia, si bien existe un programa para leishmaniosis visceral (LV), no
existe un programa nacional de LC que desarrolle tratamiento para esta patologia, debido que no

existe informacion cientifica suficiente para su control (DNDi, 2018).

1.1.1 FORMAS CLINICAS DE LAS LEISHMANIOSIS

Las leishmaniosis se caracterizan por un gran polimorfismo clinico, que dependiendo de la especie
de Leishmania involucrada y la respuesta inmune del hospedador, puede manifestarse como
formas clinicas cutaneas (LC) autolimitadas, hasta formas mas graves como la leishmaniosis
mucosa (LM) o mucocutéanea (LMC), y la LV (OPS/OMS, 2017). Las leishmaniosis que afectan a

la piel y mucosas, se conocen como leishmaniosis tegumentaria (L T).

La infeccidn se inicia con la picadura del flebotomino en el ser humano, produciendo luego una
macula de aproximadamente medio centimetro de didmetro, usualmente rodeada de un halo més
claro, que perdura de 1 a 2 dias. El periodo de incubacion varia entre 2 semanas y 2 meses
(OPS/OMS, 2019). Los individuos infectados por Leishmania pueden presentar un amplio

espectro de sintomas clinicos (polimorfismo clinico) (Bastien, 2011).

La respuesta Thl primaria, se traduce en el control de los parasitos intracelulares y bajos niveles
de parasitemia; en la respuesta Th2 la neutralizacién de anticuerpos es ineficaz contra el parasito
intracelular y se da una mayor carga parasitaria con diseminacion que conduce a una enfermedad
visceral 0 a la cutanea diseminada (LCD) (Mann et al., 2021). En América latina, la forma clinica
mas prevalente es la LC (92,6%) siendo mucho menor la de LMC (4,5%) (Goto & Lauletta
Lindoso, 2010; OPS/OMS, 2022b) . La LV se presenta con prevalencias mas bajas.
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1.1.1.1 Leishmaniosis cutanea

La LC constituye la forma mas compleja de diagnosticar, por la diversidad de lesiones cutaneas
que provoca. Las LC, clinicamente queden presentarse como lesiones cutaneas localizadas (LCL),
cutaneas difusas o diseminada (LCD), LM o LMC y LC post-kala- azar (Mokni, 2019).

Producida la infeccion, y después de un periodo prepatente, aparece un eritema en el lugar de la
picadura que da lugar a una papula y, posteriormente, a los tres meses de la infeccion, a una lesion
ulcerada, redondeada e indolora, que va aumentando progresivamente de tamafio (Murray et al.,
2005; OPS/OMS, 2019; Reithinger et al., 2007). Las Ulceras cutdneas pueden ser unicas o
multiples, lesiones satélites o linfangitis nodular (Aramayo et al., 2022; De Vries, et al., 2015). En
la LCL las lesiones pueden autocurarse, dejando una cicatriz cutanea de por vida que puede causar
un trauma en los individuos que la presentan (Reithinger et al., 2007).

La LCD, se caracteriza por multiples papulas y ndédulos no dolorosos, no ulcerosos y diseminados
semejante a la lepra lepromatosa, pudiendo cubrir todo el cuerpo (Burza, et al., 2018; Reithinger
et al., 2007). Las regiones mas afectadas son las orejas, la nariz, el labio superior, las mejillas,
piernas, manos Yy antebrazos y tobillos (Torres-Guerrero et al., 2017). También pueden presentarse
lesiones nodulares con linfangitis (Mokni, 2019). Es dificil de tratar y no se autocura (Reithinger
etal., 2007).

La LC post-kala- azar da lugar a lesiones cutaneas que suelen presentarse como pequefios nddulos

o ulceraciones.

1.1.1.2 Leishmaniosis mucosa y leishmaniosis mucocutanea

La LM, constituye otra de las importantes manifestaciones clinicas de la LT del NM, también
conocida como “espundia”. La diseminacion del parasito de las lesiones cutaneas a las mucosas
parece ser a través del sistema linfatico o los vasos sanguineos. La LMC comienza con inflamacion
y congestion nasal, seguida de ulceracion de la mucosa nasal y perforacion del tabique (Reithinger
et al., 2007). En algunos casos, causa una destruccion extensa de las cavidades oronasal y faringea
con lesiones desfigurantes (Bafiuls et al., 2007). Es muy dificil de tratar, se acompafia
frecuentemente de infecciones bacterianas secundarias permanentes y nunca cura

espontaneamente. La LM es potencialmente mortal, puede provocar desfiguracion permanente,
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por lo que debe de diagnosticarse y tratarse rapidamente (Burza et al., 2018). En ocasiones, la LM
se origina despues de que haya curado una LC, pero hay ocasiones en que se presentan de forma

concomitante dando lugar a una LMC (Reithinger et al., 2007).

Existen varios informes que indican que los casos de LM del VM son menos graves que los del
NM y que tienen una tasa mas baja de afectacion de la cavidad nasal (15% y 90%,
respectivamente), asi como un mejor pronostico después del tratamiento (82%) (Mathison &
Bradley, 2022).

1.1.1.3 Leishmaniosis visceral

La LV sistémica, que afecta a drganos internos como el higado, el bazo y médula dsea, es letal si
no se trata adecuadamente (De Vries et al., 2015). Afecta principalmente a los nifios menores de
cinco afios y puede estar asociada a la desnutricion, condiciones de inmunosupresién como VIH-
SIDA 'y a otras comorbilidades (OPS/OMS, 2019). La LV puede presentarse en forma subclinica,
oligosintomatica y sintomatica y pueden presentarse recaidas a los 6 - 12 meses después de
administrar un tratamiento aparentemente eficaz, o reactivacion tardia (Murray et al., 2005). Los
signos clinicos més frecuentes son la fiebre, palidez de las mucosas, debilidad, sudores nocturnos,
anorexia y pérdida de peso, y progresan durante semanas o0 meses. Se acompafia de
hepatoesplenomegalia y/o adenopatias, pérdida de peso progresiva, aumento del volumen
abdominal, anemia, leucopenia o trombocitopenia e hipergammaglobulinemia. Si no se trata puede
producir caquexia profunda, afectacion multisistémica, epistaxis y muerte (Bafuls et al., 2011;
Burza et al., 2018; Murray et al., 2005).

1.1.2 CICLO BIOLOGICO DE LAS LEISHMANIAS Y TIPOS DE CICLOS
EPIDEMIOLOGICOS DE LAS LEISHMANIOSIS

El ciclo bioldgico de Leishmania spp. es indirecto, transcurriendo entre un hospedador vertebrado,
normalmente un mamifero, y otro invertebrado (Dostalova & Volf, 2012) (Figura 1). Se inicia
cuando el hospedador invertebrado, una hembra infectada del insecto vector (flebotomo) se
alimenta de sangre humana u otro hospedador vertebrado y deposita las formas promastigotas

metaciclicas en la piel del hospedador vertebrado (Killick-Kendrick, 1990).
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El desarrollo en el vector se inicia cuando los flebotomos vuelven a picar a un hospedador
vertebrado. Los flebotomos insertan sus piezas bucales en forma de sierra en la piel y las agitan
para producir una pequefia herida en la que la sangre fluye desde los capilares superficiales y se
produce un dafio tisular, asociado con la creacion de la herida, lo que libera macréfagos de la piel
y/o amastigotes liberados en el charco de sangre y permite su posterior absorcion en el abdomen
de los flebotomos (Bates, 2007). Una vez en el intestino, y hasta alcanzar la diferenciacion de
promastigotes metaciclicos o infectivos (metaciclogénesis), los parasitos se suceden en una serie
de estadios que incluyen los promastigotes prociclicos, las formas promastigotes de nectomonadas,
leptomonadas y haptomonadas (Bates, 2007, 2018). Las primeras se desarrollan en el interior de
la membrana peritrofica del flebotomo, donde se multiplican por fision binaria, mientras que los
nectomonadas atraviesan la membrana peritrofica en la luz del intestino medio y se desplazan hacia
el intestino medio anterior. Alli, se transforman en leptomonadas, que se multiplican, y migran
hacia regiones mas anteriores de la valvula estomodeal y proboscis, donde se transforman en

estadios de promastigotes metaciclicos (Bates, 2007; Dostalova & Volf, 2012)
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Figura 1. Ciclo biologico de Leishmania spp. (tomado de OPS/OMS, 2019)

Los parasitos, en las diferentes etapas de desarrollo, deben sobrevivir a un ataque proteolitico
dentro de la ingesta sanguinea en el intestino medio de la hembra de flebotomo, escapar de la

membrana peritrofica, prevenir la excrecion con sangre digerida al inhibir el peristaltismo y
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adhiriéndose al epitelio del intestino medio o del intestino posterior, segun el tipo de Leishmania,
evitar la competencia de la microbiota intestinal y encontrar nutrientes para la morfogénesis y
migracion al intestino medio anterior antes de que se transmitan a un hospedador vertebrado en

una ingesta sanguinea posterior (Ready, 2013).

En los flebotomos infectados con promastigotes de Leishmania, el intestino medio anterior esta
bloqueado por un gel de origen parasito, el gel secretor de promastigotes y cuando éstos pican, las
leishmanias son regurgitadas con un reflujo de sangre ingerida o bien un nimero limitado de
promastigotes metaciclicos que estan en la probdscide se deposita en la piel del hospedador
vertebrado durante la alimentacion (Bates, 2018; Dostalova & Volf, 2012; Rogers et al., 2004). La
picadura provoca que se liberen substancias que inducen una rapida infiltracion de neutrofilos y

macrdfagos en la piel (Peters et al., 2008).

Cuando el parésito se deposita en la piel del hospedador, penetra y es fagocitado por células
mononucleares, como macrofagos epidérmicos, células de Langerhans y fibroblastos dando lugar
ala LCL (Mathison & Bradley, 2022; Teixeira et al., 2013). Los promastigotes, una vez dentro del
fagosoma de las células, se transforman por metaciclogénesis en formas amastigotes que se
multiplican por fisién binaria, estallando las células una vez repletas. Los amastigotes fagocitados
pueden diseminarse por la piel y circulacion sanguienas hasta alcanzar las mucosas (LM) o a través
de la sangre y los ganglios linfaticos, alcanzando las visceras (LV) (Lainson & Shaw, 1987;
Mathison & Bradley, 2022) (Figura 1).

Paralelamente a los cambios morfolégicos, se suceden cambios bioguimicos, donde se expresan
moléculas exclusivas en el promastigote infectivo o metaciclico como lipofosfoglicano (LPG) y la
glucoproteina GP63 que se expresan abundantemente en la superficie del promastigotes (sub
genero Leishmania), disminuyendo su expresion o estando ausentes en las formas amastigotes
(Muskus & Marin Villa, 2002).

La localizacion del parasito en piel, mucosas o visceras, y el desarrollo de la enfermedad clinica,
depende tanto de la virulencia del parasito (especie, cepas), como del hospedador y de factores
dependientes del vector, como pueden ser la dosis, la via de inoculacién o componentes de la saliva
(Reithinger et al., 2007). Algunos estudios han correlacionado la clinica a la existencia de especies
0 cepas con determinados tropismos (dermotropismo o viscerotropismo). Sin embargo, otros

estudios no consiguen identificar tal correlacion y subrayan el papel complementario del
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hospedador y otros factores en la presentacion clinica (Reithinger et al., 2007). La activacion
primaria de células T colaboradoras (Th1/Th2) es importante para el desarrollo y el curso posterior
de la infeccidn. La respuesta de tipo celular (Th1l) ejerce buen control de los parasitos, con bajos
niveles de parasitemia, lo que daria lugar a la aparicion de lesiones limitadas, cutaneas, y previene
el recrudecimiento de la infeccién cronica latente, mientras que la respuesta humoral (Th2)
probablemente previene la destruccion tisular extensa, hay una mayor carga parasitaria'y promueve
la infeccion intracelular (Mann et al., 2021; Mathison & Bradley, 2022; Reithinger et al., 2007).
La saliva de los flebotomos contiene numerosos péptidos salivales. Algunos de estos péptidos
ayudan a controlar las infecciones por Leishmania (inmunidad mediada por células de tipo Thl),

mientras que otras las exacerban (inmunidad mediada por células de tipo Th2) (Ready, 2013).

En las Américas, se han caracterizado tres ciclos principales de transmision: el selvético, el
domeéstico-rural y el doméstico-urbano (Figura 2). En el ciclo selvatico, la infeccion humana
ocurre cuando el hombre penetra en el bosque o la selva y es picado ahi por los vectores infectados.
En este caso, el hombre es un hospedador accidental, que no interviene de forma importante en el
ciclo de transmision, y los reservorios son los animales selvaticos. En los ciclos domeéstico-rural y
domestico-urbano los vectores Ilegan al peri-domicilio, ingresan a las viviendas y transmiten la
infeccion al nudcleo familiar, con mayor incidencia en los nifios. Algunas evidencias, aun no
confirmadas, sugieren que tanto el hombre como los animales de comportamiento sinantrépico y
los animales domésticos podrian participar como reservorios del ciclo rural-doméstico (Araujo
Carreira et al., 2014; OPS/OMS, 2019).

Transmission Cycles of Leishmanias

Figura 2. Tipos de ciclos epidemiologicos de las leishmaniosis (tomado de Araujo Carreira et
al., 2014)
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1.1.3 DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LAS LEISHMANIOSIS

La epidemiologia de la leishmaniosis depende de las caracteristicas de la especie del paréasito, de
las caracteristicas ecoldgicas de los lugares de transmision, exposicion actual y pasada de la
poblacion humana al parésito y del comportamiento humano, que es muy variable (OMS, 2010).

A nivel mundial, las leishmaniosis afectan a los cinco continentes y causan un problema de salud
en cuatro regiones ecoepidemioldgicas del mundo (las Américas, Africa Oriental, Africa del Norte
y Asia Occidental y Sudoriental) (Figura 3). Los Ultimos datos publicados, en 2021, de
leishmaniosis humana (Ruiz-Postigo et al., 2022), recogen que de los 200 paises y territorios que
informaron datos a la OMS, 99 (49%) fueron considerados paises endémicos y 6 habian notificados
previamente casos de leishmaniosis. De éstos 200 paises o territorios, 89 (45%) fueron
considerados endémicos para LC, 3 (2%) tenian casos de LC previamente notificados, 80 (40%)
fueron considerados como paises endémicos para LV, y 5 (3%) habian notificado previamente
casos de LV. Segun la clasificacién de la OMS, 71 de estos 200 paises o territorios (36%) eran
paises endémicos tanto para LC como para LV. Otras fuentes indican un mayor nimero de paises
afectados, 102, 89 para LC, 80 para LV y 71 para las dos formas clinicas (LC y LV) (OPS/OMS,
2019).

Se estima que cerca de 350 millones de personas viven en regiones de riesgo de adquirir la
infeccion. Se registran 1,3 millones de casos nuevos de leishmaniosis y de 20.000 a 30.000 muertes
cada afio. Segun la carga global de enfermedades infecciosas, las leishmaniosis en sus diferentes
formas clinicas son responsables de 2,35 millones de afios de vida perdidos ajustados por
discapacidad (AVAD) (OPS/OMS, 2019).
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Status of endemicity of cutaneous leishmaniasis (CL) worldwide, 2021
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Status of endemicity of visceral leishmaniasis (VL) worldwide, 2021

B)
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Figura 3. Distribucion geografica de la leishmaniosis (2021): A) LC, B) LV (tomado de WHO
(2023).

(A: https://www.who.int/images/default-source/maps/leishmaniosis_cl_2021d2cc44b7-4950-
41ec-975e-44897d3676b7.png?sfvrsn=19fff3ca_3.

B: https://www.who.int/images/default-source/maps/leishmaniosis vl 2021e2ccf4cc-dd58-471b-
876b-d011047d3fd6.png?sfvrsn=caadc6a5 3)

Se calcula que anualmente se producen en todo el mundo entre 50.000 y 90.000 nuevos casos de
LV, de los que solo se notifican a la OMS entre un 25% y un 45%. Esta puede desencadenar brotes
y resultar mortal. Se calcula que cada afio se dan en el mundo entre 600.000 y 1 millén de nuevos
casos de LC, pero solo 200.000 de ellos son notificados a la OMS. Alrededor del 95% de los casos
se producen en las Américas, la cuenca del Mediterraneo, Oriente Medio y Asia Central (OMS,
2023). De los casos declarados de LM, més del 90% se dan en el Estado Plurinacional de Bolivia,
Brasil, Etiopia y el Perd (OMS, 2023).
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1.1.3.1 La leishmaniosis en las Américas

En las Américas, se han registrado casos humanos de leishmaniosis desde el sur de los Estados
Unidos, hasta el norte de Argentina, con excepcion de Chile (OPS/OMS, 2019) (Tablas 1Ay 1B).
Los casos de LC son muy superiores a los de LV. Dada esta baja presencia de LV y que los estudios
llevados a cabo para la presente memoria de tesis doctoral se basan en la LC y LM, ampliaremos

a continuacion los datos sobre la LT.

La epidemiologia de la LC en la zona es compleja, con maltiples especies de Leishmania que
circulan en la misma éarea geografica, varios animales que actian como reservorios y de especies
de flebotomos vectores, y donde las manifestaciones clinicas son variables y con distinta respuesta
terapéutica (Burza et al., 2018). Los factores de riesgo que se asocian con la LC, y también la LV,
son el estatus socioecondmico asociado a la incidencia de enfermedades en poblaciones humanas
vulnerables de las regiones en desarrollo (aridas y tropicales), los factores ambientales y
climaticos, que muestran asociaciones significativas con la incidencia de LC, y, finalmente, la
proximidad a los remanentes de vegetacidn natural que incrementa el riesgo de enfermedades tanto
en el NM como en el VM, mientras que las condiciones climaticas favorables para la transmision
de enfermedades difieren entre las regiones (OMS, 2010; Valero & Uriarte, 2020).

El patron de transmision de la LC en las Américas es de predominancia selvética, cuando la
persona ingresa a realizar sus actividades laborales, por lo que el grupo etario mas afectado es
entre 40 a 50 afios (OPS/OMS, 2022b).
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Tabla 1A. Numero de casos de leishmaniosis cutanea en las Américas
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LEISHMANIOSIS CUTANEA 2021 2020 2019 2018 2017 2016 2015 2014 2013 2012 2011 2010 2009 2008 2007 2006 2005
Argentina 328 176 232 303 306 241 334 138 90 173 140 166 163 208 201 257 282
Belize 0 No data | No data | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos
Estado Plurinacional de Bolivia 2166 2059 2046 3127 2283 2222 2231 1683 2016 1767 1598 1440 1487 1650 3153 3152 2657
Brazil 14800 16056 15350 16167 17279 12468 19395 20418 18226 23547 21395 22397 21989 20123 21530 22397 26685
Colombia 6175 6124 5855 6316 7730 10941 7541 11586 9353 9757 9063 14818 15420 9595 13331 16241 18043
Costa Rica 563 528 601 1247 2224 1148 1171 2150 1950 1453 1376 1143 2025 818 1807 1870 1676
Dominican Republic No data | No data | No data | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos
Ecuador 1225 1025 1040 1237 1632 1197 1479 1175 873 1512 1385 1629 1735 1479 1185 1536 1925
El Salvador 50 38 38 48 44 13 20 29 16 21 17 4 0 31 36 46 24
Guatemala 836 1121 1167 1044 775 835 562 258 664 572 549 410 519 494 287 602 1243
Guyana 3 12 19 27 20 396 132 64 4 7 15 15 9 14 6 6 7
Honduras 1119 1467 1985 1636 1854 2671 2040 1936 2074 1927 1736 1362 1502 1759 855 1300 1574
Mexico 505 324 1014 576 841 444 479 418 970 567 342 456 387 284 443 431 861
Nicaragua 1251 3443 3321 3722 4343 5423 1925 1649 3035 1884 3146 3497 4047 5826 3719 2125 3521
Panama 1286 938 920 1142 1164 1198 930 1581 1762 1811 3221 3221 1866 2109 2199 3774 1649
Paraguay 53 54 51 84 92 134 122 124 162 177 184 262 251 92 535 457 591
Peru 5201 4178 5349 6057 6601 7271 5459 6231 6948 6969 11204 7612 6513 7650 10183 8248 8057
Surinam 139 42 130 114 113 241 241 390 382 594 No datos 291 138 159 161 116 231
Republica Bolivariana de Venezuela 1802 1597 2031 2592 2310 2057 2013 1661 1638 2104 1551 1952 2248 2392 2464 2553 2550

Datos extraidos de WHO, 2022a. (https://www.who.int/data/gho/data/indicators/indicator-details/GHO/number-of-cases-of-cutaneous-
leishmaniosis-reported (2022-10-31))

Tabla 1B. NUmero de casos de leishmaniosis visceral en las Américas

2021 2020 2019 2018 2017 2016 2015 2014 2013 2012 2011 2010 2009 2008 2007 2006 2005
Argentina 16 11 6 2 9 11 8 11 6 24 15 21 18 19 17 2 0
Estado Plurinacional de Bolivia 2 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 No datos | No datos | No datos | No datos | No datos
Brazil 1492 1954 2526 3460 4098 3123 3223 3453 3253 2770 3894 3716 3693 3852 3604 3651 3597
Colombia 7 8 7 15 29 37 21 31 13 9 11 34 54 33 54 44 66
Costa Rica No datos 0 0 0 0 0 0 0 0 No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos
El Salvador 1 0 0 3 2 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0
Guatemala 1 0 1 4 2 2 2 0 1 0 2 0 1 1 No datos | No datos | No datos
Honduras 0 0 3 8 8 7 6 2 3 0 7 7 3 3 4 9 7
Mexico 0 0 1 0 1 0 1 0 4 4 0 9 7 9 9 9 3
Nicaragua 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 4 1 1 1
Paraguay 55 26 22 19 34 64 92 118 107 76 114 144 82 54 70 66 21
Uruguay 0 2 0 1 0 0 0 0 0 No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos | No datos
Republica Bolivariana de Venezuela 30 6 23 43 40 33 37 9 7 9 15 15 15 18 17 41 58

Datos extraidos de WHO, 2022b. https://www.who.int/data/gho/data/indicators/indicator-details/GHO/number-of-cases-of-visceral-

leishmaniosis-reported (2022-10-31)
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Segun datos de la OPS, en los ultimos 20 afios (2001-2021) se hna registrado un promedio de
53.387 casos por afio de LT. En los afios 2017-2022, se ha implementado un Plan de accion para
fortalecer la vigilancia y control de las leishmaniosis en las Américas que ha llevado a una
disminucion del nimero de casos por afio, siendo de 39.705 en 2021. Sin embargo, esta
disminucion no es homogeénea y asi, en paises como Argentina, México, Panamay El Salvador, se
ha producido un incremento del 85%, el 60,5%, el 37,1% y el 28,2%, respectivamente, en el afio
2021 respecto al 2020. Esto ha estado posiblemente ocasionado por la interrupcion total o parcial
de actividades de vigilancia o asistencia médica, asi como a la escasez o falta de medicamento
como consecuencia de la pandemia de COVID-19 (OPS., 2021). Los paises con las mayores tasas
de incidencia por 100.000 habitantes fueron Suriname (200,3), Panama (42,8), el Estado
Plurinacional de Bolivia (35,8), Pert (35,4) y Guatemala (33,9) (Figura 4) (OPS/OMS, 2022b).

A pesar de la disminucion del nimero de casos en las Américas, en el 2021 se observo un aumento
del 4,4% en el nimero de unidades del segundo nivel administrativo (municipios, cantones,
provincias, distritos, etcétera) con registro de casos, asi como un aumento del 15% en la proporcion
de casos en las fronteras internacionales en relacion con el afio anterior. El nimero e incidencia de
casos por 100.000 habitantes de LT en el segundo nivel administrativo queda reflejado en las
Figuras4 Ay 4 B.

21



INTRODUCCION

B)

Figura 4. Namero de casos (A) e incidencia por 100.000 habitantes (B) de la LC en la Regién de
las Américas, 2021 (tomado de OPS/OMS, 2022b)

De los 37.786 casos registrados en 2021, el 92,6% (39.975) correspondiaa LC y el 4,5% (1687) a
LM. Los paises con el mayor nimero de casos de LM siguen siendo Brasil (756), Pert (419) y el
Estado Plurinacional de Bolivia (281), sumando el 86% de los casos de la Region de las Américas
(OPS/OMS, 2022b).

1.2 EL AGENTE ETIOLOGICO: LAS LEISHMANIAS

Como ya se ha comentado, las leishmanias presentan diversas formas evolutivas en su ciclo
bioldgico, los amastigotes en el hospedador vertebrado, intracelulares, y los promastigotes, libres
en el intestino del hospedador invertebrado, los flebotomos vectores. Ambas formas del parasito
se caracterizan, como en otros parésitos Kinetoplastidos, por poseer una Unica mitocondria
modificada conocida como cinetoplasto que contiene ADN extranuclear (ADNm) (Dawit et al.,
2013; Lainson & Shaw, 1987; OPS/OMS, 2019).
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Los amastigotes, son cuerpos pequefios, redondos u ovalados, que miden aproximadamente 3-5
um vy, cuando se observan al microscopio oOptico, presentan en el centro un ndcleo redondo u
ovalado y un cinetoplasto en forma de varilla. Al microscopio electronico, se observa el
plegamiento de la membrana superficial dando lugar a un "bolsillo flagelar" en el que el flagelo

no es funcional y no se extiende mas alla del cuerpo celular.

Los promastigotes, alargados, miden entre 8-15 um, presentan el nucleo y el cinetoplasto vy,
ademas, un flagelo libre anterior funcional que le permite la movilidad en el intestino de los
flebotomos (Figura 5) (Singh, 2006; Sunter & Gull, 2017).

5 ——
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Figura 5. Caracteristicas morfolégicas de Leishmania spp. a. morfologia caracteristicas de las
formas promastigotes tefiidas con Giemsa observadas por microscopia Optica. b. esquema de las
formas promastigotas. c. morfologia caracteristica de los amastigotes tefiidos con Giemsa
observados por microscopia 6ptica. d. esquema de formas promastigotes. (a: tomado de
OPS/OMS, 2019; by d: tomado de Teixeira et al., 2013; c: tomado de De Vries, et al., 2015).
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El ADN nuclear contiene ADN cromosomico y episomico y mide unos 32 Mbp, tiene pocas
secuencias repetidas y las especies de Leishmania del VM tienen 36 cromosomas, mientras que
las especies del NM contienen de 34 a 35 cromosomas. EI ADN del cinetoplasto (ADNKk)
representa del 10 al 20% del ADN celular total y estd compuesto por dos tipos de moléculas
circulares interconectadas en una red concatenada: maxicirculos y minicirculos. Los maxicirculos
tienen un tamafio de 20 kb de longitud, presentes en unas pocas decenas de copias (25-50
repeticiones), y son analogos al genoma mitocondrial de otros eucariotas, mientras que los
minicirculos tienen un tamafio aproximado de 800 pb de largo y estan presentes en varios miles de

copias (diez mil) en el genoma (Fotouhi-Ardakani et al., 2016; Kazemi, 2011; Kocher et al., 2018).

1.2.1 TAXONOMIA

La clasificacion taxondémica de las leishmanias ha sido realizada en base a criterios eco-biolégicos,
como la distribucion geografica, morfolégicos, el tropismo y las propiedades antigénicas de los
parasitos, las zonas del intestino en que se desarrolla el paréasito en el vector, el poder patdgeno en
animal de experimentacion, asi como la manifestacion clinica con que se presenta la leishmaniosis.
Mas tarde, se han utilizado criterios bioquimicos, moleculares y proteémicos (Akhoundi et al.,
2016; Bafiuls et al., 2007; Lainson & Shaw, 1987; Mauricio, 2018; Van der Auwera & Dujardin,
2015).

La estructura taxondémica del género Leishmania se organiza convencionalmente a nivel de género,
subgénero, complejo de especies, especies y subespecie (Akhoundi et al., 2017). La posicion

taxonomica del género Leishmania se indica en la Tabla 2.

Estudios realizados, sugieren la presencia de dos linajes filogenéticos importantes claramente
divergentes dentro de Leishmania, que se propone denominarlos "Secciones" por su analogia con
las Secciones dentro del género Trypanosoma. Una seccion denominada Euleishmania y la otra
seccion denominada Paraleishmania (Cupolillo et al., 2000). La primera engloba los subgéneros
Leishmania y Viannia, que incluyen la mayoria de especies que afectan a los seres humanos,
Mundinia, que también incluye especies parasitas de seres humanos, y Sauroleishmania, que
incluye parasitos de reptiles, aun cuando ultimamente se ha descrito su deteccion en humanos
(Figura 6) (Akhoundi et al., 2016; Pombi et al., 2020).
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Reino
Dominio
Reino
InfraReino
Filum
Clase
Subclase
Orden
Familia

Subfamilia
Género

Seccion

Subgénero

Seccidn

Protista
Eukaryota
Protozoa

Excavata
Euglenozoa
Kinetoplastea
Metakinetoplastina
Trypanosomatida
Trypanosomatidae

Leishmaniinae

Leishmania
Euleishmania
Leishmania
Viannia
Sauroleishmania
Mundinia

Paraleishmania

Haeckel, 1866

(Cavalier-Smith, 1998)

(Cavalier-Smith, 2002)

(Cavalier-Smith, 2003)

(Cavalier-Smith, 1981)

Honigberg, 1963 emend. Vickerman, 1976
Vickerman, 2004

(Kent, 1880)

(Doflein, 1901)

Maslov and Lukes 2012 emend Espinosa et
al. 2016

Ross, 1903

Cupolillo et al. 2000

Ross, 1903 sensu Saf'janova, 1982
Lainson and Shaw, 1987

Ranque, 1973

Shaw et al., 2016

Cupolillo et al. 2000

Tabla 2. Taxonomia del género Leishmania (tomado de Akhoundi et al., 2016; Espinosa et al.,

2018; Mauricio, 2018)

El subgénero Viannia se restringe al Neotrdpico y el subgénero Leishmania se encuentra tanto el

NM como en el VM. Se reconocen 53 especies y de éstas, 31 especies son parasitas de mamiferos

y 22 especies son patogenas para el ser humano (Akhoundi et al., 2016; OPS/OMS, 2023). En el

VM estan presentes 29 especies, en el NM estan presentes 20 especie, tres especies se distribuyen

tanto en el VM como en el NM ("L. siamensis", L. martiniquensis y L. infantum), ademas hay una

especie en Australia que afecta a los canguros ("'L. australiensis") (Akhoundi et al., 2016).
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Figura 6. Clasificacion taxonomica de las especies de Leishmania (*, **, +: especies en sinonimia,
Subrayado: Sin clasificacion final. Los nombres de Leishmania entre comillas son nombres no
oficiales sin descripciones formales. Las especies patdgenas humanas estan escritas en negrita. Las
especies del VM y NM estan resaltadas en azul y rojo, respectivamente. L. 'siamensis' y L.

martiniquensis también se han encontrado en el NM. (Tomado de Akhoundi et al., 2017).

Las especies y subespecies, agrupadas en complejos, estan bajo constante revision y debate con
descripciones recientes de nuevas especies cripticas (Ramirez et al., 2016) o inclusive la presencia

de cepas hibridas producto de su gran diversidad genética (Hamad et al., 2011).

El nimero de especies presentes en el NM es superior al de las especies que se localizan en el VM,
Ilegando a estar ocho especies presentes en un pais frente a cuatro en paises del VM (Figura 7)
(Akhoundi et al., 2017).
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Figura 7. Distribucion del namero de especies de Leishmania consideradas patogenas para el
ser humano (tomado de Akhoundi et al., 2017).

1.2.2 COMPLEJOS Y ESPECIES DE LEISHMANIA EN LAS AMERICAS

El area de distribucion de las leishmaniasis se ha subdividido en términos generales en el NM (las
Américas) y el VM (Africa, Asia, Europa) (Figura 5). Todas las especies del subgénero Viannia
se encuentran en el NM, mientras que las del subgénero Leishmania se distribuyen principalmente
en el VM, excepto el complejo L. mexicana, que se encuentran solo en el NM, y L. infantumy L.
major, que se encuentran tanto en el NM como en el VM (Cupolillo et al., 2000).

En Centro y Sudamérica se han detectado especies de los complejos Viannia y Leishmania, ademas
de otras especies con posicion taxonémica no definida (Tabla 3).
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Old and/ Clinical
or New Disease

World

Reservoir

Mammal Human Lizard Insect

Sandfly Vector (potential or Distribution

proven)

EULEISHMANIA LEISHMANIA (growth in
the midgut and foregut
of sandfly)

VIANNIA (growth in the
hindgut of sandfly)

L. mexicana
(syn. of L.
pifanoi)

L. amazonensis
(syn.of L.
garnhami)

L.venezuelensis

L. infantum
(syn.of L.
chagasi)

L. braziliensis

L. peruviana

L. guyanensis

L. panamensis

Nw

NwW

NwW

CL, DCL

CL, DCL,
MCL

CcL

OW,NW VL,CL

NwW

NW

NW

NW

NwW

CL, MCL

CL, MCL

CL, MCL

CL, MCL

CL

X X

X X

X X

X X

X X

X X

X X

United States of
America, Ecuador, Peru,
Venezuela

Lu. (D) anthophora, Lu. (Hel.)
ayacuchenisis*, Lu. (C.)
christophei, Lu. (V.)

e iana, Lu. (Lu.) iata,
Lu. (Lu.) diabolica, Lu. (N.)
flaviscutellata, Lu. (Lu.)
gomezi, Lu. (Lu.) longipalpis,
Lu. (Lu.) migonei, Lu. (N.)
olmeca olmeca*, Lu. (V.)
ovallesi*, Lu. (Psy.)
panamensis, Lu. (Ps.)
shannoni, Lu. (N.) ylephiletor
Lu. (Lu.) diabolica, Lu. (N.)
flaviscutellata*, Lu. (Lu.)
longipalpis*, Lu. (Lu.)
nuneztovari anglesi*, Lu. (N.)
olmeca novica*, Lu. (N.)
olmeca reducta*, Lu. (V.)

i, Lu. (N.) ylephiletor,
Lu. (V.) youngi
Lu. (Lu) lichyi, Lu. (N.) ol !

South America (Bolivia,
Brazil, Venezuela)

bicolor, Lu. (Ps.) i Vi 1
Lu. (V) spinicrassa

P. (Pa.) alexandri, Lu. (Lu.)
almerioi*, P. (La.) ariasi*, L.
(Lu.) atunesi, P. (Ad.)
balcanicus*, P. (Ad.) brevis, P.
(Ad.) chinensis*, Lu. (Lu.)
cruzi*, Lu. (Pf) evansi*, Lu.
(Lu.) forattenii, P. (Ad.)
halepensis, P. (La.)
kandelakii*, P. (Ad.) Kyreniae,
P. (La.) langeroni*, P.(La.)
longicuspis, P. (Ad.)
longiductus*, Lu. (Lu.)
longipalpis*, P. (La.) major s.I.
*, Lu. (Lu)) migonei, Lu. (N.)
olmeca olmeca, Lu. (V.)
ovallesi, P. (La.) perfiliewi s.l.*,
P. (La.) perniciosus*, Lu. (Lu.)
pseudolongipalpis, Lu. (Lu.)
sallesi, P. (Ad.) simici, P. (Ad.)
sichuanensis*, P. (La.)
smimovi*, P. (La.) tobbi*, P.
(Ad.) turanicus*, P. (La.) wui*

North Africa,

(Europe and North
Africa), Southeast
Europe, Middle East,
Central Asia, North,
Central and South
America (Brazil,
Venezuela, Bolivia,
Mexico)

Lu. (N.) anduzei, Lu. (Psy.)
ayrozai, Lu. (Ps.) carrerai*, Lu.
(V.Jcolumbiana, Lu. (Ps.)

, Lu. (Lu.) iat:
Lu. (Lu.)edwardsi, Lu. (Pi)
fischeri*, Lu. (Lu.) gomezi*,
Lu. (N.) intermedia, Lu. (Lu.)
lichyi, Lu. (Ps.) lanosmartinsi*,
Lu. (Lu.) longipalpis, Lu. (Lu.)
migonei*, Lu. (N.)neivai*, Lu.
(Lu.)nuneztovari anglesi*, Lu.
(V.) ovallesi*, Lu. (Psy.)
panamensis*, Lu. (Psy.)
paraensis, Lu. (V.)pescei, Lu.
(Lu.) pessoai, Lu. (V.)pia, Lu.
(X.) shawi*, Lu. (V)
spinicrassa*, Lu. (Psy.)
squamiventris, Lu. (Hel.)
tejadai, Lu. (Lu.) townsendi,
Lu. (Lu.) trinidadensis, Lu. (N.)
trapidoi, Lu. (N.) umbralitis, Lu.
(N.) whitmani*, Lu. (Ps.)
wellcomei*, Lu. (N.)
ylephiletor*, Lu. (Lu.) youngi,
Lu.(Psy.) yucumensis*

South America, Brazil,

Lu. (Hel.) ayacuchensis*, Lu. Peru, Bolivia
(Hel.) noguchii, Lu. (Hel.)
peruensis*, Lu. (Hel.) tejadai,
Lu. (V) verrucarum*

Lu. (N.) anduzei*, Lu. (Hel.)
ayacuchensis*, Lu. (N.)
flaviscutellata, Lu. (V.)
longiflocosa, Lu. (Psy.)
llanosmartinsi, Lu. (Lu.)
migonei, Lu. (V) ovallesi, Lu.
(N.) shawi*, Lu. (N.)
umbratilis*, Lu. (N.) whitmani*
Lu. (T) cruciata, Lu. (N.)
flaviscutellata, Lu. (Lu.)
gomezi*, Lu. (Hel.)
hartmanni*, Lu. (Mig.)
migonei, Lu. (V) ovallesi, Lu.
(Psy.) panamensis*, Lu. (Hel.)
sanguinaria, Lu. (V.)
spinicrassa, Lu. (N.) trapidoi*,
Lu. (N.) umbratilis, Lu. (N.)
ylephiletor, Lu. (N.) yuilli*
Lu. (N.) whitmani*

Bolivia, Brazil, French
Guiana, Suriname

Central and South
America, Brazil,
Panama, Venezuela,
Colombia

Brazil

Mediterranean countries

Western Amazon basin,

Bolivia, Peru Guatemala,

Northemn South America,
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\...

L. lainsoni NW CL X X Lu. (V.) nuneztovari anglesi*,
Lu. (N.) olmeca bicolor, Lu. (T.)
ubiquitalis*, Lu. (N.) whitmani
L. naiffi NW CL X X Lu. (Psy.) amazonensis, Lu.
(Ps.) ayrozai*, Lu. (Lu.)
gomezi, Lu. (Psy.) paraensis,
Lu. (Ps.) squamiventris®, Lu.

(N.) trapidoi
L. lindenbergi NW CL X X L. (Lu.) atunesi
UNCLEAR L. enrietti complex L. NW,0OW CL, VL X X Unknown
martiniquensis
“L. siamensis® OW,NW VL, CL X X S. (Ne.) gemmea
PARALEISHMANIA L. colombiensis NW CL, VL X X Lu. (Lu.) gomezi, Lu. (Hel.)
hartmanni*, Lu. (Psy.)
Panamensis

Tabla 3. Especies de Leishmania encontradas en el ser humano en el NM: forma clinica,
reservorios y vectores probados o sospechosos (adaptado de Akhoundi et al., 2016)

*: Vector probado, Ad.: Adlerius, C.: Coromyia, Eu.: Euphlebotomus, Hel.: Helcocyrtomyia, L.:
Leishmania, La.: Larroussius, Lu.: Lutzomyia, Mig.: Migonei, N.: Nyssomyia, Ne.:
Neophlebotomus, P.: Phlebotomus, Pa.: Paraphlebotomus, Pf.: Pifanomyia, Pi: Pintomyia, Ps.:
Psathyromyia, Psy.: Psychodopygus, Si.: Sintonius, Sy.: Synphlebotomus, T.: Tricholateralis,
V.: Verrucarum (en gris flebotomos del VM)

Dichas especies dan lugar a cuadros de LCL, LCD, LM y/o LV (Figura 8).

A estas especies, hay que afiadir a L. major, causante de LC en el VM, gue ha sido citada en
algunos paises de América del Sur, donde en un inicio se lanominé como “L. major-like” (Momen
et al., 1985; Viana de Almeida et al., 2021).
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CUTANEA CUTANEA DISEMINADA CUTANEA DIFUSA CUTANEA ATIPICA MUCOSA O MUCOCUTANEA
L. braziliensis
L. guyanensis

L. lainsoni

L. braziliensis L. amazonensis L infantum L. braziliensis
L. panamensis L. venezuelensis L. panamensis
L mexicana L guyanensis

L lindenbergi L pifanol
L peruviana

L. colombiensis

L Infantum
L. mexicana
L pifanol
L. venezuelensis
L. garnhami
L. amazonensis
L. panamensis
L. shawi

L naiffi

Figura 8. Cuadros clinicos de leishmaniosis tegumentaria en las Américas y especies
responsables (tomado de OPS-OMS, 2018).

Complejo Leishmania (Viannia) braziliensis

El complejo L. (V) braziliensis se compone de dos especies, L. braziliensis y L. peruviana que son
genéticamente similares (Fraga, et al., 2010). Algunos investigadores reportan a L. peruviana
como una variante de L. braziliensis (Grimaldi et al., 1989), mientras que otros las consideran dos
especies distintas (Arana et al., 1990; Chouicha et al., 1997; Valdivia et al., 2015; Van den Broeck
et al., 2020; Van der Auwera & Dujardin, 2015). Sin embargo, se sabe que L. braziliensis es el
predecesor de L. peruviana, que evolucion6 en adaptacion a los diferentes ecosistemas del Perd
(Dujardin et al., 1995), generandose incluso hibridos de L. braziliensis/L. peruviana, los cuales
son capaces de producir LM (Kato et al., 2019; Ministerio de Salud del Pert, 2021; Nolder et al.,
2007; Odiwuor et al., 2012).

Por otra parte, diversos estudios muestran un tercer grupo del complejo, que se diferencia
genéticamente de L. braziliensis y L. peruviana, denominado L. braziliensis outlier o atipico
(Odiwuor et al., 2012; Van der Auwera et al., 2013), que ha sido reportado en Per(, Panama y
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Bolivia (Fraga et al., 2013; Odiwuor et al., 2012). Incluso han sido reportados posibles hibridos de
L. braziliensis/L. braziliensis outlier (\VVan der Auwera & Dujardin, 2015).

L. braziliensis, es causante de LM, la més grave entre las presentaciones cutaneas, ya que con
mayor frecuencia es capaz de producir cuadros de LMC después de haberse curado la lesion inicial,
en relacion a L. peruviana (Montalvo et al., 2008; Van der Auwera & Dujardin, 2015). Aunque
esporadicamente, la presencia de L. peruviana puede dar lugar también a LM (Mann et al., 2021;
OPS/OMS, 2019; Reithinger et al., 2007).

Complejo Leishmania (Viannia) guyanensis

Las especies que conforman el complejo L. guyanensis son tres: L. guyanensis, L. panamensis y
L. shawi (Van der Auwera & Dujardin, 2015). L. guyanensis y L. panamensis forman subgrupos
monofiléticos y algunos estudios no indican una separacion clara de estas dos especies (Bafiuls &
Tibayrenc, 1999) al contrario de otros (Aranaet al., 1990; Fraga et al., 2010). También se cuestiona
la separacion de L. panamensis y L. shawi, existiendo la teoria de que pueden ser variantes locales
de L. guyanensis (\Van der Auwera & Dujardin, 2015), mientras que otros estudios abogan por la
validez de L. shawi como especie, que surgiria de un ancestro comdn compartido con L. guyanensis

y L. panamensis (Kaufer et al., 2019).

También se ha evidenciado la presencia de LCM producidas por L. panamensis y, mas raramente,
por L. guyanensis (OPS/OMS, 2019). También pueden presentarse lesiones nodulares con

linfangitis causadas frecuentemente por estas especies (Mokni, 2019).

Leishmania (Viannia) lainsoni y Leishmania (Viannia) naiffi

L. lainsoni presenta las caracteristicas biologicas (morfologia, crecimiento en medio de cultivo
axenico), bioquimicas (perfil de electroforesis enzimatica) y moleculares mas diferenciadas dentro
del subgénero L. (Viannia) (Fraga et al., 2010). L. naiffi, seria la segunda especie mas divergente
dentro de la especies del subgénero Viannia (Boité et al., 2012).

L. lainsoni y L. naiffi son las especies del género Leishmania menos estudiadas en el NM
(Ducharme et al., 2020).

L. lainsoni es causante de LC, presentandose como una Unica Ulcera en Brasil, Bolivia (zonas

subtropicales), Guayana francesa y Per( (zonas tropicales). Los vectores son Lu. ubiquitalis en
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Brasil y Pertd, y Lu. nuneztovari anglesi en Bolivia. En Brasil el reservorio es Agouti paca
(Akhoundi et al., 2016; OMS, 2010).

L. naiffi fue descrita a partir de un armadillo en Brasil. Los pocos casos descritos en la literatura
suelen asociar a L. naiffi con bajas tasas de virulencia en humanos (Fagundes-Silva et al., 2015).
Asi, se ha descrito que la enfermedad evoluciona con un curso clinico benigno, incluso con
curacion espontanea, y con buena respuesta al tratamiento (Naiff et al., 1988; van der Snoek et al.,
2009).

En los casos de LC causada por ambas especies, las lesiones son principalmente Glceradas en un
80% y nodulares en ciertas ocasiones, presentes en las areas descubiertas del cuerpo. L. lainsoni
parece ser responsable de mdultiples lesiones a diferencia de la infeccion por L. naiffi que suele
presentar lesiones Unicas con curso clinico, comprometiendo exclusivamente las extremidades
(Ducharme et al., 2020).

Leishmania (Viannia) lindenbergi

L. lindenbergi se ubica proxima a L. guyanensis (Boité et al., 2012). Esta especie ha sido aislada
principalmente de soldados en el norte de Brasil, causando LCL, donde se ha citado a Lutzomyia
(Nyssomyia) anntunesi como posible vector, por ser el mas abundante en la zona (Silveira et al.,
2002).

Complejo Leishmania (Leishmania)mexicana

El complejo L. mexicana comprende dos especies: L. mexicana y L. amazonensis, aunque segun
algunos estudios, L. mexicana seria la Unica especie reconocida (Fraga et al., 2010). Sin embargo,
segun estudios realizados por otros autores, se trata de dos especies validas dentro del complejo
(Tsukayama et al., 2009). Existen pocos estudios completos sobre la variabilidad genética y
geografica de este complejo (\VVan der Auwera & Dujardin, 2015).

L. mexicana fue descrita en México y es causante de LC, aungue en ocasiones también se ha
aislado de LCD y LM (Andrade-Narvaez et al., 2005). Los primeros casos descritos eran lesiones
ulceradas localizadas en el pabellon auricular, denominandose “Glcera de los chicleros” por cuanto
las personas afectadas trabajaban extrayendo chicle de arboles chicleros (\VVargas Martinez et al.,
2011). Las lesiones causadas por L. mexicana suelen curarse espontaneamente en 3 a 4 meses
(OMS, 2010).
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L. amazonensis se encuentra distribuida en Bolivia, Brasil, Colombia, Guyana Francesa y
Paraguay, siendo su principal vector Lutzomyia (Nyssomyia) flaviscutellata y también ha sido
aislada de Lu. nuneztovari in Bolivia (Akhoundi et al., 2016). Esta especie causa principalmente
LC en los humanos, aunque también se han descrito casos de LMC, asi como se han reportado
casos aislados de LV por L. amazonensis en Brasil (Lainson, 2010).

Ambas especies pueden dar lugar a cuadro de LCD, con presencia de multiples papulas y nédulos

no dolorosos, no ulcerosos y diseminados, semejante a la lepra lepromatosa (Burza et al., 2018).

Complejo Leishmania (Leishmania) donovani

Se han incluido cuatro especies en este complejo, L. donovani, L. archibaldi, L. infantum y L.
chagasi (Fraga et al., 2010). Sin embargo, hoy en dia se reconoce la sinonimia entre L. infantum y
L. chagasi (Akhoundi et al., 2016).

Existen dos hipdtesis acerca del origen de L. infantum. Algunos autores consideran que esta
confirmado que L. infantum ha sido recientemente importada al NM desde el suroeste de Europa
(Kuhls et al., 2013), mientras que otros sugieren que el antecesor del complejo L. donovani diverge
de otras especies monoxenas de Leishmania de insectos en América del Sur que, posteriormente,
llegaron a Asia Central y de ahi divergieron a L. infantum europea, L. donovani africana y L.
donovani India’keniana. L. infantum fue introducida posteriormente en América del Sur por
colonos europeos (Lukes et al., 2007).

L. infantum puede ocasionar tanto LV como LC. En el NM es el agente causal de la LV, que se
extiende desde el sur de los Estados Unidos hasta el norte de Argentina, donde se transmite entre
los animales silvestres por Lutzomyia longipalpis (OMS, 2010). Su prevalencia es alta en zorros
nativos Cerdocyon thous en Brasil y en la zariglieya (Didelphis marsupialis) en Colombia
(Lainson, 2010). Se ha encontrado en perros en todos los paises de América latina, excepto en

Chile, Uruguay, Surinam y Guyana (Dantas-Torres, 2009).

Excepcionalmente, se puede presentar una complicacion de la LV, la LC post-kala-azar,
provocando lesiones cutaneas que suelen presentarse como pequefios nddulos o ulceraciones y que
han sido citadas en Colombia, Costa Rica y El Salvador. La leishmaniosis cutanea por L. infantum
se observa principalmente en Centroamérica (Colombia, Costa Rica, El Salvador, Honduras y
Nicaragua), y las lesiones consisten en nddulos o placas localizados similares a las lesiones

causadas por las especies dermotropas del NM (OMS, 2010).
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Otros tripanosomatidos

Actualmente, existen otros tripanosomatidos presentes en las Américas relacionados con la
leishmaniosis humana entre las que se encuentran L. colombiensis, L. “siamensis” y L.
martiniquensis.(Espinosa et al., 2018).

L. “siamensis” se ha detectado en un paciente procedente de Guadalupe gque presentaba un cuadro
de LV (Polley et al., 2018) y en flebotomos de Ecuador (Quiroga et al., 2017).

L. colombiensis se ha encontrado en perros, en casos humanos de LV en Venezuela'y de LC en
Colombia y Panamé (Dantas-Torres, 2009; Delgado et al., 1993; Kreutzer et al., 1991).

L. martiniquensis ha sido aislada de LC en caballos en Brasil (Mendes et al., 2023).

1.3 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DE LAS LEISHAMANIOSIS

1.3.1 DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO

En la LT, el diagnostico se basa principalmente en la demostracion del parasito, en muestras
bioldgicas, por métodos parasitoldgicos, como el examen microscépico directo y/o el cultivo, asi
como pruebas moleculares (Aronson et al., 2017; De Vries et al., 2015). La sensibilidad de estos
métodos varia en funcion de la experiencia del analista, sitio de toma de muestra (Figura 9), método
de toma y procesamiento de la muestra, especies del parasito, tiempo de evolucién de la lesion y
uso de tratamientos previos (OPS/OMS, 2019).
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Figura 9. Toma de muestras para el diagnostico de las leishmaniosis en las Américas

(modificado de OPS/OMS, 2019).
Los métodos de cultivos son utilizados en el diagnostico de la leishmaniosis en los laboratorio de
salud que cuentan con infraestructura requerida, y su sensibilidad depende del medio de cultivo
utilizado, del tratamiento de las lesiones previo a la toma de muestras y la experiencia del personal
de laboratorio (Cuba Cuba, 2000). Su uso en la rutina de los servicios de salud es limitado, pero
es importante que dichos cultivos estén disponibles en laboratorios de referencia (OPS/OMS,
2019). Existen diferentes medios de cultivos para el diagndstico de las leishmaniosis, siendo los
mas utilizados el medio de cultivo bifasico Novy, Nicolle y McNeal (NNN) , con 15% de sangre
de conejo desfibrinada, y el medio liquido Schneider's Drosophila medium, suplementados con
10% de suero bovino fetal (Schuster & Sullivan, 2002). La sensibilidad de la técnica de cultivo es

variable, requiere de tiempo y es de mayor costo (Reithinger et al., 2007).

Recientemente, se han desarrollado las técnicas de microcultivo y minicultivo para el diagnéstico
de la LC, utilizandose diferentes medios de cultivo como el RPMI 1640 y Schneider
(Allahverdiyev et al., 2004; Boggild et al., 2007; De Vries & Schallig, 2022; Pagheh et al., 2014).
Estas técnicas son menos costosas al requerir de menos medio de cultivo; sin embargo, su

utilizacion no se ha extendido a los servicios de salud (Montalvo et al., 2012).
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1.3.2 ANALISIS HISTOPATOLOGICO

Es un método de gran importancia para el diagnostico diferencial de las lesiones cutaneas que se
manifiestan con presentaciones inusuales o que son causadas por otras etiologias, pero es una
prueba poco sensible, probablemente por la distorsion que sufren los amastigotes durante el
proceso de fijacion y tincion, y por la dificultad que implica reconocer los parasitos en cortes
histopatolégicos (OPS/OMS, 2019).

1.3.3 DIAGNOSTICO MOLECULAR

Las pruebas de laboratorio basadas en la deteccion de ADN parasitario son mas sensibles para el
diagndstico de las leishmaniosis y son especialmente recomendadas si las otras pruebas de
diagndstico no son capaces de diagnosticarla (Aronson et al., 2017). Ademas, permiten obtener
resultados con muestras menos invasivas (De Vries & Schallig, 2022). La PCR permite detectar el
ADN parasitario en una biopsia en cantidades minimas (fentogramos) hasta de un solo parasito,
pero, a pesar de ser mas sensible y especifica, estd restringido al tercer nivel de cuidados
hospitalarios, laboratorios de investigacion y centros de referencia (Montalvo et al., 2012). La
elevada sensibilidad hace que sea util en casos con baja carga parasitaria o en el monitoreo de la
terapia de pacientes (Reithinger et al., 2007). La PCR puede realizarse a partir de raspado, hisopado
aspirado o biopsia de la lesion (Goto & Lauletta Lindoso, 2010; Mann et al., 2021). Los productos
amplificados pueden ser visualizados en gel de agarosa por hibridacién con sondas especificas
(PCR convencional), o por deteccidn de fluorescencia (PCR en tiempo real o gPCR) (OPS/OMS,
2019). La gPCR permitiria monitorear la respuesta al tratamiento en pacientes con LC e incluso
podria utilizarse para predecir fallas en el tratamiento (De Vries & Schallig, 2022) (de Vries et al.,
2022).

Las dianas moleculares incluyen las secuencias ribosdmicas (gen 18S rRNA, ITS1 loci, ITS2 loci),
la proteina de choque térmico 70 (hsp70) y el ADNk (Mathison & Bradley, 2022). La prueba
gPCR, usando como blanco el ADNK, es muy sensible y precisa en la deteccion y cuantificacion
de Leishmania (Viannia) spp. en muestras de biopsia, por lo que constituiria una herramienta Util
en el diagnostico y seguimiento de LT en las Américas (Jara et al., 2013). Un inconveniente, es
gue no existen protocolos generales definidos y aceptados, ya que casi todos los laboratorios

aplican su propio método interno o técnica “in house” (Moreira et al., 2018).
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Recientemente, han sido desarrollados métodos de diagndstico molecular basados en la
amplificacion de acidos nucleicos en condiciones isotérmica, como la amplificacion isotérmica
mediada por bucle (LAMP) (Sanchez et al., 2014), amplificacién basada en secuencias de &cidos
nucleicos (NASBA) y la amplificacion de polimerasa recombinasa (RPA) (Nzelu et al., 2019), que
presentan mejores ventajas que la PCR convencional, al poder ser utilizadas en laboratorios de

baja infraestructura y en condiciones de campo (Takagi et al., 2009).

La LAMP, emplea una ADN polimerasa de Bacillus stearothermophilus (Bst), que tiene actividad
polimerasa y transcriptasa inversa, y un conjunto de cuatro cebadores que reconocen a seis
secuencias distintas del ADN diana, lo que las hace altamente especificas (Nzelu et al., 2019).
Presenta 100% de sensibilidad y 98% de especificidad cuando se utiliza la LAMP en el diagnostico

de infeccion por Leishmania (Puri et al., 2021).

1.3.4 DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO

En la leishmaniosis, el diagnostico indirecto o inmunoldgico se puede realizar por el método de
hipersensibilidad de tipo retardado anti-Leishmania (prueba de Montenegro o Leishmanina) y por
ensayos de deteccion de anticuerpos anti-Leishmania (Goto & Lauletta Lindoso, 2010).

1.3.5.1 Prueba de Montenegro o Leishmanina

La prueba cutanea de Montenegro (IDRM) es la prueba de hipersensibilidad retardada que evalla
la reaccion de la exposicion del paciente a antigenos homdlogos o heter6logos de promastigotes
de Leishmania (leishmanina). La leihmanina, se aplica generalmente en el antebrazo izquierdo del
paciente. Se utiliza principalmente como herramienta de apoyo en el diagndstico de las LC y en
estudios epidemiolégicos para evaluar si hubo contacto previo con el parasito (OPS/OMS, 2019),
sin embargo en el manual de procedimientos de la OPS del 2023, la IDRM ya no esta contemplada
como técnica de diagndstico de laboratorio (OPS/OMS, 2023). Aungue es una prueba muy sensible
y especifica, siendo positivo en mas del 90% de los casos de LC, no permite discriminar entre
infeccion previa o reciente (Reithinger et al., 2007). En la LCD la reaccion es siempre negativa
(OPS/OMS, 2019).
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1.3.4.2 Diagnostico serologico

Las pruebas seroldgicas, si bien son muy utilizadas en el diagnostico de la LV, no son muy Utiles
en los casos de LC, debido a su baja sensibilidad y a su especificidad variable, pero pueden ser
atiles en el diagnostico de LM y LMC cuando hay manifestaciones clinicas compatibles con la

definicion de caso sospechoso (Aronson et al., 2017).

1.4 IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE LAS ESPECIES DE LEISHMANIA

La identificacion de la especie de Leishmania es fundamental para un diagnéstico eficaz, un
tratamiento exitoso, el manejo de la enfermedad y el establecimiento de medidas de control
(Aronson et al., 2017; Kaufer et al., 2020; OMS, 2010; Schonian et al., 2011; Van der Auwera &
Dujardin, 2015). Para la identificacion de las especies de Leishmania, han sido aplicadas técnicas
bioguimicas, como la electroforesis de isoenzimas (MLEE) y el isoelectroenfoque; técnicas
moleculares, como la amplificacion aleatoria de ADN polimoérfico (RAPD), la técnica de PCR-
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (PCR-RFLP), PCR-secuenciacion, la
tipificacion multilocus de secuencias (MLST) o la tipificacion multilocus de microsatélites
(MLMT), y técnicas protedmicas como la espectrometria de masas conocida como
desorcion/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI-TOF) (Akhoundi et al., 2017; Arana et al.,
1990; Fernandez-Arévalo et al., 2020; Van der auwera et al., 2013; Van der Auwera et al., 2014).

1.4.1 IDENTIFICACION POR TECNICAS BIOQUIMICAS: ELECTROFORESIS DE
ISOENZIMAS (MLEE)

La técnica MLEE se basa en el analisis de proteinas enzimaticamente activas denominadas
isoenzimas (isozimas) que representan alelos (aloenzimas) que son codificadas en el mismo locus
(genenzima). En Leishmania, la genenzima suele generar una unica isoenzima (Rioux et al., 1990).
Las isoenzimas son producidas por maultiples genes y son importantes para los procesos
metabolicos en varios compartimentos celulares, por lo que, usando un conjunto definido de
isoenzimas, se puede establecer un "patrén de movilidad™" caracteristico especifico de especie o
cepa (Akhoundi et al., 2017). La identificacion por analisis isoenzimatico, se realiza con extractos

de proteinas a partir de cultivos puros de promastigotes. Las proteinas se separan en forma de
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electromorfos, previa electroforesis en gel de almidon, gel de poliacrilamida o acetato de celulosa
a bajos voltajes y tiempos de migracion prolongados. Se utilizan un namero variable de
isoenzimas, habitualmente entre 10 y 15, seleccionando primero un sistema de enzimas estables
(enzimas estructurales, que tienen baja sensibilidad a las presiones de seleccion) y, seguidamente,
otro para seleccionar sistemas polimorficos no redundantes vy, si fuera posible, que tenga una
relevancia filogenética (Maazoun et al., 1981; Rioux et al., 1990). Su eficiencia se basa en el
nimero de sistemas enzimaticos analizados y en su reproducibilidad en diferentes centros
(Aronson & Joya, 2019; OMS, 2010). Esta técnica es capaz de detectar hibridaciones en cepas de
Leishmania (Bafuls et al., 1997).

El andlisis electroforético de isoenzimas, fue desarrollada a fines de la década de los 1970 y, en el
campo del estudio de las leishmanias, el equipo del entonces denominado Laboratoire d’Ecologie
Médicale et Parasitologie de la Facultad de Medicina de la Universidad de Montpellier, establecid
el sistema de zimodema MON, asignando a cada perfil enzimatico de todas las cepas que muestran
exactamente los mismos perfiles para todos los sistemas enzimaticos estudiados un cédigo
numeérico (Akhoundi et al., 2016; A Bafiuls et al., 2007; Rioux et al., 1990). Este equipo desarrolld
uno de los estudios pioneros de la caracterizaciéon de Leishmania en el NM por MLEE (Thomaz-
Soccol et al., 1993).

La MLEE, es considerado la técnica de referencia, pese a ser laborioso y requerir parasitos
cultivados, tener un costo elevado, ser complejo y de dificil implementacion en los centros
convencionales (Akhoundi et al., 2017). Una de las ventajas del MLEE es que es la Unica técnica
que se ha evaluado para casi todas las especies de Leishmania identificadas dado que ha sido la

prueba de referencia durante mucho tiempo (VVan der Auwera & Dujardin, 2015).

1.4.2 IDENTIFICACION MOLECULAR

1.4.2.1 Técnicas de identificaciéon molecular

Las técnicas de identificacion molecular son rapidas y fiables, por lo que podrian sustituir a la
MLEE (OMS, 2010). Dado que la PCR permite una amplificacion especifica masiva del ADN de

Leishmania, tienen la ventaja de, “a priori”, poder ser aplicadas directamente a muestras
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bioldgicas, evitando el cultivo del parasito. La técnica utiliza una PCR genérica que amplifica
cualquier especie de Leishmania o una PCR especifica que amplifica una o varias especies,
complejos de especies 0 subgéneros (Van der Auwera & Dujardin, 2015). La identificacion y
diferenciacion de especies de Leishmania puede realizarse por diferentes protocolos técnicos y los
fragmentos de ADN amplificados de las muestras se examinan por electroforesis en busca de
diferencias de longitud, variacion del sitio de restriccion, cuando se utilizan enzimas de restriccion,
secuenciacion o analisis de curvas de fusion de alta resolucion (HRM). Su utilidad depende de la
variabilidad de los iniciadores o genes diana utilizados (Akhoundi et al., 2017).

Entre las técnicas utilizadas en la caracterizacion de las leishmanias estan:

La PCR multiplex, que se basa en la amplificacion simultanea de varios genes diana de ADN
diferentes, en varias reacciones de PCR separadas en un experimento, utilizando multiples pares
de cebadores dentro de una sola mezcla de PCR y produciendo amplicones de diferentes tamarios
de regiones de ADN especificos (Akhavan et al., 2010).

La PCR anidada, que es una variante de la anterior, que utiliza dos juegos de cebadores,
especificos de complejos o de especie, en dos corridas sucesivas. EI primer conjunto de cebadores
amplifica una region de ADN mas extensa que contiene el segmento diana. El segundo conjunto
de cebadores amplifica una region secundaria dentro del primer producto para amplificar la region
especifica. Esta técnica ha permitido identificar infecciones mixtas de hasta tres especies

simultdneamente en reservorios roedores (Jorquera et al., 2005).

La secuenciacion de productos de PCR se basa en la incorporacion selectiva de
desoxinulce6tidos que terminan la cadena. La identificacion basada en la PCR seguida de la
secuenciacion de un amplicon, es bastante facil de estandarizar y se obtienen secuencias de calidad.
La identificacion de especie puede determinarse detectando polimorfismos de un solo nucle6tido
(SNP) o comparando la secuencia obtenida con las secuencias de referencia, que puede
representarse en un dendrograma, (\VVan der Auwera & Dujardin, 2015). La rapidez en obtener
resultados va disminuyendo con el tiempo, lo que, junto la disminucidon del costo de la técnica hace
que sea ampliamente utilizada para la identificacion de especies de Leishmania y estudios
filogenéticos (Akhoundi et al., 2017; Cantacessi et al., 2015). La PCR seguida de la secuenciacion
del gen que codifica la proteina de choque térmico de 70 kDa (hsp70), ha permitido identificar

especies dentro de complejo L. donovani (Fernandez-Arévalo et al., 2020; Fraga et al., 2010); asi
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mismo la PCR seguida de la secuenciacion del gen hsp70, apoya la evolucion de L. peruviana de
L. braziliensis, por cambios del ecosistema costero andino, provocando la degradacion de la
especie al estado de subespecie de L. peruviana (Odiwuor et al., 2012). Por otra parte, permite
realizar estudios de polimorfismo dentro de diferentes complejos de Leishmania (\Van der Auwera
etal., 2013).

En la actualidad, la secuenciacion de segunda generacion (NGS), tiene la capacidad de secuenciar
a gran escala, con gran versatilidad, desde genomas completos hasta paneles reducidos de genes,
estudio de fusiones y perfiles de expresion génica por ARN (Jauk, 2019). La NGS, permite la
secuenciacion rapida de 100 o méas genes diana, incluyéndose, ademas de los genes constitutivos,
otros que tienen funciones bioldgicas importantes, como la virulencia, la resistencia a los
medicamentos, etc., que probablemente mejoren el conocimiento profundo de la historia natural,
la evolucion y la genética de la poblacion de Leishmania (Schonian et al., 2011).

EL RFLP, donde la diferenciacion de especies de Leishmania se basa en la visualizacion de
patrones de bandas que generan los productos de digestion con una o varias endonucleasas de
digestion que son puestos en evidencia en gel de agarosa. Dado que el RFLP es una técnica simple
que requiere una infraestructura de laboratorio minima, esta disponible en todos los laboratorios
donde se puede realizar la PCR (Van der Auwera & Dujardin, 2015). El tamafio y cantidad de
fragmentos depende de la cantidad y posicion de corte de la enzima que se utiliza en la secuencia
estudiada (Akhoundi et al., 2017); por ejemplo, con la endonucleasa de restriccién Haelll el patron
obtenido ha demostrado ser méas util para la diferenciacion entre Leishmania (Viannia) de
importancia médica (Schonian et al., 2003). Como la secuenciacion, la PCR-RFLP es capaz de
discriminar especies estrechamente relacionadas, sobre todo cuando se utilizan genes
constitutivos, por lo que puede ser aplicable en investigacién de brotes y estudios de la dispersion
de las cepas en sus diferentes ciclos de transmision; sin embargo, no estan normalizadas entre

laboratorios y los resultados no se correlacionan con MLEE (OMS, 2010).

La RAPD, basada en la amplificacion del ADN por PCR, usando solo un cebador corto definido
arbitrariamente, obteniéndose fragmentos de ADN de distinto tamafio en funcion de los lugares de
unién de los iniciadores (Akhoundi et al., 2017). Puede utilizarse sola o junto con otras técnicas
para la identificacion y caracterizacion de especies de Leishmania, especialmente de L. infantum
(Toledo et al., 2002). Es relativamente sencilla, rapida y no necesita informacion previa sobre la

secuencia (Schonian et al., 2011). Su uso estéa restringido por requerir ADN de Leishmania de alta
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pureza y la estandarizacion precisa de las condiciones de la PCR para garantizar la especificidad
(Akhoundi et al., 2017; Schonian et al., 2011). Solo pueden aplicarse a parasitos cultivados
axénicamente, ya que se basan en la amplificacion de fragmentos de ADN aleatorios, por lo que,
al trabajar con muestras, amplificarian principalmente el abundante ADN del hospedador y no

especifico de Leishmania (\VVan der Auwera & Dujardin, 2015).

El estudio de Polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP) es una técinica
que se basa en la amplificacion selectiva de fragmentos de restriccion de un digerido de ADN
gendmico por PCR (Vos et al., 1995). Los fragmentos amplificados se separan y visualizan en
geles de poliacrilamida, reportdndose como presencia/ausencia de polimorfismos, con lo cual se
ha demostrados su utilidad en la investigacion de variabilidad genética de especies de Leishmania
estrechamente relacionadas (Kumar et al., 2010). Con esta técnica se han identificado incluso
hibridos naturales de Leishmania aethiopica/Leishmania donovani (Odiwuor et al., 2011). Una
variante de esta técnica es la técnica cddigo de barras de longitud de fragmento fluorescente
(FFLB, Fluorescent fragment length analisis Barcoding), en la cual el analisis del tamafio de los

fragmentos por fluorescencia se realiza en un secuenciador automatico (Schonian et al., 2011).

El anélisis de alta resolucion de fusion (PCR-HRM) que suele ser una qPCR, es un método que
se basa en la medicion de la intensidad de fluorescencia del colorante de intercalacion de ADN en
el transcurso de la disociacion del ADN mono o bicatenario y es capaz de discriminar especies de
Leishmania del VM (Fayaz et al., 2021; Nasereddin & Jaffe, 2010) y NM (Hernandez et al., 2014).
Miden la tasa de disociacion de la doble cadena del ADN a cadena sencilla con incrementos de
temperatura y registrando los cambios en la fluorescencia correspondientes. La discriminacion de
especies de Leishmania se da en funcion de su composicion, longitud, contenido de GC vy
complementariedad de cadenas (Akhoundi et al., 2017; Villarreal et al., 2021). La gPCR permite
una identificacion rapida de Leishmania a nivel de complejo, mostrando ser una herramienta
molecular util para estudios epidemioldgicos y en diagnéstico clinico (Wortmann et al., 2005). Asi
mismo, permite la identificacion de especies de Leishmania a través del analisis de las curvas de
temperaturas de desnaturalizacion media de alta resolucion, utilizando diferentes genes como la
SSU rRNA (Mota et al., 2018).

La MLST, se basa en la comparacion de secuencias parciales, de siete 0 mas genes constitutivos,

y es un método altamente estandarizado (Gow et al., 2022). Desde el punto de vista filogenético
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es mas poderoso y podria reemplazar a MLEE en el futuro (Schonian et al., 2011). MLST puede
considerarse una version mejorada de MLEE, en la que cada enzima se evalia mediante el analisis
de su secuencia de codificacion, en lugar de basarse en una unica evaluacion de movilidad de gel.
De este modo, también se grafican las variaciones que no afectan a esta movilidad (\Van der
Auwera & Dujardin, 2015). En MLST, cuatro genes constitutivos glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PD), 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD), manosa fosfato isomerasa
(MPI) e isocitrato deshidrogenasa (ICD), son marcadores que han mostrado determinar las
relaciones intra e inter-especificas y han contribuido a la filogenia de L. (Viannia) (Boité et al.,
2012), e incluso han revelado distintos patrones entre cepas de L. (V) braziliensis (Marlow et al.,
2014).

La MLMT tiene la capacidad de discriminar a nivel intraespecie. Se amplifican varias regiones de
microsatélites en todo el genoma (VVan der Auwera & Dujardin, 2015). Los microsatélites son
regiones repetidas de di- o tri-nucleotidos cortos de 1-6 pb, que se repiten en tandem y que
presentan una variacion de longitud alélica que constituye un patron de huella digital y debido a
su gran homologia deben analizar entre 10 a 20 marcadores (Schonian et al., 2008). Los
marcadores son especificos de especie en Leishmania, por ello se debe usar diferentes conjuntos
de marcadores con diferentes especies. MLMT tiene el mayor potencial para su uso en muestras
clinicas sin necesidad de cultivo, porque es sensible y especifico y su mejor reproducibilidad, fue
considerado como candidato para convertirse en el estandar de oro para la distincion de cepas
(Schonian et al., 2011; Van der Auwera & Dujardin, 2015). MLMT se ha utilizado en la
investigacion de brotes de leishmaniosis visceral causados por el complejo L. donovani y es capaz
de identificar hibridos de L. braziliensis/L. peruviana; sin embargo, no es adecuado para inferir
filogenia (Marlow et al., 2014; Nolder et al., 2007). También ha sido utilizado para demostrar la
alta diversidad genética de L. panamensis (Ramirez et al., 2016).

1.4.2.2 Marcadores moleculares

Los metodos de caracterizacion deben de tener poder discriminatorio, ser versatiles, rentables y
con capacidad para detectar y cuantificar Leishmania spp., ademas de ser sensibles, especificos,
rapidos, precisos, accesibles, faciles de utilizar y aplicar en el campo, aspectos que estan

relacionados con la eleccién de dianas 0 marcadores moleculares (Akhoundi et al., 2017). Las
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dianas tienen caracteristica especifica de ser capaces de detectar género, complejo o0 especie y
pueden tener secuencias conservadas o variables entre las especies de Leishmania. La correcta
eleccion del blanco para el disefio de los cebadores influye en la sensibilidad y especificidad de la
técnica (Conter et al., 2019). Existen numerosos marcadores moleculares o dianas, incluidos
tanto en el ADN cromosomico como en el ADN no cromosomico, que han sido utilizadas para la

deteccidn y tipificacion, entre ellos que se encuentran los siguientes:

a) DNA cromosémico

Dentro del ADN cromosomico, esta el gen del rRNA, que esta localizado principalmente en el
cromosoma 27, generalmente como multiples copias de repeticiones de cabeza a cola en tandem
de aproximadamente 12,5 Kb. La unidad de transcripcién de ARN ribosomal, rRNA 18S es un
ARN estructural del SSU ribosomal, que por su alta conservacion de este gen y sus regiones

laterales son Utiles para reconstruccion de relaciones filogenéticas (Akhoundi et al., 2017).

Los espaciadores transcritos internos (ITS) son fragmentos de ADN de ADN espaciador no
codificante ubicados entre las unidades del ARNr. U. Las regiones ITS més variables son ideales
para la tipificacion de especies. La region ITS1, varia de 50 a 350 pb y se encuentra entre los genes
18S rRNA y 5.8S rRNA y la region ITS2 tiene una longitud de 50-650 pb y se encuentra entre los
genes 5.8S rRNA y LSU rRNA (Akhoundi et al., 2017; Schonian et al., 2003). ITS1 permite, por
su polimorfismo, la tipificacion de especies, como la diferenciacion de L. mexicana, L.
amazonensis, L. guyanensis y L. braziliensis entre las especies del NM (Cupolillo et al., 1995;
Mauricio et al., 2004; Schonian et al., 2003). La amplificacion de 1TS2 con cebadores de PCR
genéricos reveld diferencias entre Leishmania spp. del VM y del NM, pero también entre
complejos de especies y especies de subgéneros (Kuhls et al., 2005; Schonian et al., 2003). ITS1
e ITS2, resultaron ser marcadores utiles para el diagnostico e identificacion de especies del

subgénero Leishmania y Viania por secuenciacion (De Almeida et al., 2011; Cupolilloetal., 1995).

Region espaciadora intergénica (IGS), elemento gendmico que varia en tamafio, nimero y
secuencia entre las especies de Leishmania y que contiene un elemento repetido de 60-64 pb de
longitud de 16-275 copias, provocando variaciones de longitud de 4-12 Kbp (Orlando et al., 2002).
Esta menos conservado que los genes rRNA y, por lo tanto, es mas adecuado para cartografiar las

relaciones evolutivas entre especies de Leishmania estrechamente relacionadas.
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El Mini exon o SL RNA (Spliced leader RNA), gen de cinetoplastidos protistas que estan
presentes en 100-200 copias repetidas en tdndem en el genoma nuclear, ha sido utilizado en
estudios de filogenética de Leishmania (Akhoundi et al., 2017). Este marcador fue utilizado en un
solo ensayo multiplex, identificAndose, tres complejos simultaneamente (L. braziliensis, L.
mexicana y L. donovani) al generarse productos de diferentes tamafios para cada complejo, por lo
que serian utiles cuando se encuentran diferentes complejos de Leishmania en la misma area

geogréfica (Harris et al., 1998).

Los genes que codifican proteinas, se encuentran en diversos cromosomas y son utilizados como
marcadores para la identificacion y discriminacion de especies de Leishmania. La estructura de los

cromosomas difiere inter- e intra-especies (Akhoundi et al., 2017).

Los genes gp63, se expresan en promastigotes y amastigotes, y sus productos participan en la
adhesion del parésito a las células hospedadoras y la internalizacion en los macrofagos (Conter et
al., 2019). La gp63 estd muy conservada en el género Leishmania, y esta presente en varias copias
en diferentes especies, presentando elevada sensibilidad de deteccion lo que permite su aplicacién
directamente en muestras clinicas (Yao et al., 2003; Van der Auwera & Dujardin, 2015). El
gp63EXT (clase del gen gp63 extendido en extremo 3°) es un excelente marcador para la filogenia
y tipificacidn del complejo L. donovani (Mauricio et al., 2007). El locus del gen gp63 fue utilizado
también en la caracterizacion genética de especies del subgénero Viania, (L. braziliensis, L.
peruviana, L. guyanensisy L. lainsoni) que, mediante gp63-RFLP, pudo evidenciarse un extenso
polimorfismo y revel6 marcadores especificos para subgéneros, especies y poblaciones

geograficas, mostrando la plasticidad gendémica de los genes gp63 (Victoir et al., 1998).

Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa ( G6PD), fue utilizada con éxito para caracterizacion parcial
del gen g6pd por PCR para discriminar especies de Leishmania responsables de LT de los
subgéneros Leishmania y Viannia y distinguir la especie L. braziliensis de las otras especies de
este subgénero (Castilho,et al., 2003). Asi mismo, la g6épd forma parte del perfil de enzimas
utilizadas en MLEE y analisis MLST para la identificacion de especies de Leishmania (Boité et
al., 2012; Chouicha et al., 1997).

Manosa fosfato isomerasa (MPI), forma parte del perfil de enzimas utilizadas en MLEE y
analisis MLST (Akhoundi et al., 2017). Junto con el analisis de secuencias de la enzima isocitrato

deshidrogenasa, enzima malica, G6PD y fumarato hidratasa, demuestra la variabilidad genética
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del complejo L. donovani (L. donovani, L. infantum y L. archivaldi) e, incluso, ha sido capaz de
demostrar una fuerte correlacion del genotipo con el origen geogréafico (Zemanova et al., 2007).
Por MLEE, la MPI es capaz de discriminar en forma clara L. peruviana de L. braziliensis (Arana
et al., 1990). Por otro lado, el andlisis filogenético de cuatro genes internos (G6PD, 6-
fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD), MPI e isocitrato deshidrogenasa (ICD)) por MLSA, es
capaz de determinar las relaciones intra- e inter-especificas y al analisis de la filogenia de L.
(Viannia) (Boité et al., 2012).

Las proteinas de choque térmico o Heat-shock proteins (HSPs), tienen un papel importante en el
plegamiento de las proteinas, desde la sintesis inicial en los ribosomas hasta las etapas finales de
plegamiento y degradacion de otras proteinas (Hartl & Hayer-Hartl, 2002; Young et al., 2004). En
el genoma de Leishmania estan presentes 5 a 10 copias del gen, y se pueden dar diferencias
menores entre ellas en una cepa particular (\Van der Auwera & Dujardin, 2015). Los genes que
codifican las proteinas hsp70, fueron de los primeros en ser utilizados en la caracterizacion de
kinetoplastidos por ser altamente conservados y estar presentes en varias copias en tandem
(Folgueira et al., 2007). Han sido Utiles para estudios filogenéticos y taxonémicos de Leishmania
tanto en el NM como en el VM (Conter et al., 2019; Odiwuor et al., 2012; Van der Auwera &
Dujardin, 2015; Van der auwera et al., 2013) y han demostrado ser dianas adecuadas y sensibles
para la tipificacion de especies dentro de complejos del NM (Hoyos et al., 2022) a partir de cultivos

axénicos, como también a partir de tejidos (Garcia et al., 2004).

La Cysteine protease B (cpB) forma parte de la familia de cisteinas peptidasas expresadas por
cisteina peptidasa A, By C (cpa, cpb, cpc) (Akhoundi et al., 2017). En el genoma de Leishmania
estan presentes varias copias del gen dispuestas en una matriz en tandem; las copias no son todas
idénticas y se clasifican en varios subgrupos (\VVan der Auwera & Dujardin, 2015). El gen cpB ha
demostrado su utilidad como blanco en la caracterizacion de especies del complejo L. donovani
mediante PCR-RFLP en muestras de aspirado de médula 6sea y sangre venosa obtenidas de
pacientes con LV (Quispe Tintaya et al., 2004). Asi mismo, la secuenciacion de los productos
amplificados del gen cpB por PCR, ha permitido realizar el analisis filogenético del complejo L.
donovani (Chaouch et al., 2013).

b) ADN no cromosémico
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Todos los kinetoplastidos, incluyen ADNk que consta de varios miles de moléculas de ADN
unidas en una red concatenada. Los circulos de kDNA son de dos tipos, maxicirculos y
minicirculos (Van der Auwera & Dujardin, 2015). Los maxicirculo suelen oscilar entre 20 y 40
kb, segln la especie, y estan presentes en unas pocas docenas de copias idénticas por red. Los
minicirculos, presentes en varios miles de copias por red, suelen tener un tamafio casi idéntico (de
0,5 a 10 kb, segln la especie), pero su secuencia es heterogénea (Lukes et al., 2002). En
Leishmania y otros tripanosomatidos, el KDNA est4d compuesto por miles de minicirculos (95%
del KDNA) y unos pocos maxicirculo, catenados juntos en una red compleja. (Akhoundi et al.,
2017; Camacho et al., 2019). El maxicirculo es utilizado en analisis filogenéticos para especies
dentro de la familia de tripanosomatidos (Kaufer et al., 2019). L. braziliensis es la especie mas
divergente del género Leishmania en su genoma nuclear, pero el maxicirculo presenta una elevada
conservacion, lo que sugiere que el patron de edicion se conserva también en el subgénero Viannia,
indicando una elevada conservacion en la edicion de los transcritos mitocondriales a nivel de
género (Nocua et al., 2011). Por otro lado, los resultados del andlisis de secuencias de minicirculos
de kDNA de los aislamientos de Leishmania en la frontera irani, y el diagndstico de heterogeneidad
genética, son importante para la deteccién de terapias, control y estudios epidemiol6gicos (Flaih
etal., 2021).

La gPCR de kDNA, dirigida a la regién conservada de los minicirculos, ha mostrado ser un método
rapido y confiable para identificar los principales agentes etiol6gicos de las LC y LV en las
regiones endémicas de Brasil (Pita-Pereira et al., 2012). Asi mismo, ha mostrado un gran potencial
de aplicacion como herramienta de diagndstico y seguimiento en la LT americana (Jara et al.,
2013)

Otro de los marcadores utilizados, es el citocromo oxidasa (CO) I, 11 y 111, que forman las tres
subunidades del complejo enzimético terminal de la cadena respiratoria (Akhoundi et al., 2017).
El gen COIl menos conservado, ha permitido el estudio de la variacion genética dentro del
complejo L. donovani (Cao et al., 2011; Ibrahim & Barker, 2001).
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1.4.3 IDENTIFICACION POR TECNICAS PROTEOMICAS: ESPECTROSCOMETRIA DE
MASAS MALDI-TOF

MALDI-TOF MS es una técnica protedmica que ha demostrado ser de gran utilidad para la
identificacion de microorganismos, incluidas bacterias, hongos y parasitos (Caballero & Martin,
2018; Franco-Alvarez de Luna, 2018; Maldonado et al., 2018; Zarate et al., 2014). Fue introducida
por primera vez en 1987, recibiendo sus inventores el Premio Nobel en 2002 (Clark et al., 2013).
Esta técnica es precisa y econdmica, proporciona informacién completa y es rapida y facil manejo
(Canal et al., 2014; Garcia et al., 2012).

En la técnica, la muestra se mezcla con una matriz sobre una placa de metal conductor, después de
la cristalizacion de la matriz y el material microbiano, la placa de metal se introduce en el
espectrometro de masas, donde se bombardea con breves pulsos de laser. Las moléculas desorbidas
e ionizadas, se aceleran a través de un campo electrostatico y se expulsan a través de un tubo de
vuelo de metal sujeto al vacio hasta alcanzar un detector, los iones mas pequefios viajan mas rapido
que los iones mas grandes. Por lo tanto, los bioanalitos separados segun su TOF crean un espectro
de masas compuesto por picos de relacion masa/carga (m/z) con intensidades variables. Un
espectro es, por lo tanto, una firma microbiana que se compara con una base de datos para la

identificacion a nivel de especie o género (figura 10).

COMPONENTE ETAPA

Resultado (Espectro)

Detector AN 1 Deteccién
< R

Separacidn;

Tubo de vuelo Analizador TOF

Luz laser Aceleracion

Desorcion/ionizacion
por laser asistida en
matriz (MALDI)

Muestra cocristalizada
con matriz

Figura 10. Descripcion del fundamento de la técnica de la espectrometria de masas MALDI-TOF.
(tomado de Croxatto et al., 2012).

Esta técnica proteGmica, ahora esta integrada en el trabajo de rutina de muchos laboratorios,
simplificando enormemente la identificacion de patdgenos y mejorando la atencion al paciente
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(Seng et al., 2009). Varias plataformas comerciales y de acceso abierto bien establecidas basadas
en MALDI-TOF MS, estan disponibles para la identificacion de bacterias y levaduras. La mayor
parte de las bases de datos de espectros, se pueden personalizar agregando espectros para mejorar
el poder discriminatorio de MALDI-TOF, incluso para la tipificacion de cepas (Clark et al., 2013).
En 2014, latécnica MALDI-TOF MS se aplico por primera vez en la identificacion de Leishmania,
con la creacion de una biblioteca a la que se puede acceder a través de una web de aplicacion
gratuita (Cassagne et al., 2014; Lachaud et al., 2017). La identificacion de especies de Leishmania
se realiza a través de la huella digital espectral de proteinas caracteristicas que se generan a partir
de cultivos de parasitos (Evers et al., 2018; Mouri et al., 2014). El MALDI-TOF por su sencillez,
rapidez en la obtencion de resultados y bajo coste, podria representar un método adecuado para la
caracterizacion de Leishmania en paises con acceso limitado a herramientas moleculares, pero
donde la técnica ya esté disponible en laboratorios de microbiologia; a pesar de requerir cultivos,
esta técnica, tiene las ventajas de velocidad y bajo coste, y podria integrarse en laboratorios clinicos
(Aronson & Joya, 2019). Sin embargo, solo es adecuado para identificar leishmanias cultivadas, y
los datos espectrales no son comparables entre diferentes laboratorios por lo que cada centro debe
desarrollar su propia biblioteca validada de espectros de referencia (\Van der Auwera & Dujardin,
2015) o bien puede realizarse a través del acceso a una web de gratuita aplicacion (Lachaud et al.,
2017).

1.5 CONTROL Y TRATAMIENTO DE LAS LEISHMANIQOSIS

Las estrategias de prevencion y control de la leishmaniosis, se centran principalmente en el
tratamiento de la enfermedad y en aplicar medidas preventivas de proteccion personal, ya que las
medidas de eliminacién de reservorios o la reduccion del contacto humano-vector, son costosas y
laboriosas y porque la LC no es una enfermedad mortal (Aronson et al., 2017; OPS/OMS, 2019;
Reithinger et al., 2007). Sin embargo, se ha visto conveniente integrar la vigilancia de vectores en
areas donde la leishmaniosis es coendémica con otras enfermedades transmitidas por vectores,
como la malaria y el dengue, aprovechando el personal de salud que participa en la vigilancia de
los flebotomos, puediendo utilizarse para la vigilancia entomoldgica de otras enfermedades, con
el fin de fortalecer y promover el concepto de vigilancia integrada de vectores (World Health
Organization, 2022).

49



INTRODUCCION

Si bien, el diagnostico temprano y tratamiento adecuado de las personas afectadas, constituyen las
estrategias de control de la leishmaniosis, las pocas opciones del tratamiento y la toxicidad de los
medicamentos (OPS 2013; Reithinger et al., 2007), hacen que sea necesario tratar previamente la
sobreinfeccion si existiera.(OMS, 2010).

Tras una cuidadosa evaluacion diagnostica en la que no se confirme ni leishmaniosis ni otro
diagnostico, y después de ser discutido con el paciente, puede estar indicado el tratamiento
empirico en base a una valoracion riesgo-beneficio individualizada y debe ser reevaluado
periddicamente, teniendo en cuenta la evolucién clinica (Aronson et al., 2017). Si, se ha
confirmado la LT por el laboratorio, no es imperativo identificar la especie de Leishmania, si se
conoce la especie mas prevalente en la region. El tratamiento es instaurado segun el estado clinico,
la disponibilidad del farmaco y el balance riesgo-beneficio. Ademas, se debe recomendar al
paciente sobre la higiene de las lesiones e informar sobre la falta de respuesta al tratamiento y la

aparicion de efectos secundarios de los farmacos durante su tratamiento (OPS/OMS, 2022a).

En la LC, el tratamiento reduce la morbilidad (prevencion de recaidas y evitar la diseminacién
hacia las mucosas), aunque las lesiones pueden sanar sin terapia, y el tratamiento es recomendable
en lesiones graves o cuando haya riesgo de enfermedad de la mucosa (Aronson & Joya, 2019). En
el caso de LT, se recomienda el tratamiento sistémico para personas con LC compleja o en
personas con LC en quienes no es practico usar terapia local o si se prefiere una curacién mas
rapida de lesiones grandes, estética o funcionalmente preocupantes o en aquellas que presente
sindromes cutaneos menos comunes, como la LCD (causada por L. mexicana y L. amazonensis) y
la LC diseminada (causada por L. braziliensis) (Aronson et al., 2017). Se recomienda aplicar
antimoniales pentavalentes intralesionales en pacientes con leishmaniasis cutanea localizada

causada por L. braziliensis o L. amazonensis (OPS/OMS, 2022a).

Los medicamentos utilizados en el tratamiento de la LC y MC son los Antimoniales Pentavalentes
(tratamiento de primera linea), como el Antimoniato de Meglumina (Glucantime®) y el
Estibogluconato de Sodio (Pentostam®), que son de administracidn intramuscular, y tiene una tasa
de curacion del 56,9 % en LC y 64,5% en LM (Cubas et al., 2019). Estos medicamentos no estan
aprobados por la FDA por su toxicidad (pueden provocar anorexia, vomitos, nauseas, dolor
abdominal, malestar, mialgias, artralgias, cefaleas, sabor metalico y letargo (OMS, 2010). Otra

alternativa es la Miltefosina (administracion oral, aprobado por la FDA) para el tratamiento de la
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LC causada por L. braziliensis, L. guyanensis y L. panamensis. (Aronson & Joya, 2019). El
Desoxicolato de Anfotericina B (AmB-D), es un antibidtico poliénico, antifungico de amplio
espectro y activo contra especies de Leishmania, pero es toxico (puede provocar fiebre elevada y
escalofrios, miocarditis, nefrotoxicidad), por lo que su administracién es hospitalaria con
monitoreo continuo por su toxicidad) (OMS, 2010). Se han formulado otras formas farmacéuticas
de la AmB-D para reducir su toxicidad, como la Anfotericina B liposomal (AmB-L-AmBisome®),
aprobada por la FDA. La AmB-L-AmBisome®, se utiliza en la India como farmaco de primera
linea para el tratamiento de la LV en pacientes que no responden al tratamiento a los Antimoniales
Pentavalentes (Mendes et al., 2020). Por otra parte, el Fluconazol administrado por via oral, no ha

mostrado eficacia en areas de alta transmision por L. braziliensis (Prates et al., 2016).

La terapia local, se utiliza, generalmente, como terapia de primera linea en los casos de LC con
lesiones Unicas, tanto en el VM como en el NM (Aronson & Joya, 2019).

La termoterapia es utilizada como tratamiento alternativo en LC localizadas en Afganistan
(Reithinger etal., 2007) y, en las Américas, es recomendada en mujeres embarazadas y en lactancia
y en pacientes con alteraciones en el electrocardiograma. Por su parte, la terapia intralesional con
Antimoniales Pentavalente es utilizada en mujeres en lactancia, enfermos renales, hepaticos y

cardiacos.

La eleccion del medicamento a utilizar por el médico se realiza en base a la presentacion clinica,
namero y localizacion de las lesiones, disponibilidad del farmaco, nivel de atencion, etc., ademas
el optar por tratamiento local o sistémico dependiendo de la salud del paciente (OPS/OMS, 2022a).
En la tabla 4, se recogen las recomendaciones de la OPS para el tratamiento de la LT en adultos

en las Américas.
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LC

RECOMENDACIONES

Leishmaniasis cutanea en pacientes adultos

Se recomienda aplicar antimoniales pentavalentes intralesionales en pacientes
con leishmaniasis cutanea localizada causada por L. braziliensis o L. amazonensis.

Recomendacion fuerte, certeza de la evidencia baja

Se recomienda usar miltefosina en pacientes adultos con diagnéstico de leishmaniasis cutanea
causada por L. panamensis, L. mexicana, L. guyanensis o L. braziliensis.

Recomendacion fuerte, certeza de la evidencia baja

Se sugiere administrar isetionato de pentamidina en pacientes con diagndstico de leishmaniasis
cutanea causada por L. guyanensis.

Recomendacién condicional, certeza de la evidencia baja

Se sugiere aplicar termoterapia en pacientes con leishmaniasis cutanea localizada causada
por L. braziliensis, L. panamensis o L. mexicana.

Recomendacion condicional, certeza de la evidencia muy baja

Se sugiere usar paromomicina en pacientes con leishmaniasis cutanea causada
por L. panamensis, L. braziliensis o L. mexicana.

Recomendacion condicional, certeza de la evidencia muy baja
Se sugiere utilizar antimoniales pentavalentes en pacientes adultos con diagnédstico

de leishmaniasis cutanea causada por L. braziliensis, L. panamensis, L. amazonensis, L. peruviana
o L. mexicana.

Recomendacién condicional, certeza de la evidencia de moderada a baja

LM

RECOMENDACION

Se recomienda usar antimoniales pentavalentes con o sin pentoxifilina oral para tratar
a los pacientes con leishmaniasis mucosa o mucocutanea.

Recomendacion fuerte, certeza de la evidencia baja y muy baja

Tabla 4. Recomendaciones de la OPS para el tratamiento de la LC en las Américas (tomado de
OPS, 2022a).
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1.5.1 FALLA TERAPEUTICA Y RESISTENCIA

Como en otras enfermedades, se ha descrito falla terapéutica (FT) después de haber instaurado
tratamiento para la leishmaniosis. Se pueden definir dos formas principales de FT: (1) por la falta
de respuesta o la persistencia de los sintomas al final del tratamiento (después de seguimiento de
3 meses), y (2) la recaida o reactivacion, con un segundo episodio después de la aparente curacion
inicial del paciente (los sintomas clinicos se verifican por medios parasitolégicos, inmunologicas
o moleculares) (OPS/OMS, 2019). La FT no debe ser considerada como sindnimos de resistencia
a los medicamentos. Existen factores que juegan un papel importante en la FT como son: 1) los
dependientes del hospedador, se requiere una respuesta inmunitaria eficaz para respaldar los
medicamentos contra las leishmanias; 2) los dependientes del paréasito (la virulencia inherente a la
cepa infectante de Leishmania y/o infeccién del parasito por virus de ARN); 3) los relacionados
con el medicamento (dosificacion inapropiada por falta de experiencia del personal médico o la
autoadministracion, que conllevan al riesgo a seleccionar parésitos resistentes a esos

medicamentos) (Ponte-Sucre et al., 2017).

La FT ha sido mas analizada en los casos de LV, habiéndose demostrado que el tratamiento
incompleto del kala-azar en la India con Antimoniales Pentavalentes, podria ser la causa de la falta
de respuesta al tratamiento en los pacientes, y favorecer al parasito desarrollar tolerancia y
resistencia al farmaco (Croft et al., 2006; Sundar et al., 1994). En las Américas, se ha descrito

principalmente en casos de LM (Carvalho et al., 2022).

La resistencia a los Antimoniales Pentavalentes se ha generalizado en la India y su uso ha sido
reemplazado; sin embargo, estos farmacos siguen siendo utilizados en América latina y en Africa
oriental en el tratamiento de leishmaniosis (Ponte-Sucre et al., 2017). Asi mismo se ha reportado
una tasa de FT de hasta del 50% en tratamiento con SbV en LC causada por L. braziliensis (Prates
etal., 2016).

La Anfotericina B, es el principal tratamiento de LV en zonas endémicas de Bihar, India, donde
no hay respuesta al tratamiento con Gluconato de Antimonio y Sodio. Sin embargo, se ha mostrado
la posibilidad de aparicion de farmacorresistencia adquirida por el mecanismo de la alteracion de
la composicion de la membrana celular y conferir resistencia a la Anfotericina B en aislados

clinicos de L. donovani (Purkait et al., 2012).
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En el Perq, la tasa de fracaso terapéutico al SbV fue 96 % dentro de los primeros 3 meses y 24,4%
a los 6 meses de evaluacidn de seguimiento. Por especie de parasito, el fracaso terapéutico fue
hasta el 7,4 % en la infeccion por L. guyanensis, 28,6% en la infeccion por L. peruviana y 31% en
la infeccion por L. braziliensis, siendo similares a los 12 meses de seguimiento de evaluacion
(Arevalo et al., 2007; Llanos-Cuentas et al., 2008).

1.6 LA LEISHMANIOSIS TEGUMENTARIA EN BOLIVIA

1.6.1 CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DE LA LEISHMANIOSIS EN BOLIVIA

Estado Plurinacional de Bolivia se encuentra entre los paises con mayor nimero de casos de LM
0 LCM (281), después de Brasil (756), Pert (419), representando el 87% del total de casos de la
Region de las Américas (OPS/OMS, 2022b). En Bolivia, la LT es endémica en siete de los nueve
departamentos (Pando, Beni, La Paz, Cochabamba, Santa Cruz, Chuquisaca y Tarija) (Ministerio
de Salud del Estado Plurinacional de Bolivia, 2015b), correspondiendo la mayor cantidad de casos
reportados a los cuatro primeros departamentos indicados (Ministerio de Salud del Estado
Plurinacional de Bolivia, 2016). En el periodo 1983 al 2014 se registraron, aproximadamente,
52.244 casos de leishmaniosis en sus diferentes formas clinicas, siendo mas prevalente la LC, hasta
un 92%, sequida de la LM (8%) y la LV (0,2%) (Ministerio de salud del Estado Plurinacional de
Bolivia., 2015a). Los altimos datos, correspondientes al afio 2021, indican una incidencia de 2.166
nuevos casos, de los cuales el 87% corresponde a LC y el 13% a LM, correspondiendo a 35,8
cas0s/100.00 habitantes, y considerandose que existe un alto riesgo de transmision (Figura 11)
(OPS/OMS, 2022b).
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Figura 11. A) Departamentos de Bolivia con LT presente, B) Situacidn epidemioldgica de la
LC y LM en Bolivia en 2021. (Modificado de OPS/OMS, 2022b.
https://panaftosa.org/leish/inf2022_es/INFOGRAFICO_ESP_2022 BOL.pdf)

El amplio polimorfismo epidemioldgico de la LT esta relacionado con la ecologia de los vectores
y las actividades de las personas. En las zonas endémicas de Pando y Alto Beni, la infeccion se
produce en la selva durante el dia, en la recolecta de productos o durante el desmonte (Le Pont et
al., 1992). En la zona del Chapare (Cochabamba), se reportaron casos de transmision autdctona,
urbana, con presencia de vectores capturados y nifios infectados en peri e intradomicilio, pero se
requieren mas estudios que confirmen la adaptacion al habitat del vector (Ballart et al., 2016; Rojas
et al., 2009). Por otro lado, la LC en Bolivia esta asociadas con el sexo, la edad, el vivir en /o
cerca del bosque o trabajar en areas boscosas en la mayoria de los casos (Garcia et al., 2009; Rojas
et al., 2009) y, en pocas ocasiones, se asocian al turismo. Se ha encontrado que, en la zona
endémica de los Yungas de La Paz, el riesgo de contraer la LC incrementa de 3 a 10 veces mas en

la poblacién migrante que en la poblacion nativa (Alcais et al., 1997).
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Segun los datos epidemioldgicos de LC y LM reportados en 2021 (Figura 11), Bolivia presenta
un nivel de trasmision alto, siendo el indice Compuesto de Transmision de LC (ICTLc) muy
intenso en las zonas tropicales y sub-tropicales de La Paz (los Yungas) y Pando y un ICTLc Intenso
en los departamentos de La Paz, Pando, Beni, Cochabamba (OPS/OMS, 2022b). La zona de los
Yungas, en La Paz, es una colonizacion antigua, que se caracteriza por presentar una selva
secundaria (zona sub-tropical), con plantaciones de café, frutales y con residuos de selva primaria.
La trasmision en esta zona (contacto-vector-reservorio humano) es mayor de enero a marzo
(temporada de lluvias) (Desjeux et al., 1986). En el Alto Beni y en la region de la Amazonia, donde
el asentamiento humano esta muy disperso y en contacto estrecho con la selva primaria virgen, la
transmision se asocia a actividades de exposicion laboral, como tala y chaqueo (Desjeux et al.,
1986; Garcia et al., 2009 ). En el departamento de Cochabamba, una de las zonas endémicas mas
importantes lo constituye el municipio de Villa Tunari, ubicado en la provincia del Chapare a una
altitud de 200 a 400 m.s.n.m, donde el clima es himedo tropical, sus alrededores estan formados
de bosques tropicales de valle, que rodean la via fluvial del rio Chapare (Ballart et al., 2016). En
la zona endémica del departamento de Tarija (provincia de Aniceto Arce), municipio de Bermejo
(frontera con Argentina), la regién es boscosa y himeda, la poblacion se dedica principalmente al
cultivo de la cafia de azucar. En esta zona, los habitos de la poblacion migrante de la regién andina
incrementan la exposicion al vector. Para dedicarse a la zafra la poblacion se asienta en viviendas
precarias de madera y cafia, al borde de los cultivos de cafia y cercania a los rios (Mollinedo et al.,
2020a).

1.6.2 ESPECIES DE LEISHMANIA QUE CAUSAN LEISHMANIOSIS TEGUMENTARIA EN BOLIVIA

Las especies de Leishmania que han sido identificadas en Bolivia por diferentes investigadores

son cinco (Tabla 5).
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Tabla 5. Especies de Leishmania que circulan causando LT en las areas endémicas de Bolivia

Subgénero Complejo Especie Autores
Viannia L. braziliensis | L. braziliensis Adaui et al., 2016; Bastrenta et al., 2003
Bermudez et al., 1993; Bilbao-Ramos et
al., 2017; Buitrago et al., 2011; Campos-
Mufoz et al., 2007; Del Rosal et al., 2009
Desjeux et al., 1987; Dimier-David et al.,
1991; Garcia et al., 2004;. 2007a; 2007b;
La Fuente et al., 1986; Le Pont &
Desjeux, 1986; Martinez et al., 1998;
Torrez-Espejo et al., 1989;
Revollo et al., 1992; Riesco et al., 2007;
Torrico et al., 2009;
Urjel et al., 1987
L. guyanensis | L. guyanensis Garcia et al., 2005; 2007b
L. lainsoni L. lainsoni Bilbao-Ramos et al., 2017; Buitrago et
al., 2011; Garcia et al., 2004;; 2007a;
2007b
Leishmania | L. mexicana L. mexicana Bastrenta et al., 2003; Bilbao-Ramos et
al., 2017
L. amazonensis Buitrago et al., 2011; Kerr et al., 2006;
Martinez et al., 1998; Martinez et al.,
2002;
Telleria et al., 1999

1.6.3 FORMAS CLINICAS DE LA LEISHMANIOSIS TEGUMENTARIA EN BOLIVIA

La LC se presenta generalmente en las zonas descubiertas del cuerpo, iniciandose, en el lugar de

la picadura del flebotomo, como una placa eritematosa, que evoluciona a un nédulo pruriginoso y

se ulcera a los 16 dias. Las lesiones pueden ser Unicas o multiples, de diferente forma y diametro,
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con bordes elevados e indurados e indoloras (Ministerio de salud del Estado Plurinacional de
Bolivia., 2015a). Con mayor frecuencia, se localizan en los miembros inferiores (53,8%) (Dimier-
David et al., 1991; Mollinedo & Mollinedo, 2020b). También se ha observado que las lesiones
cutaneas pueden adquirir diferentes formas de presentacion clinica: ulcerativa en 62,5% de los
casos (lesiones en forma de crater, con bordes levantados), infiltrativa 7,1% (lesione discontinua,
tipo esponja), nodular en 16,3% (ndédulo indurado, que evoluciona formandose una ulcera),

proliferativa en 5,9% (una lesion que se desarrolla sobresaliendo de la piel lesionada), verrucosa

en 5,5% (lesion en forma de verruga que prolifera en forma irregular sobre la piel lesionada
(Bermudez et al., 2002) (Figura 12).

Figura 12. Tipos de lesiones cutineas de la leishmaniosis en Bolivia con sus respectivas
caracteristicas graficas en la parte inferior: a) ulcerativa, b) infiltrativa, c) nodular, d) proliferativa,

e) verrucosa. (Tomado de Bermudez et al., 2002)

La LM constituye el 8% de los casos reportados de LT y se presume que podria ser debido a la
falta de un diagnostico oportuno, tratamiento inadecuado, el diagnostico tardio, la falta de
tratamiento de una LC (Ministerio de salud del Estado Plurinacional de Bolivia., 2015a).
Aproximadamente un 20% de los pacientes con LC suelen evolucionar a LM (Garcia et al., 2009),
siendo la ubicacién geografica, el origen étnico y los factores genéticos del paciente, los que
podrian incrementar el riesgo de evolucion a lesiones mucosas (Alcais et al., 1997). Asi mismo, se
sabe que L. braziliensis es capaz de migrar hacia las mucosas produciendo LM, a diferencia de las
otras especies de Leishmania que circulan en Bolivia. Por lo que, teniendo en consideracion que
L. braziliensis es la especie mas frecuente identificada como causante de LT (Garcia et al., 2007a),
existe un riesgo mayor de que las lesiones cutaneas puedan evolucionar a LM. La relacion LC/LM
fue disminuyendo de 1/3 en el periodo 2001 al 2006 a 37/1 en el 2012. Esta reduccidn de la relacion
se debe, probablemente, a que los pacientes acuden con mayor frecuencia a los servicios de salud
a recibir su tratamiento (Luna et al., 2012).
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Las lesiones mucosas pueden limitarse a la mucosa nasal y del paladar en un 38,7% de los
pacientes, o extenderse desde la mucosa nasal al paladar y faringe o laringe en un 28,4 % y en un
32,7% de pacientes afectar a toda la mucosa otorrinolaringea (Dimier-David et al., 1991) (Figura
13).

Figura 13. Tipos de lesiones mucosas en Bolivia: a) fosas nasales, b) paladar blando, c) labio
inferior. (Tomado de Torrico & Zubieta, 2010)

1.6.4 CICLO EPIDEMIOLOGICO DE LA LEISHMANIOSIS TEGUMENTARIA EN BOLIVIA

El ciclo de la LT era inicialmente silvestre, estando la enfermedad relacionada con actividades en
laselva (Garciaetal., 2009). En los Yungas de La Paz, y en nifios menores de 5 afios, la prevalencia
de LT es del 8%, lo cual sugiere que la transmisién seria peridoméstica y/o doméstica. Asi mismo,
el 65 % de los pacientes tienen LC antes de los 10 afios de residencia, principalmente con ulceras
en la cara y en ambos sexos, lo que podria deberse a cambio en los habitos de las especies de
vectores 0, incluso, al cambio de las especies de vectores principales en las areas peridomésticas
y domésticas (Ballart et al., 2016; Le Pont et al., 1992; Mollinedo & Mollinedo, 2020b). Asi
mismo, se reportd que en los Yungas de La Paz, Lu. nuneztovari anglesi, vector de L. amazonensis,
vive en los cafetales y en la noche ingresa en los domicilios donde se alimenta, volviendo a
abandonar el domicilio de madrugada, confirmando la transmisién intradomiciliaria (Le Pont et
al., 1992). En los Yungas de La Paz, el patron de transmision de LT (contacto-vector-reservorio
humano) se produce en época de lluvia (enero a marzo), donde hay inundaciones y los animales
reservorios potenciales invaden las casas en busca de refugio y alimento, época que coincide con
la densidad altas del vector. En cambio, en el Alto Beni la infeccidn se produce por exposicion
laboral durante la tala y chaqueo en época seca (julio a septiembre) (Mollinedo & Mollinedo,
2020b).
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Es importante también mencionar que el riesgo para contraer LC podria estar influenciado por el
tipo de poblacién, por ejemplo, la poblacion nativa tiene menos riesgo de contraer LC que la
poblacion migrante; en este &mbito se ha reportado que el riesgo relativo de contraer LC es 10
veces mas en los primeros 5 afios de vida y tres veces mas entre el grupo etario de 5 a 20 afios en
la poblacion migrante que en la poblacion nativa, volviéndose similar en los siguientes afios, lo
cual podria estar influenciado por las caracteristicas genéticas de la poblacion (Alcais et al., 1997;
Rojas et al., 2009).

En la zona endémica del Chapare- Cochabamba (Parque Isiboro Sécure), la asociacion de LC con
el género masculino, la edad y la migracion al bosque, demuestra que la mayor parte de la
transmision de L. braziliensis es selvatica (Rojas et al., 2009). Por otra parte, estudios posteriores
han reportado la presencia de dos incriminados vectores de leishmaniosis (Lu. shawi y Lu. yuilli
yuilli) en zona urbanizada y en intradomicilio; sin embargo, son necesarios mas estudios
entomoldgicos en la provincia del Chapare para confirmar el papel del flebotomo vector, la
transmision intradomiciliaria de la enfermedad y la presencia de casos autdctonos de LC (Ballart
etal., 2016).

Reservorios

Los reservorios de la LT, constituyen especies de roedores introducidas (Mus musculus y Rattus
rattus) y siete especies nativas (Calomys fecundus, Akodon sp., Balomys sp., Oligoryzomys
destructor, Oxymicterus sp., Oxymycterus paramensis y Thylamys venustus), entre otros
(Mollinedo & Mollinedo, 2020b) (Figura 14).
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Figura 14. Reservorios de Leishmania en zonas endémicas de Bolivia. a) Oryzomys spp. b)
Didelphis albiventris, c) Dasypus spp., d) Galea musteloides, e) Choloepus spp. (Fotografias de
archivos del Laboratorio de Parasitologia, LABIMED, Facultad de Medicina, UMSS).

En la zona endémica de Tarija, al sur de Bolivia, los reservorios mas importantes citados con
respecto a L. braziliensis, fueron los perros, roedores y marsupiales (Mollinedo et al., 2020a). En
los Yungas de La Paz, el perro es el reservorio de L. infantum, asi como de L. braziliensis. También
en el Alto Beni el perro es una victima mas de L. braziliensis, al igual que el ser humano, lo cual
indica que el parésito circula en la periferia en su ciclo secundario sin tener que pasar posiblemente

por su ciclo silvestre (Le Pont et al., 1989a).

Flebotomos

Se han identificado 112 especies de flebotomos que circulan en Bolivia, de las cuales 38 tienen
habitos antropofilicos y solo ocho especies estan incriminadas en la transmision de la LT en seres
humanos: Lutzomyia carrerai carrerai, Lu. llanosmartinsi, Lu yucumensis, Lu. shawi, Lu.
longipalpis, Lu. ayrozai, Lu. flaviscutellata y Lu. nuneztovari (Ministerio de salud del Estado
Plurinacional de Bolivia., 2015a). En la provincia del Chapare, en el departamento de
Cochabamba, fueron capturadas seis especies del género Lutzomyia en el peri- e intradomicilio
(Figura 15): Lu. aragaoi, Lu. anderson, Lu. antunesi, Lu. shawi, Lu. yuilli yuilli y Lu. auraensis,

de las cuales solo dos especies fueron capturadas en zonas urbanas y en peri-domicilio (Ballart et
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al., 2016). Lu. shawi, también ha sido capturada en un ambiente domestico y peridoméstico en el
Parque Isiboro Sécure (Cochabamba, Bolivia), siendo incriminada como vector de L. braziliensis
y L. guyanensis (Garcia et al., 2007b). Otra de estas especies, Lu. auraensis ha sido incriminada
en Per(, como vector de L. braziliensis, y L. lainsoni (\Valdivia et al., 2012). Lu. y. yuilli ha sido

hallada parasitada por Leishmania spp. en la Amazonia de Per0 (Zorrilla et al., 2017).

Figura 15. Ambiente del peri- e intra-domicilio en la zona endémica de leishmaniosis de Villa
Tunari (Chapare, Cochabamba, Bolivia) con trampa luminosa de captura de flebotomos (imagen

cedida por M. Gallego).

En municipi de Bermejo, en la zona del sur de Bolivia frontera con Argentina, fueron identificados
Nyssomyyia neivai como vector de L. braziliensis, Migonemyia migonei (especie antropofilicas)
como vector de L. infantum y Evandromyia cortelezzii vector de L. braziliensis, siendo la de mayor
abundancia Ny. neivai (92,6 %), en bosques secundarios y ambientes peridomésticos asociados
con casos humanos (cultivos, viviendas y en los bosques de galerias de los rios principales)
(Mollinedo et al., 2020a).
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Tabla 6. Especies de Leishmania aisladas de reservorios y flebotomos en Bolivia

Especie Reservorios Flebotomos Autores
L. braziliensis Canis familiaris Psychodopygus Buitrago et al., 2011
Conepatus chinga nunestovari Garcia et al., 2007b
anglesi Le Pont & Desjeux, 1986

Lutzomyia shawi | Le Pont et al., 1989a
P. llanosmartinsis | Telleria et al., 1999

y P. yucumensis

L. guyanensis | ------------ Lu. shawi Garcia et al., 2007b

L. lainsoni C.chinga |- Buitrago et al., 2011

L. amazonensis Oryzomys acritus, O. nitidus, | Py. nuneztovari | Buitrago et al., 2011
Akodon spp. anglesi Kerr et al., 2006
Oligoryzomys spp. Telleria et al., 1999

L. infantum Coendou prehensilis Lu. longipalpis Buitrago et al., 2011
C. chinga Lu. shawi Dantas-Torres, 2009
Canis familiaris Marcondes & Day, 2019

Le Pont et al., 1989b

1.6.5 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DE LA LEISHMANIOSIS TEGUMENTARIA EN
BOLIVIA

En Bolivia, en todos los establecimientos de salud, el diagnostico de la LT se inicia con el
diagnostico epidemioldgico, con la finalidad de conocer si el paciente ha estado expuesto a
posibles vectores infectados; para ello, se obtiene informacion de la procedencia y residencia del
paciente, factores sociales, ambientales y climatologicos del entorno del paciente y presencia de
animales con lesiones sospechosas de leishmaniosis (Ministerio de salud del Estado Plurinacional
de Bolivia., 2015a). El segundo paso constituye en realizar el diagndéstico clinico (Garcia et al.,
2009), detectandose los casos sospechosos de LC, con presencia de lesiones ulcerosas de bordes
levantados y que no responden al tratamiento con antibidticos, ademas de posibles cicatrices
caracteristicas de episodios anteriores de LC. Los casos de LM se identifican por la presencia de

obstruccion o perforacion nasal, antecedente de epistaxis y cicatriz cutanea tipica (Alcais et al.,
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1997). Finalmente, los pacientes son derivados al laboratorio para su confirmacion de caso

sospechoso, mediante pruebas de laboratorio (Figura 16).

PACIENTE
SOSPECHOSO

Leishmaniosis
cutanea - mucosa

— — 1 |
Diagnéstico I PCR I Diagnéstico
Parasitologico | (herramienta | Inmunolégico
| f investigacion) | "
I caseibianiey o
EPD : CULTIVO | IDRM |
Raspado »  Aspirado - =

Figura 16. Técnicas de laboratorio utilizadas en el diagnostico de la LT en Bolivia. Recuadro
en: linea continua, realizado en laboratorios de 1°, 2° y 3° nivel; en linea punteada, en pocos
laboratorios de 2° y 3° nivel con técnicas implementadas; en linea cortada, en laboratorios de 3°
nivel que tienen la técnica implementada. Fuente: elaboracién propia.
El examen parasitologico directo (EPD) y tincidn de Giemsa en muestras obtenida por raspado
(Figura 17), es la prueba que esté disponible en la mayoria de los laboratorios de primer, segundo

o tercer nivel de atencion. Sin embargo, pocos laboratorios la tienen implementada.

El cultivo para Leishmania se suele realizar con muestra de aspirado obtenida del borde la lesién
(Figura 17), solo se la realiza en los laboratorios de tercer nivel en las ciudades de Cochabamba,
Santa Cruz y La Paz y en dos laboratorios de 2° nivel de las zonas endémicas de Cochabamba,
Villa Tunari (Chapare) e Ibuelo (Carrasco tropical). La sensibilidad del cultivo es superior a la del
EPD, entre 85 a 90% (Bermudez et al., 2005; Ministerio de salud del Estado Plurinacional de

Bolivia., 2015a); sin embargo, requiere de infraestructura y personal capacitado.
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Figura 17. Toma de muestras biologicas para el diagnéstico de la LT: A la izquierda, toma de

muestra de raspado del borde la lesion para EPD. Al centro, toma de muestra por aspirado de la
lesion en paladar blando. A la derecha aspirado de lesion en fosa nasal. (tomado de: Garcia et
al., 2009).
Las pruebas moleculares, como la PCR, se limitan, en Bolivia, a fines de investigacion o estudios
epidemioldgicos, debido al coste, necesidad de infraestructura especializada y personal

técnicamente capacitado (Garcia et al., 2009).

En Bolivia, la utilidad de las pruebas seroldgicas en el diagndstico de la LT es cuestionable, debido
a la baja produccién de anticuerpos especificos en LC (Ministerio de salud del Estado
Plurinacional de Bolivia., 2015a). Su sensibilidad es variable, dependiendo de la cronicidad de las
lesiones. Segun datos publicados en zonas endémicas de La Paz, la serologia ha mostrado una
sensibilidad del 5% en pacientes con LT confirmada por pruebas parasitolégicas (Luna et al.,
2012). Otro problema del diagndstico seroldgico radica en la presencia de posibles infecciones
mixtas Leishmania spp. y Trypanosoma cruzi, o la presencia de reacciones cruzadas con T. cruzi

detectandose falsos positivos (Bastrenta et al., 2003).

La IDRM, se utiliza ocasionalmente en el diagnéstico de LT, y presenta el inconveniente de que
no es capaz de discriminar infecciones previas en pacientes con episodios anteriores de LC o
lesiones activas (Garcia et al., 2009). Ademas, la IDRM no es una prueba confirmatoria y los

reactivos no estan autorizadas o disponibles en el comercio (Carstens-Kass et al., 2021).

1.6.6 CARACTERIZACION DE LAS LEISHMANIAS EN BOLIVIA

La caracterizacion de especies de Leishmania en Bolivia se realiza con fines de investigacion. La
técnica utilizada inicialmente para la caracterizacion de especies fue la isoenzimatica MLEE,

utilizando ocho sistemas enzimaticos, observandose que las enzimas GPl y MDH, tienen vital
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importancia en la caracterizacion de cepas de canes y de humanos en la region fronteriza con
Argentina, siendo L. (V.) braziliensis, la especie aislada con mayor frecuencia en esta regién
(Mollinedo & Mollinedo, 2020b). Otro estudio realizado utilizando isoenzimas con cepas de la
region sub andina de La Paz, puso en evidencia la presencia de L. amazonensis, siendo la enzima

MPI de importancia para su caracterizacion (Martinez et al., 1998).

En la actualidad, se utilizan métodos moleculares para la caracterizacion de Leishmania, como la
técnica PCR-RFLP, usando como blanco el gen hsp70 y la enzima de restriccion Haelll, en una
primera restriccion, obteniéndose patrones de bandas individuales y compartidas por dos 0 mas
especies. Realizando digestiones con otras enzimas es posible la discriminacion de especies
(Montalvo et al., 2016). Esta técnica ha mostrado resultados satisfactorios en la caracterizacion de
especies de Leishmania, ya sea a partir de muestras directas obtenidas por raspados del borde de
las ulceras de pacientes con LC, asi como en vectores en estudios de campo en la Amazonia
boliviana (Garcia et al., 2007a; Garcia et al., 2007b). Asi mismo, la PCR-RFLP utilizando como
marcador ITS rRNA, marcador genético altamente polimorfico, ha sido capaz de discriminar a L.

braziliensis, L. amazonensis, L. lainsoni y L. infantum (Buitrago et al., 2011).

También la amplificacién por PCR de los marcadores Cyt-b y la region ITS-1 y la secuenciacién
de sus productos digeridos de las enzimas de restriccion Asel y Haelll, para el analisis filogenético
posterior, ha permitido la caracterizacion de L. braziliensis, L. lainsoni y L. amazonensis (Bilbao-
Ramos et al., 2017).

1.6.7 TRATAMIENTO Y FALLA TERAPEUTICA

Actualmente, el tratamiento de la LT en Bolivia es gratuito, estando subvencionado por el
Programa nacional de leishmaniosis (Ministerio de Salud del Estado Plurinacional de Bolivia,
2015b). Los medicamentos subvencionados por el Ministerio de Salud, a través del Programa
Nacional de leishmaniosis, son: Antimoniales Pentavalentes y Desoxicolato de Anfotericina B.
Solo en casos de FT repetidas, las autoridades departamentales hacen lo posible para conseguir
donaciones de otros medicamentos como Anfotericina B Liposomal, Anfotericina B Complejo
Lipidico, Miltefosina, Isotianato de Pentamidina, Ketoconazol e Itraconazol, entre otros. La
aplicacion del tratamiento se realiza en el ambulatorio, cuando se usan medicamentos de primera

linea (Antimoniales Pentavalentes) y si son utilizados medicamentos de segunda linea
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(Anfotericina B), se requiere internacion hospitalaria (Ministerio de salud del Estado Plurinacional
de Bolivia., 2015a).

La respuesta al tratamiento con Antimoniales, depende de la especie y cepa del parésito, del estado
inmunoldgico del paciente y de la forma clinica de la enfermedad (Ministerio de salud del Estado
Plurinacional de Bolivia., 2015a). El Estibogluconato de Sodio genérico (SSG) ha mostrado ser
seguro en el tratamiento de la LC, con una eficacia de curacion clinica del 94,2%, en comparacion
a una cohorte de pacientes con LC tratados con Glucantime en 2001-2002 que mostrdé 90% de
curacion clinica (Bermudez et al., 2006). En el tratamiento de la LC con Antimoniato de
Meglumina se ha observado que se produce interrupcién del tratamiento en el 4,1% de los
pacientes por presencia de efectos colaterales, que conlleva al 1,3% de FT al tratamiento estandar
y una reactivacion en 1,7% de los casos. En la LM tratada con Anfotericina B se ha observado una
mayor tasa de interrupcion del tratamiento (10,4% de casos), menor proporcion de FT y menor
reactivacion (0,5%) (Dedet et al., 1995). Los pacientes con LM leve tratados con Miltefosina
muestran una eficacia del 83%, mientras que en pacientes con LM mas extensas es inferior, 58%;

sin embargo, su toxicidad es mayor a la de los Antimoniales y Anfotericina B (Soto et al., 2007).

En Bolivia, también se han utilizado tratamientos combinados con Pentamidina, Miltefosina y
Paromomicina en pacientes con FT a Glucantime®, y Antimonio, Miltefosina e Itraconazol, ambos
con buenos resultados de lesiones cicatrizadas sin reactivarse en 21 meses de seguimiento de
control en LC (Rojas et al., 2021) y hasta 5 afios de seguimiento en LM (Rojas et al., 2017).
También ha sido probada la aplicacion perilesional de Glucantime® en pacientes con LC y falla
terapéutica a un primer ciclo de tratamiento sistémico con Glucantime®, mostrandose la

cicatrizacién completa de la lesion a la conclusion de cinco sesiones (Rojas et al., 2019).

Por la toxicidad que presentan los medicamentos utilizados en el tratamiento de la LT, es necesario
que el paciente tenga el diagnostico confirmativo de LT por pruebas parasitoldgicas, ademas de
que no padezca patologias cardiacas, renales o hepéticas para reducir el riesgo de efectos

secundarios (Ministerio de salud del Estado Plurinacional de Bolivia., 2015a).
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1.6.8 VIGILANCIA'Y CONTROL

Como estrategia de prevencién y control, el Programa Nacional de Control de la Leishmaniosis de
Bolivia, emitio recomendaciones basicas destinadas a reducir el contacto de los seres humanos con
el vector, para evitar las picaduras de insectos en areas endémicas, principalmente al amanecer y
al atardecer, promoviendo el uso de repelentes de insectos, mallas milimétricas en puertas y
ventanas (Mollinedo & Mollinedo, 2020b). También se ha utilizado fumigacion de interiores de
viviendas con insecticidas y materiales impregnados de insecticidas (Garcia et al., 2009). Sin
embargo, estas estrategias no pueden ser implementadas por falta de financiamiento de forma

similar a otras enfermedades de transmisién vectorial.

Otra estrategia de control de la LT, es realizar el diagnostico confirmativo temprano y el
tratamiento adecuado de los casos confirmados, a fin de reducir las secuelas, la incapacidad y la

mortalidad (Ministerio de salud del Estado Plurinacional de Bolivia., 2015a).
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1. HIPOTESIS, OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

1.1 HIPOTESIS

El diagndstico de la LT humana comporta una correcta toma de muestras y aplicacion de técnicas
de diagndstico. La toma de muestras es variable (biopsia, exudado, aspirado) y las pruebas
diagnosticas son muchas y basadas en distintos principios (parasitoldgicas, inmunoldgicas,
moleculares). Ademas, algunas de las técnicas de diagnostico son modificaciones recientes de las
técnicas clasicas o bien de reciente incorporacion al diagndstico de la LT en Sudamérica. Por otro
lado, son escasos los resultados de la sensibilidad de las distintas técnicas para una misma muestra.

En lo que respecta al agente responsable del cuadro de LT, en Bolivia coexisten varias especies.
Sin embargo, son escasos los estudios en los que se realiza la caracterizacion de las leishmanias,
por lo que no se suele realizar un tratamiento especifico y no se tienen datos acerca de la falla

terapéutica.

El estudio integral de la LT en Cochabamba, utilizando diversas muestras y técnicas de
diagnostico, permitiria optimizar la metodologia a emplear para su diagnostico en laboratorios de
primer y segundo nivel, asi como el tiempo de obtencion de resultados e incrementar la sensibilidad
del diagnostico. La caracterizacion de las especies de Leishmania permitiria obtener nuevos datos

acerca de las especies presentes y de su diversidad clinica.

1.2 OBJETIVOS/OBJETIVES/ OBJECTIFS

I1.2 OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo fue optimizar el diagnostico parasitoldgico de la
leishmaniosis tegumentaria (cutdnea y mucosa) y caracterizar las especies de Leishmania
causantes del cuadro clinico en pacientes que asisten al Laboratorio de Parasitologia de la Facultad
de Medicina de la UMSS en Cochabamba, Bolivia.
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Los objetivos especificos de la investigacion fueron:

1. Realizar un estudio sistematizado del rendimiento de la secuenciacion del gen hsp70 de aislados
de Leishmania causantes de leishmaniosis tegumentaria en Bolivia con especial hincapié en el

estudio del complejo Leishmania braziliensis y su relacion con las caracteristicas clinicas.

2. Evaluar la utilidad de MALDI-TOF MS en la caracterizacion de las especies de Leishmania
causantes de leishmaniosis tegumentaria en Bolivia, utilizando como técnica de referencia la

secuenciacion del gen hsp70.

3. Evaluar la utilidad de diferentes métodos de toma de muestra y técnicas diagndsticas
parasitologicas para el diagnostico de la leishmaniosis tegumentaria con el fin de optimizar

dicho diagnostico en Bolivia.

I1.2 Objectives

The general objective of the present work was to optimize the parasitological diagnosis of
tegumentary leishmaniasis (cutaneous and mucosal) and to characterize the Leishmania species
causing clinical symptoms in patients attending the Parasitology Laboratory of the Faculty of
Medicine of the UMSS in Cochabamba, Bolivia.

The specific objectives of the research were:

1. To carry out a systematic study of the performance of the hsp70 gene sequencing of Leishmania
isolates that cause tegumentary leishmaniasis in Bolivia with special emphasis in the study of
the Leishmania braziliensis complex and its relationship with clinical characteristics.

2. To evaluate the usefulness of MALDI-TOF MS in the characterization of Leishmania species
that cause tegumentary leishmaniasis in Bolivia, using hsp70 gene sequencing as a reference

technique.

3. To evaluate the usefulness of different sampling methods and parasitological techniques for the

diagnosis of tegumentary leishmaniasis and to optimize the diagnosis of this disease in Bolivia.
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I1.2 Objectifs

L'objectif général du présent travail était d'optimiser le diagnostic parasitologique de la
leishmaniose tégumentaire (cutanée et muqueuse) et de caractériser les espéces de Leishmania
provoquant le tableau clinique chez les patients fréquentant le Laboratoire de Parasitologie de la
Faculté de Médecine de I'UMSS de Cochabamba, Bolivie.

Les objectifs spécifiques de la recherche étaient:

1. Réaliser une étude systématisée des performances du séquencage du géne hsp70 des isolats de
Leishmania responsables de la leishmaniose tégumentaire en Bolivie avec une attention
particuliére a I'étude du complexe Leishmania braziliensis et sa relation avec les caractéristiques

clinigues.

2. Evaluer l'utilité de la MALDI-TOF-MS dans la caractérisation des espéces de Leishmania
responsables de la leishmaniose tégumentaire en Bolivie, en utilisant le séquencage du géne

hsp70 comme technique de référence.

3. Evaluer l'utilité des différentes méthodes de prélévement et techniques de diagnostic
parasitologique pour le diagnostic de la leishmaniose tégumentaire afin d'optimiser le dit
diagnostic en Bolivie.

1.3 PLAN DE TRABAJO

11.3.1 CENTROS DONDE SE DESARROLLO EL PROYECTO
El proyecto ha sido desarrollado en los siguientes centros:

- Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Mayor de San Simén
en Cochabamba (Bolivia), donde han sido visitado los pacientes, se ha procedido a la toma de

muestras y a realizar el diagndstico parasitologico.

- El Laboratorio de Biologia Molecular de la Fundacion CEADES y Medio Ambiente en
Cochabamba (Bolivia), donde se ha realizado la adaptacion de los aislados de Leishmania en
cultivo “in vitro” en medio de Schneider, una vez que se han obtenido los cultivos positivos en

medio difasico NNN, y finalmente ser crioconservado a -70°C.
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- La Seccidn de Parasitologia del Departamento de Biologia, Sanidad y Medio Ambiente de la
Facultad de Farmacia y Ciencias de la Universitat de Barcelona (UB), Barcelona (Espafia), donde
se realizo la caracterizacion molecular de los aislados de Leishmania, obtenidos entre 2014-2015,
depositados en el criobanco de tripanosomatidos de la UB, procedentes de Bolivia, obtenidas en
un proyecto de cooperacion Espafia — Bolivia.

- El Servicio de Microbiologia del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (SMHSP) en Barcelona
(Esparfia), donde se ha realizado la identificacion de las leishmanias por MALDI-TOF.

11.3.2 ETAPAS DE DESARROLLO DEL PROYECTO
Este proyecto incluye varias etapas:

- Toma de muestras de pacientes, con lesiones compatibles con LT, para el aislamiento por
cultivo de las leishmanias destinadas a la caracterizacién molecular por secuenciacion del gen
hsp70 (septiembre 2014 - noviembre 2015: 32 pacientes, 41 cepas).

- Ampliacion de las muestras para el estudio de la idoneidad MALDI-TOF en la caracterizacion
de las leishmanias teniendo como técnica de referencia, la secuenciacion del gen hsp70 (2004
(1 cepa), 2009 (1 cepa) 2016 (1 cepa) - septiembre 2014 a octubre 2015: 44 pacientes, 55 cepas):

- Toma de muestra de pacientes, con lesiones compatibles con LT, para el estudio comparativo
del diagndstico parasitologico [octubre del 2017 a julio del 2018: 117 pacientes, 242 muestras

(121 aspirados y 121 raspados)]

11.3.3 METODOLOGIA EMPLEADA PARA EL ESTUDIO

Caracterizacion molecular del complejo Leishmania braziliensis y analisis de polimorfismo.

Caracterizacion de otras especies de Leishmania aisladas en Bolivia

Esta parte del estudio fue desarrollado en la seccion de Parasitologia de la UB (Barcelona, Espafia)

donde se desarrollaron las siguientes actividades:

a) Descongelacion y cultivos en masa de promastigotes de aislados de Leishmania depositados en
el Criobanco de Tripanosomatidos de la UB y procedentes de casos de LT provenientes de

Cochabamba (Bolivia).
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b) Caracterizacion del complejo de Leishmania braziliensis por secuenciacion del gen hsp70.

c) Analisis de polimorfismos del gen hsp70 del complejo L. braziliensis.

d) Analisis de la forma clinica de leishmaniosis con las especies del complejo L. braziliensis que
causan LT en Bolivia.

e) Comparacion de los resultados de caracterizacién por secuenciacion del gen hsp-70 con la
identificacion por MALDI-TOF MS (conjuntamente con el SMHSP).

Caracterizacion de Leishmania spp. por MALDI-TOF MS

Realizada en la seccion de Microbiologia del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (Barcelona,

Espafia) donde se desarrollaron las siguientes actividades:

a) Preparacion de las leishmanias para ser analizados por MALDI-TOF MS.

b) Caracterizacion de especies de Leishmania por técnicas proteémicas, MALDI-TOF MS

c) Interpretacion de resultados del MALDI-TOF MS.

d) Comparacion de los resultados de caracterizacion de especies de Leishmania por MALDI-
TOF MS con los resultados de caracterizacion por secuenciaciéon del gen hsp70
(conjuntamente con la UB).

Técnicas parasitologicas aplicadas al diagnoéstico de la leishmaniosis tegumentaria en Bolivia

Esta parte del estudio fue realizada en el Laboratorio de Parasitologia de la UMSS y el Laboratorio
de Biologia Molecular de la Fundacion CEADES, Cochabamba, Bolivia, donde se desarrollaron

las siguientes actividades:

a) Captacion pasiva de pacientes con sospecha de LT (121 pacientes, 242 muestras (121 de
aspirado y 121 de raspado) para la evaluacién de las diferentes metodologias en la toma de
muestras y técnicas de diagnostico parasitoldgico utilizadas.

b) Toma de muestras bioldgicas, por aspirado y raspado, para la evaluacion de las diferentes
técnicas de diagnostico parasitoldgico.

c) Realizacion del examen parasitologico directo

d) Realizacion del cultivo en medios TSTB, minicultivo y microcultivo en medio Schneider,
utilizando las muestras de aspirado y raspado.

e) Analisis de resultados y evaluacion de la utilidad de los diferentes métodos de diagnéstico

utilizando los dos métodos de toma de muestras (conjuntamente con UB y SMHSP).

74



RESULTADOS CAPITULO 1
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CAPITULO 1

“Tegumentary leishmaniosis by Leishmania
braziliensis complex in Cochabamba, Bolivia

including the presence of L. braziliensis outlier”
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LEISHMANIOSIS TEGUMENTARIA POR EL COMPLEJO DE LEISHMANIA
BRAZILIENSIS EN COCHABAMBA, BOLIVIA INCLUYENDO LA
PRESENCIA DE L. BRAZILIENSIS ATIPICA O OUTLIER

Leishmaniosis Tegumentaria en Cochabamba, Bolivia

Mary Cruz Torrico, Anna Fernandez-Arévalo, Cristina Ballar, Marco Solano, Alba Abras,
Ernesto Rojas, Joaquim Gascén, Eva Ariza, Silvia Tebar, Daniel Lozano, Albert Picad, Carmen
Mufoz, Faustino Torrico, Montserrat Gallego.

TRANSBOUNDARY AND EMERGING DISEASES 2021, p. 1-14

Factor de impacto: 4.521

RESUMEN

La leishmaniosis estd causada por protozoos del género Leishmania, que incluye mas de 20
especies capaces de infectar a los humanos en todo el mundo. En América, la especie mas
extendida es L. braziliensis, presente en 18 paises, incluido Bolivia. La posicion taxonomica del
complejo L. braziliensis ha sido objeto de controversia, complicada ain mas por la reciente
identificacion de una subpoblacion particular llamada L. braziliensis atipica o outlier. El objetivo
de este estudio fue realizar un analisis sistematico del complejo L. braziliensis en Bolivia y
describir las caracteristicas clinicas asociadas. Se analizaron 41 cepas mediante la secuenciacion
de un fragmento amplificado de 1245 pb del gen hsp70, lo que permitié su identificacion como:
24 (59%) L. braziliensis, 16 (39%) L. braziliensis atipica y una (2%) L. peruana. En un
dendrograma construido, L. braziliensis y L. peruviana se agrupan en el mismo grupo, mientras
que L. braziliensis atipica aparece en una rama separada. La alineacidn de secuencias permitio la
identificacion de cinco posiciones de nucleétidos no polimorficas (288, 297, 642, 993y 1213) que
discriminan L. braziliensis y L. peruviana de L. braziliensis atipica. Ademas, las posiciones de

nucleo6tidos 51y 561 permiten a L. peruviana ser discriminado de los otros dos taxones. Se observé
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una mayor diversidad en L. braziliensis outlier que en L. braziliensis-L. peruviana. Las 41 cepas
provinieron de 32 pacientes con leishmaniosis tegumentaria, de los cuales 22 pacientes (69%)
presentaron lesiones cutaneas (11 causadas por L. braziliensis y 11 por L. braziliensis atipica) y
10 pacientes (31%) lesiones mucocutaneas (ocho causada por L. braziliensis, una por L.
braziliensis atipica y otra por L. peruviana). Nueve pacientes (28%) proporcionaron
simultaneamente dos aislamientos, cada uno de una lesion distinta, y en cada caso se identifico el
mismo genotipo en ambos. Se observo fracaso del tratamiento en seis pacientes infectados con L.

braziliensis y un paciente con L. peruviana.

Palabras claves: Bolivia, caracteristicas clinicas, complejo Leishmania braziliensis, respuesta al

tratamiento, secuenciacion del gen hsp70, leishmaniasis tegumentaria humana
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TORAMEY eTAL.

L bwas llensis and L peruvilama from L brazillensis outller. Moreover, nucleotide pos tons
51 and 561 enable L penmdanag to be discriminated from the other two taxa A greater
diversity was observed in L brazilienss cutlier than in L. brarlliensis-1. penaiana. The
41 strains came from 32 patients with tegument ary lelshmand asts, among which 22
jpatients (65%) presented outaneouws lesions (11 caused by L brazillensis and 11 by L
braziliensls cutlier] and 10 patients [31%) mucooutaneows lesions fedght cawsed by L
braziliensls, one by L brazliensls outhier, and one by L penrdand). Mine patients (26%)
s it aneoarshy prov ded two solates, eachfrom a separate lesion, andineachcase the
same genotype was identified in both. Treatment fallure was observed in six patients
infected with L brazillansis and one pat ent with L perudana

KEYWORDS

|Bolifvia, diinicl dharacteristi

Lisish jia braziliensis mmmplex, response totreatment, ssquending

1 | INTRODUCTION

Leixhmanixis is caumed by protoroans of the Leishmania genus, which
indudes more than 20 species capableof infecting humans woridwide.
The parasites ane transmitted to humans and vertebrate animals by
phizhotomine sand flies {0 rganizacidn Mundial de ka Sakud, 2021; Pan
Americn Health Organiration®Waorld Health Organiztion, 201%a)
The most extended species in the Amenicas s L brasliensis, whidh is
present in 18 countries (Pan American Health Organization,Waorid
Health Organiztion, 2X01%) Lsishmania bmzilensi & widespread in
arezs of tropical forests, whens it & transmitted inowild, peridomes-
tic, and domesticopcles | Ballart =t al . 201 & Campbell-lsndrumiet al,
2001; Davies et al. 2000; Rojas et al. 200%). This spedie & reparted
to cuse tegumentary leshmanizss (TL) in wp to P0% of suspeded
cames iGarciaetal | 2007; Teles ot al, 201 5)_although patients with TL
can suffer simu laneowsly from localized cutaneows §01) and mucoour-
taneous leishmanizss MO more frequently the skin kesions evohe
to a destructive mumsl inflammation years after their first appear-
anic= andwhhen the CLhas apparently heal ed {Burraet al, 2018; Kewic
et al, 201 5; Reithingsr & Dujardin, 2007) After trestment, muoosal
l=sions can beave mutilating and disfiguring sequelae and even be
fatal due to asociated infections {0 ganizaciin Paramericana de b
Salud \Organiracidn Mundial de la Sakud, 201 & Pan Amerian Health
Organization/Waorld Heal#h Organization, 201%) The other specie
withinthel brawlisnss compl & L peruviana, is limited to regions of the
inter-dind ean valleys in Penu, and causess skin kesiors, with rare affecta-
tion of the muoosa {Davies =t al, 2000 Kato =t al, 2019 Pérer ot al,
0T

The tamonomic position of the L b siliensis complex: has besna sub-
ject of mntroversy, L barilissi and L pewviona being mmsidered as
war tants of the same species or 25 two distinct species within the om-
plex{frana =t al, 190 Bafiuks etal, 2000; Thovidha =t al, 1997 Val-
divia et al, 201 5; Vian der darwera & Dujardin, 20/15; an den Broeck
et al, 2020] Inves tigations camied out in Peru have reporbed the paly-

e M0 gene, tegumentary

mar phissm of L. beariliens & comples, observing two genotypic iy differ-
entgroups fgroups 1 and ), and L pew sian a has been incduded ingroup
1 (van der Sarweera et al, X014) Other studies hanve identified by brids
of L brarliensisl. peruviana {Dujardin =t al, 1995; Kato =t al, 201%
Koarashi =t al, 2014) that are capabls of produding mum=l l=ions
{Naolder etal, 2007

The application of different molecular tooks, such a5 the amplified
fragment length polymor phi sms (AAF) and the sequencing of a heat-
shodk protein hspf) gene fragment, has revealsd high genetic diver-
sity among isolates: of the L brazilisnsis mmplex and allowsd the iden-
tification of a particular subpopulation remed L brariliensisaty pical or
outler {Ddwuor ot al, 2012 Vander Sareera et al, 2013] This sub-
population is apparently widespread in Latin Amevica, being detected
in Pery, Bolivia, and Panama{Fraga et al, 2013; Vander Auwera et al,
2016 although few dinical or spidemidlogical infiormation has been
desribed (Fraga =t al, 20131 Previows studies hawe shown that L
brarifersts atypical or outlier shrains evhibit a high degres of smilarity
{98 9-99.7%) for the mpi, mdh, goi and Gogd penes, with respect to the
other solabes of L o zilien sis however, ithas several unigue polymor-
phisme in the four genes (Toukayamast al | 2009

Considering the gene tic vari ability of the L. bearilios & compl e and
the fact that atypical molates of L brazilienss have besn reparted in
Bolivia. the aimof the present reseanch was: to cary out a systematic
study of the complex in the Bolivian department of Cochabamba and
idenfify atypicl Eolates of L bariliesis by s=quencing an hep 70 gene
fragment. Alsg, the dinicl daracteristic asociated with the com-
plex and the respons=to TL t e igarted. By updating
the e pide miological sihation of the disease, the reults will heip this
pathology to be controlled in Balivia.

11 | Study population

Thirty-two patients with outaneous, muosal, or Muoooutaneous
lesiors, attendiing the Ser viee of Dermatology of the Tropical Medicine

 TDE TE@laE

I

mapm e ooy O Sl ey e S VAT

s my S

LELL

N ] D ) B

80



RESULTADOS CAPITULO 1

Conter at the Faculty of Medidne, Universidad Mayor de San Simdn
{UM55) {Cochabamba, Bolivia) from September 2014 to Movember
0 5, were inchuded. Thase with suspected Clland ML lesShmaniass
wer ere fer ned tothe Parasitolog y laboratory s=rvicein the smecenter
for the samplscollecfion.

12 | Definitions

Cllinical forms: Patients presenting only autaneouws ke sions in any anea of
thebody were dassified 25102 nd thosewi #h mucosal k=ssionsin mouth
andfor nostrils, or conoymitant cutansous and muoosal kesions, wene
clarsified s MCL

Tremtment fpilure Patisnts who had a2 relapse dees to trextment
failure were identified from historical dinical data {Ballart =t al,
01) Trextment failures were mmesidered 25 CL and MCL patisnts
who had previously received a complete antileishmanial treatment
in the past, regandles of its duration, and were not @wred. In the
e of MOL, patients pr=enied an absent or ncompiete scaring
of k=fon{s] andjr persstence of nflammation around #he nitial
le=siion, and/ar diinical regression of a healed l=sion andfor the pres-
ence of new muosal kesonis] nthe case of L, the previous treat-
ment had to be directed to the mme kesionls) identifisd during our

study.

1.3 | Lekhmania isolation

Leishmania imolates were obtained by aspiration of the border of the
lesions {Tomico-Rojas & Zubieta-Durdn 2010) and cultured in TSTB
media at 2627 {Ber midider et al, 3005) |solatewere oryopreserve d
at —807C in the laboratory of Parasitology at the UMSS in Bolivia and
then s=nt to the Parasitology Laboratory at the University of Baroslona
{UB ] Spain. Promastigoies were recovered by thawing tube s contain-
ing isolates in a water bath at 37*C and cultured in parall=l in NN
madium and Schneiders medium | Sigmani idrich] supplsmented with
20% fefal bovine s=rum {Life Scence Production) and 1% of sterile
human wine. VWhen the exponential growth stage wes readhed, cul-
e were worhed with PES, and the pellet resuspended in LmLof PES
o processd with the DRA extraction.

14 | DMA extracton amplificton purification
and gene sequencing

DA ectraction was parformed wsing the commencial Oldmp DMNA
Mini K5t | Cliaggen) from 200 @l of culture in PES that was treated with
20 gl of probeinaes K following fhe manufachurer’s istructions. The
extracted DA was eluted in 100 gl of AE buffer and sbored at —207C
untiluze Subssquenthy the DNA was quantified in the EpochTMMulti-
Volume Spectropho tometer System {BioTek] reader, and the extrac-
tions in which the DiNA ratio 260/280 was equal to or ke fhan 2 were
processed.

TORRMKCD ETAL

The amplifiation of the 1245 by hsp?0 pene was performed by
using two PCRs that together cover this fragment PCRN {552 bp) and
PCR-T{723 by, according to a previously desoribed protomd (Vander
Burweraetal | 201 7), withthe following modifications: for eachreadion
wereused 1 g of buffer + MgOls, 200 M dNTRs, 1 M of primers
F25 and Ré 17 for PCR-M and &F and R1310 for PCR-T. 15 U of Dr eam-
Taqg Dk polymerase | Thermo Sdie ntific), 5 gl of the extraction prod-
wct and sherile distilled water to adpst the final wolume to 50 gL The
PCR products, together with a negative cntrol, were 2xe=oed by 1%
aganse gl lectrophonesis, 0.5% TBE buffer and = fhidium bromide at
10N fior A5 min. The fragme nis wene identifisd in omparson with the
Dt A o B ‘W gt tarioer W11 { Rinchee)..

Amplicos were ewymatically purified wsing ExaSAP4AT™ PCR
Product Cleanup Reagent (Thermo Scientific). in a ratio of 2-5 4 pd
of BoSAP in 10 pl amplified product] Double-strand DMA was
sequenasd by the Sanger method. The ssquending was carmied out at
the Sdentificand Tednologic Centers of the UB | Smain).

15 | Sequence alignment, identification and
polymorphism analysis

The ssquences obtained were analyzed and edited with the MEGA
7026 program and submitted to the GenBank databoses under the
accession mumbers MWS0TA86-MWS075246 hitliwewwmnchinkm
nihgw]. Minor emors, such a5 undefined or mismatdhed nudeotide
pusitions, weremanually cmected. Chromatogram positions with teo
overiapping nuchsotid e peales were considensd hetemzygous and wene
oomected acconding to the IWPAC ambiguity codes {IUPAC, 2020 The
alignment of the forsard and reverse sequences of eadh fragment
and the subssguent alignment of both fragments: wes performed with
the Serialdoner 1311 program to obiain the cosenss s=quenoe of
the hsp70 gene. Toidentify the strains ssquenced, the BLAST fhitp=s
#akars t mohi nim.nih govBilas  ogi) program was used, whidh compares
the entened ssquence with those published in the GenBank database,
allowingits identification when regions of similar ity are found and the
statistical Sgnificance caloulated.

Oy fhestraims daracterined withinthe L braslienss oomplewens
taien into acmunt for sequence alignment, poputa fion study and paly-
maor phism amalysis, in onder to describe their genetic and phenotypic
charadteristics. The s=quenices obtained were analyzed together with
additional sequences of 27 seleched refe rence strainsof the L brazilion-
sis avmplex L. brasiliensis, L peruviana, L braziliensis outlier) and other
HNew Waorld species (L lainconi, L naiff, L guyanensis, | ponamensis)
from GenBank | wersnchi ndm_nih.gov) {Supporting information bl
51) with the aim of evahoting the location of the shudied Lek hmania
strairs in the dendrogram. These refe rence stra ins were sele ded with
thie fiollowin g oriter fa- they were published, covered at least 1245 bp of
thieh 5o A0 gene. and wene prefera biyi solate d from bumansin Bolvia or
nisighboring coun tries. Alignment was done with the Clutal fundtion
of the MEGA 7.0 program. The ends of the s=quences of the nefer-
ence srains were trimmed to obtain aconse s kength of 1245 bp of
thie hsp 70 gene in the s tud ied Bolfv ian shrains.
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Dendrograms were built and the svohtdionary relationship of
the sequences was @loulated using the Meighborjoining statistical
method Al nudestides were duplicated in order not 1o lose the
information of the heterozygows positions, and the dhstering analy-
siswas done using the MEGA 7002 and Biohumerics 75,3 {Applied
Maths] programs. &s ecemal group, 2 Fypanosoma owuri s=quenoe
{HCHG0000.1) obtained from GenBank was added. The monophyletic
proups were calo bxted with a bootstrap of 1000 replicates. Brolution-
ary distance s were caloulated wsing the p-distane method. n parall=l,
Heighbour-nets (NN were mmstructed using Splits tree version 4148
software [Huson & Bry ant, 20048) frombsp 0 dateests using the uncor-
rected p-method and an equal angle s represen tation.

Pohymaorphism amalysis wes caried out manually, identifying the
nucleotide positions with variahility be teeen solates, which allowed
s bo i sorimi narbe them at the species level and to identify differenos
in thenudleotid e positions hebees an spede s nd sulb-species within the
L brazliensis ample.

The genetic diversity of sequences and the diver sity of haplotypes
fior the hspAD gene were caloulated wsing the program DmaSP version
51001,

The diinical data collscted werne related to the typifisd spe des and

sub-species.

16 | Ethical aspects

This res=arch was camied out with Eolates from patients with sus-
pected TL attending the LABIMED, 2= part of 2 collabarative ressanch
project betessen SGlohal (Baroslona, Spain] and CEADES Founda-
tion {Cochabamba Bolivial The study protocol was approved by
the Ethics Committess of the Hospilnl Clinic de Barorlona in Spain
{HOR 201 4/0587); CEADES Salud y Medio Ambienie and the Racubtod
de Medicing UMSS both in Bolivia. Al suspected cooes of beishmania-
sis prowide d writhen informed consant { parents or guand ians in ose of
patients under 18 years old) befione par tidpating to the study. Al k=ish-
maniasis suspects wene diagnossd for free and O and MCL confirmed
o5 were nefemed fortreatment

2 | RESULTS

21 | ldentification of the Leishmania braziliensis
complex

A total of 41 Bolivian strains of the L branlienss complex jobtainesd
from 32 patients) were analyzed On the basis of the BLAST results, 24
1 59%) were identified 2 L brasliersisand 16 {39%) 2 atypic lforms of
L bramiliencis{outiier] Theperosntage of smilarityof these shainswith
respect to the GenBank reference strains was 99746~ 10009 (Tabl= 1]
Oine stram M HOM /B0 SACUM-1372) presented the same per-
oentage of similarity {¥9:92%) to both L pewwians and L braniliensis
reference strains {UNS0TE45.1, 1IFRT15M 71, respectively), but was
characterized o L peawiona becaee it & grouped with the nefere noe

WILEY- ==

strairs of L peuviana {Figure 1, bootsirap value 54 and nucdleotide
pusitions 51 {4) and 561 {4) enabie to distinguish L pewrsiana from the
other two taoa (Table 21

22 | Population study

Thedendrogram obtained with the alignment of the £8 sequences (41
strairs of the present study, plus the 26 referenoe strains of Leishma-
niaoitained from GenBank and one sequence of T. crus obiained from
the GenBan kused a5 extemnal group] i shoen in Rgure 1 Tao dusters
areckserved one mmesponding to the subgems Viamiaand the other
to the sub-genus Lsishmania (L mexicana and L amamsnensis re ference
strairs] Within the Viannia subgenus, the L lainsoni strains ane sepa-
rate from the others in their own branch. The Leishmania guyanersisand
L braziliensis compleoss bifurcate from the other branch. L braziliensis
and L pewsian s appear groupe d inadhsber, whils 1] bmziferss outier
s prouped ina separ ate branch together with L. naiffi fbootsbrap values
of 98 and 70, respectively]. In the branch of L peruviana, the Bolivian
strain OUM-1372 & found ina sub-brandh together with a reference
strain of L borilimsis

The Heighbor net analy sk identifies three distinct genetic dusters
showing that L brazilienis outlieris dear ly separated from L braziliensic
and the presenos of possible hybrids of L brarliensis/l peruviang | OUM
1343, OU 1352 located b L bmzifenis and L p i dus-
ters {Figure 2]

23 | Polymorphism analysis

The alignment of the hsp?l gene fragment of 1245 bp allowed the
idenfification of fhres species of the L braslisnsis mmplec L brazsilisn-
sis {24 shraing), L pouviana (1 sirainl and L buziliesi outler (16
strams]l which differ in seven nudeotide positions (Table 3. Five
non-polymar phic nucleotide positions (288, 297, 642 993, and 1213)
allow L bmziliensis outli er to be discrimi i fram L p iana and L
bmrifersis and two others {51 and 561) allow to disoriminate L peu-
wiana. This study revealed 146 genotypes (1-146) among the Bolivian
strairs: sixgenoty pes of L bmriliesis, nine of L brasilierss outier, and
one of L pravianal, phs six different genotype s found among the ref-
ermnce shrains (17R-22R) {two penotypes. of L brmazilensis, three of L
i outlier, and one of L peruwiana).

Trwenty-seven per cont of the sbains jn =11;4/24 L braznlimsis 1/1
L peruviana, and &/14 L brazilis sis outlier) showed heterozygosty in
any ofthenuckeo tide polymor phic position sanalyzed. Traces of genetic
exchange betwesn L boriliesi and L paruvians wereobserved in some
of the strains (genotypes 4, 5, 61

The genetic diversity analysis of the hsp70 gene fragment per-
formed by the DmaSP wersion 51001 program, induding #he L
bmarifersis- . pemsiana group and the L braziliensis outlier sequences,
showed four polymaor phic stes and four mutations in both groups ana-
byz=d (Bble 31 A gre ater penetic diversity (Hd = 0.8 and nucl=otide
diversity {x = 0.00124) were olserved in L barilsis outler am-
pared to L brazliensic-l pewsiana
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B OMEO 201 40U 1272
MAHOMEO X0 4A0UM- 127 58
BAHOMEBO 0] 40U 137 4L
MHOMED 201 4/0UM- 1279
BAHOMEBO 01 4A00UM- 128 12

MAHOMEO X0 4A0UM- 12037
AHOMEO 201 4/0UM- 1284

MHOMEOY 201 4/0UM- 12887
AHOMEO 01 4/00M- 12897
AHOMED 201 4/0UM- 1292
AHOMED 0] SACUM-1293
MHOMEBO X0 SAOUM- 129.5°
MHOMEO 201 S/0UM-1297
MAHOMED 201 S/0UM- 1298

AHOMEO 01 S/OLUM- 1309
MHOMEBO 201 S/0UM- 1315
AHOMEO 01 SOLUM- 1318

MHOMEOS 201 SA0UM-1318
AHOMEO 01 SACUM-1319

AHOMEO 201 S/OLUM- 137G
AHOMEOS 201 SAOUM- 1372

AHOMED 201 BACUM- 1373
OO 201 SAOUM-137 4

TORRMODETAL.
TABLE1 Ildentifiction of B offvian strains of the Leishmania brazilienss complex by hsp 70 genesequending
Aoresgion Coverage (% of
GenBank reference strain Humber Genflank Identity) Spedes ldentification
MCANPEMLA EMD D FRT159911 1245/ 12045 | 10uRe) L bvoziflersts ou tller
AHOM BT S04 LS9T4271 1245/ 12045 | 104FE) L. bvoziflensis
MAHOMBRT 52004 FR7S0011 1245/ 1245 | 1008E) L. bveziflensic
AP ARLHE 182 PRS00 1245/ 12045 | 104FE) L. bvoziflensis
MAHOMERT S04 FR7#90011 124471245 (99 97%) L. byezillencic
O BT S04 FRTSA0011 1245/ 12045 | 104FE) L. bvoziflensis
MHLERSAM 10187 HF584349.1 1245/ 1245 | 1000) L beoziflensls
BAHOM B - OL 1 80 FHIP5039.1 1245/ 12045 | 104FE) L bvoziflensis
MHLERSA M 10 187 HFS84349.1 1245/ 1245 | 1008) L. byoziflensls
LB RARA 10 187 HESAA3A0 1 1245/ 1245 | 10uHE) L. bvozillensls
BAHOMAERYT S04 LEs9T4a271 1245/ 12045 | 1048E) L. bvoziflensis
MAHOMPE A -8 8] FRATITSLL 124471245 (09 022%) L verziblenists o lier
BAHOMPE OVPER 18300 FR7 159901 1243/ 1245 (99 8.4%) L. bvozifersts ou lier
AHOMPE A2LHD 182 FHI950401 1245/ 1245 | 1000) L. byezillencic
BAHOMERYT 5204 FRTSA0011 12420 1245 (99 92%) L. bvoziflensis
MHOMBO-/CLIMLE0 FH395039.1 1245/ 1245 | 1000) L beozifensls
BAHOMPE OVPER 18300 FR7 159901 1220 1245 (99 T 4%) L. bvozifersts ou lier
MHOM/PE /OVPER 1430 FR715990.1 1242/ 1245 (99 7 4%) L. byozifensls ou ther
BAHOMPE OAPER 18300 FR718990.1 1200 1245 (09 T &%) L. bvoziflershs ou fller
AHOM BT S04 FRTSA0011 1245/ 12045 | 104FE) L. bvoziflensis
MCANPEMLAEMD I FRT159911 124471245 (09 922%) L. bveziflemsts o flier
O BT S04 FRTSA0011 1245/ 12045 | 104FE) L. bvoziflensis
RATHLERBA M 10 187 HFESAA3A9.1 1245/ 1245 | 1000) L. byezillencic
AHIERABAM 10 187 HESAA3A9 1 1245/ 12045 | 104FE) L. bvoziflensis
MHOMBERT SM2904 FR7 990011 124471245 (99 92%) L. beoziflemsls
BAHOM B -/OL M S FRATITEAL 12440 1245 (99 9% L. bvoziflensis
MHLERSA M 10 187 HFS84349.1 1245/ 1245 | 1008) L. byoziflensls
BAHOM B0 - AOU M S FRATITEAL 12440 1245 (09 92 L. bvozillensls
BAHOM B (OL S 55 FRATITSLL 1243/ 1245 (99 8.4%) L. bvozifersts ou lier
AHLERAA M 10187 HFSAA340.1 1245/ 1245 | 1009E) L bveziflensic
BAHOMPE /A HI8 51 FRETITALL 12840 1245 (99 9% L. bvozifersts ou lier
MCANPELALENMR X FR7159911 1245/ 1245 | 1000) L verziflenchs ou ther
BAHOMPE OPER143,0 FR7 159901 12840 1245 (99 9% L. bvozifersts ou lier
MHOM/PE (OVPER 1430 FR7 159901 124471245 (99 927%) L. beezifersts ou ler
BAHOMPE OPER143,0 FRT 159901 1243/ 1245 (99 8.4%) L bvozifersts ou lier
MHOM/PE /OVPER 1430 FR715990.1 124471245 (99 927%) L. byozifensls ou ther
MCANPEMLA EMD D FRT159911 12440 1248 (09 92K L bvoziflersts ou tller
AHOMPE (O PERODS A FR7 159871 12440 1245 (09 9% L pereniang
BAHOMPE 1990 HE S, LH907845 1 12440 1245 (09 9%
RAHLERASA M 10187 HESAA3A9 1 12447 1245 |09 92 L. beoziflensis
BAHOMPE OVPER143,0 FR7 159901 12440 1245 (99 9% L. bvozibersts ou lier
RAHLERASA M 10187 HFEB4349.1 1245/ 1245 | 1008E) L bveziflemsic

AHOMEO 01 SACUM- 1374

The ksobates from the same patent jnine patierts withmone thanone solate]) are marked with asupers oipt 1.2 34, 9 inthe WHO code of the strain.
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FIGURE 1 Meighborjoiningtreebased an the b7 gene ssquences. The bootstrap valu = are repressnted in thenodes. The bottom scale
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L. brozidf

L. pernvivie

1309,19%1%, 1313
-
les1
dsis ontiier =

FIGURE 2 Geneticdistancs evakuation of hsp?0 by Neighbor-net {MN] in Leishm ania brariliensis complex. Boots trag value s {1000 replicates)

are shown on the edges peroentages)

TABLE &4 |Leishmania brazliens s mmplexs trairs analyzed and theirrelation ship with diinical charace ristics

# esion per Fatients with Patient with
Species Hoofisolates N of patients patient Palenswith L MCL treatment fallure
L. bzl 24 19 1-4 i a &

L perundana 1 1 1 o 1 1

L bmilensiscutier 14 12 1i-a i1 1 o

Tattal a1 ] = ] 10 7

O, cutansous leis hmaniosis, MOL, mucoortanesous bkelshmaniosis,
“Fouwr patien & with localized cutan esows s lors and b i

O Utaneols B ons

notramember the timeof onset, or did not the one patientwith chronic
mucsal kesions. The L peruviana strain was solated from apa tient suf-
fering from mumsal lesions and with treatment failore | OUM-1372).
The CLBA-1372 shrain, which was identified a5 L peruviane, waes iso-
lated froma 71-year-old male patient living in Puerto Zudafes {Cha-
pare provine, Cochabambal, who had two scars, one on the fac= and
one an an upper mb, and active lesions in the netril The patient
referred that the skin lesions wene active approximately 5 years ago
{around 2010} and were healed with one or two ampoules of megh-
mine antimoniatbe { GucantimeE) purchassd from local phar macies and
applied repeatedly. In addition, the patient reported that in 2010 he
already had muoosal lesions, and in X015 he traveled to the city of
Codabamba to reque st medial attention being confirmed the diag-
nisfi cof MCL in our labor atary. He firs t recefved 2 complete trestment

with Glucantime® but did not improve. After several months, he was
hospitalized for 3 maon ths: bor sos fvea oomple te trextment withampho-
tericin B, which led to an apparenfly complete recowery. In 2015, the
mucasal ke sions reactivarted and b
anather full brextmen twith amphoter idnB .

d to Cochabamba to necshe

3 | DISCUSSION

31 | Identification of the Leishmania braziliensis
complex and polymorphism analysis

Several techniques fbiochemical, molecu b, and proteomii) hawve been
used to identify the Lsishman ia spedies, responsibie fordifferent diinical
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fior ms of leishmanizs s around the world {Adhoundietal, 2017 Arama
etal, 1990 Ladhaud =t al, 2017, Van der Auwera =t al, 2003,2014)
PCR and sequencing of mmerved gene amplifisd products ane our-
rently widely employed. The genes encaoding the hsp?0 probeins wens
among thefirst to be used in i s tid characterization, as they are
highly comserved and present in various copies in tandem (Folgusia
et al, 2007 They have been wseful for phylogenetic and i

TORAKOETAL.

However, nothing & known about the evolution of L brasiliensis
gutfier. The genetic diversity index showed that L brazsiliensis out-
lier has grester diversity than L bmrilensis, these data supporting
that L brazsilien sis outlier diverges from L bmriliensis, which can also
be chesrved in both the Meighbor-joining dendrogram, and in the
Neighbor-het amalysis

& hica | arigin could be rulsd out, as L brarlisess and L

studi e of | sishmania in both the New and Oid Worlds {Conter =t al,
201 ¥ Odiwuor etal . 2012; Van der Serwera & Du fardin, 201 5; Van der
Breera et al, 2017 and have proved to be suitable and sensitive tar-
gets for the ty ping of neotropical Leishmania species from tissu es (Gar-
cia etal, 2004 giving reproducible resul .

In the pressnt study, PCR and ssquencing of 2 1245 bp amplifi=d
fragment of the hsp 3 gene allowed the phylogenetic analysis of L
brazilisnsis complex strains solated in Bolivia, 25 already camied aut in
other countries in Latin dmerica (Faga et al. 200 Van der dorwera
& Dujardin, 2015; Van der Auvwera ot al, X014). The analyss showed
thepresence of L brarifiensis, L peruviana, and L brazsiliensis outliec The
identification of L braziliensis outlier has epidemiclogical and diinical
relevance, 2= no systematic shudies of this type with TL-causing Lmish-
mania strais hawve been @rried out previously in Bolivia, or in other
Latin American muntries. This, despite the fact that several authors
hawe reporbed atypicl spedesin Peny, Panama, and Bolivia{Fragaet al,
2013; Odwuar =t al, 2017 named as “atypical L buriliess” Fraga
et al, 2007, "L braslimsis type 27 (Van der Avwera ot al, 2014), "L
brazlienss type 37 ({Odisuor et al, 2002) and "L brasiiensis outlie®
{Van der A a et al . 2017). Indeed, there & not yet 2 consensus in
their tamonomic name neither pasition, despite being more prevalent
and easier to disariminate than L peruviana. A mone detailed pind oge-
nietic shudy i nesded to darnify its tawonomic stats (Van der Ausera
etal 5.

Based on the findings of this study reganding L peruviana, the ref-
evence shrain MHOMPEDL/PERODS ] | = MHEOM/PEDLLH 1400
character imsd 2 | bmrilienss FR7T 159871 {ddaui =tal . X011] mayako
belong to L peraviana {genotype 19R of owr shudyl. In fact, this nefer-
enice strain s reported to have miesd allsles from both species, dus-
e ing with L. pewu siiana in some studi e and with L brariisnsis in others
Odimuor =t al, 201 % Van der Auvwera et all, X013]

This study 2 well demors trated the genetic diversity of the hspAD
gene among the L braxiliensis mmplexwhich is divided into two deardy
differentiabed chsters, the so-called L brasilienss “outlier”, and the
second comrespands to L braslienss, whens the Bolivian and refer-
enice sirains of L peruwiang ane also located. Similar results have been
oblained in studies using AFLP of the hsp7) gene or MILST analyss
of four mar ers (hp70gene. 75 LRNA gene, riDHA I TS 1 and miniexon)
0w or etal, 2012 Van der Suwera =t al, 2014) However, in some
cmes, despite chushering separately | brasilisnccoutiier and L bmarilia-
s e oonsid ensd to b clades, L per
thie bartter {Wan der Suwera etal, 2013)

L braziliensis i nown to be the predecesor of L perwviana, which
evohved in adaptation to the different emsystem in Peru {Dujardin
et al, 1995), with hybrids of L brasiiensis’l. peruviana being neparted
{Kato =t al, 2014 201% Nolder et al, 2007 Odisuor et al, 2012)

being grouped with

brazilensis outher ane both widely distrit ] iin Lartiin &

in Perw, Parama and Bolivia (Fraga et al, 2013) and it seems that the
twen rou s of She s are sy i Due bo par asitess induded in this
stud ywere Bolkated during teo. mmsso tive years, the identified geno-
types existed Smul taneously and the possibility of a time bias can be
enchudied {Odiwuor etal . 2012]

The finding of 146 genotypes within the L bmrilenss comples, indi-
cates a high degree of polymorphism in the hsp? gene, especially
among L braslienss outlier strains. Four types of ambiguities wene
identified (R, Y. K. ML withup to fhree ambiguities in the strains from
gemotype & CUM-1343 and CUM-1352) cmmesponding to poss bl
hybrids of L brarliensis/L. peruviana. This finding i dinically relevant
bacase hybrids cn potentially causs mumsal beishmanizss (Molder
et al, 2007). In owr study, onky the CUM-1343 shrain was assod ated
witth a chronic mucocutaneous lesion with evolution time unlnown
> 12 months), whereas the CUM-1352 shrain wes asocixted with
skin l=sion with thres months of evalution. None of thess two strains
repanded to the treatment with meghumine antimoniate (Glucan-
timeE).

A previousinvestigationcan isd out wi h solates from Pen, Panama
and Bolivia, besed on the analysis of 2 1380 bp s=quence of the hspF0
gz ne, abo showed ambiguitie s up to fourin group 1L brariiensis) and
group 3 {L brasilienss atypicl], and 2= many 2= s=wen in intemed-
ate imolates betwesn group 1 and 3{Odiwoor =t al, 2012) which may
be due to L braziliensis] brarliensis outher hybrids (Van der Auwera
etal 2017 The presence of numerous ambiguities ould bene ibed to
g netic recombing § on even s among parasite popu bations, 2= shown in
a study of the L brazgiliensis mmplex, or to genetic exchange, 25 demaon-
strated in L donowani {Boité =t al, 2012 Famndnderdrévalo et al,
200 Lot et all, X007 The pressnce of L brazilien sic outlier with
thres nudeotide ambigui fes suggest low level of genetic remmbina-
tion inthestains droulating in Boliviaor posibly donal and oocasional
semal reproduction {Cupolillo et al, 1998). The ssquencing amalysis of
four genes: {mpi, mdh, gpi, and Spgd] with atypicl pattems in MLEE,
has all | the dharacterization of Mew World Leishmania species.
[ o] . @5 a high mumber of single nudieotide polymorphisms in
thiese genes are found on different dromosomes, it i thought that
the variation is distributed throughout the genome, indiating that: the
divergence of this group of atypical parasites did not ooour recently
| Touleryasma o=t al 2009

O the ofher hand, the OUM-1372 shrain {identified a5 L peruviana)
presented 2 single ambiguity Y] in position 978, which is the only dif-
ferenoe with the == of the L peruvi ferenre shrains ised
in this shudy. Thus, this could represent the first report of L peruviana
iin Bolivia, or apossiblehybrid of L bmarifensis/L peruviana, as i thas the
g netic profile of both spedes.

2, namely
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A previows study with cmmplete genome sequencing inchuding &7
strairs of the L braziliensis comple: from Peru suggested that defor-
estation in the kst 150,000 years has influsncsd the spedation and
diversity of parasites, and whole genome amlysis demomnstrated a
mesiatic-fils recombination be twesn Andean and Amaronian Leishma-
nig species, neswiting in 2 full-genome hybrid (Van den Broeck =t al,
2020) The identification of possible hybrids in Bolivia & thensfore
another neason to suspect that L peruwiana could also be dinoulatingin
this muntry.

32 | Clinical characteristics of Bolivian Leishmania
braziliensis complex strains

The L brazliens aymples was identifisd 25 resporsible for TLin854%
of the solates chiained in the region of Codabamba in Bolivia Our
resubts agres with thase descoribed in other endemic areas of TL in
Baolivia, such as 73% in Thapare, 25 well department of Codhabamba,
and §5.5% in the department of La Paz |Bilbao-Ramos et al, 20171
Similar results have hesn cbiained in other ILa tin Amer icn countries
{ Dawiies =t al, 2000; Montalvo =tal, 200 &; Teles etal | 201 5)

In our study 28% of patients presented chronic mumsal kesions with
mare than 12 months of evdlution and ivolvement of the oral and
nasal mucosr one patient by L braslierss outler, one by L peruviana
and seven by L bariliesi. According to previous reports, from 1 to
1086 of sk in besions caused by L brasiliensis tend to develop seriows and
disfiguring muoonutansous ksios, and can even lead to pr onia

WILEY =

et al, X17F; lucas et al, 1998 Organimcdn Mundial de b Sald,
2010)

Ina shudy using hsp70 PCR RFLP. 2 Bofivian L brazilian sis shrain iso-
lated from a mumartansous besion {OURM-29 FRI9504 1) also showed
an L peuviana profile (Montalvo et al, 2010) Thersfore, the authors
comsidersd that more intra-spedes studies: with a higher number of
isolate s of the L bmrilensis complex need to be camied out to explain
thiis befarvior Inaddition, we identified possible hybrids of L brazilian-
sis L perurviang §CIUM-1343 and CUM-1352), which are also suspected
in Colombia {Montaho =t al, 201 4). Hybrids of L brasiliensisf] | pew-
wiana hawve been identified in humans, dogs and =and flies in HuSnuoo,
Peru, where both species are endemic, and arepoten tially @ stive of
mucasal k=sions {Dujardin =t al, 1995; Kato =t al . 2014; Nolder =t al,
0T Lilbe witse, the hybridization of strains aould hawe dinical implic-
tiors related to the behovior of the parasibe, adaptation to the wvechor
and responses to treatment {Hamad =t 2l 2011).

In Baofivia, lsshmanixis & penerally treated with meglumine anti-
mianixte for skin lesions and amphotenicn B for mumsal |e=sons; mil-
tefosine, ketoconandie and itreconamle, among others, are also wsed
witth variable results (Minsterio de Salud de Bolivia, 2015). In owr
study 2% of the partients infected with the L brazilisess oomples pre-
sented treatment failure; sin pation ts infected with L brasilienss i led
1o respond to meglumine antimoniate, wher s only the single patient
infected with L pewrsian adid not improwe with amphotericn B. Prev-
ous studie s inlB ofivia reported trextment Faillure with pentavalent anti-
monials, miltefosine and even amphotericn B deoochotate, resulting

{Burra et al, 2018; Pan American Hea lth Organization\Waor id Heaith
Orgamization, 201 #h).

In the present study L bmrilensis gutlier was solated from skin
le=sions mare frequently B7.5%] Teo strairs of L brasiliensis oufiier
wer e Bolated sSmultaneously from dhronic mumsl lesions foral and
na=ml > 12 months of evolution) comesponding to the same patient
So far, few pu bications have described the dinical and = pidemiologi-
cal characteristics of infections wi thL bmrilensis outler in othercoun-
trie it has been molated from patientsw iths kinbe Sons {Odmuoretal,
201 2] whereas in astudy that typified fivestrains as L braziliansisout-
[, thres were obtained from mucooutansous k=ions and teso from
skin lesions (Tsulayamaetal, 200%) Inaddition, hybrids of L. bazilier
il brasliencs outh erhave al so been reporbed, but without 2 desonip-
tion of the dinicl lesions {Van derAuwera ot al L 2X013).

W identifi ed L pevenianaiin a patientwith muoosl kssionsin Bolivia
without a history of trawveling to Peru, and who works in agricufture
in the Chapare region {Codhabamba). The distribution of L peruviana
wars thought to be restricted to endemic aress in the rural And ean and
inter-dnd =an valleys of Peru {betwesn 1000 and 3000 m above s=a
leved) Prevalo et al, 2007 Koarashi =t al, 201& Kato =t al, 201%;
Ly =t al, 1778] but it has also besn reported froma kowdand area
and other emnegiors of Peru indhuding the Amaronian jungle (né-
valo et al, 2007). L peruviana usially cases 2 benign form of outa-
neous keshmaniass known = uta {lason & Shaw, 1987 Van den

inth of combined treatment shraie gies {RojasCabrerast al, 2017)
or pevilesional treatment {Rojes Cabrera etal, 2019

Amother study in Brazil found an effectivenes of S3.8% in patients
infected with L brazlisnss trested with meglumine anfimonixte
whereas a study in Peru reported therapeutic failure in 304% of
patients infected with L brasliensisand 24 5% for L peruviana | Arevalo
etal, 2007 . Liloma e, it wes: repor bed that ke sions: <5 wesis of ewhe-
tion, muttiple k=sions and infection by L barilenss have the highest risk
of therapy failure with sodium stiboghumnate (Pentoestan®] {Lanos-
Cusntas et al, 20048). Comparing these results with ours with meghr-
mine antimaoniate, similaritie @n be obeerved in the groupe mul tipi=
ll=sions (i our stud g, two and thre el chronic evolution {8 wesks) and
the spedies, 25 alll were typified a5 L borilies i sensy stricto.

Inow sample, none of the patients nfected with L bariies i out-
e r presenied treatment: failure during the time of shudy induding the
patient with muomsal lesions. There are no scientific reports refering
to the dinicl and = pide miological daracteristics of L bmorilies is out-
e infection. posibly beause the typing techniques routinaly used
cannot discriminate the spede s within the L barilias & oomples {Odi-
wuar =t al, 20102 Thus, more moksaulbar sbudies on species dsorm
ination and their dinical and spidemiclogical relevance are required
{ Tsulcaryasma et al | 2009

An important obse rvation in our study not previowsly reported in
LLatin America, i that a patient with dhronic mum=l lesions {Eotxte
CUM-1372 | pevaviana) failed to respond totreatment with both meg-

Broscketal, 20000 but cmes of mucasal and die I  he=is i
sis amociated with this species have besn reportsd {Epinora-orales

lumin= antimani d amplha tericin B deoaychalate. S pha tericin B
is not uswally recomme nded due to its toxicity frenal, hepatic, etc ] and
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i onlyused s an alttemativein cases of treatme nt failur e with first-line
drugs or in spedal situations {Onganizad an Panamericana de ka Salud,
2013; Rodriguez Galvis =t al . 2020) Trextment faillure i known to be
mare fikely inmucomsl kesons {Minsteio de Salud de Bolivia, 20151
pasibly because this dinical manifestation is refated to the mmuno-
compromissd status of the patient {perbops due to difficulty in feed-
ingl a factor that could contribute to the severity of the infection as
el | e thhes e iciniB M etal X Wan
Griensven=tal, 2014]

dusion, this first sys i hysis of L berilien-
=iz aymplex: Eolates from Bolivia has revealed the pressnce of all the
species, L buriliesi, L boriliensis outlier L. peruviana, at least inthe
department of Cochabamba. Regarding their amsociated dinical dhar-
acteristics, L braziliansis outhier was frequently solated in skin lssions,
in one cxse with muomsal invobement. Unlike L brasliensis no pheno-
type of treatment failure was cheerved for infection with this atyp-
ical species. The study of populations and the analyss of polymar-
phisms showed that both groups pr ] muchsotide biguities
indicative of geneti crecom binatian pr In addition, the detec-
tion of nudlsatide posifions allowsd grows of the mmplex to be dif-
ferentiated . This study demonstrates the feashility of performing sim-
ilar inter ventions that are required inother endemic areas in Bolivia
Mo, mmplasine the relevance of determining the gene tic character-
istics, g mographical distribution and dinicalimpad of the L brasilisness
camplex in arder to obtain more nowled geabout t ke miology of
TL and iits control.
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UTILIDAD DE LA ESPECTROMETRIA DE MASAS
DESORCION/IONIZACION LASER ASISTIDA POR LA MATRIZ CON
DETECCION DE MASAS POR TIEMPO DE VUELO EN LA
CARACTERIZACION DE CEPAS DE LEISHMANIA CAUSANTES DE
LEISHMANIOSIS TEGUMENTARIA EN BOLIVIA FRENTE A LA
SECUENCIACION DEL GEN HSP70

Mary Cruz Torrico, Anna Fernadndez-Arévalo, Cristina Ballart, Marco Solano, Ernesto Rojas, Alba
Abras, Fabiola Gonzales, Albert Arnau, Silvia Tebar, Teresa Llovet, Daniel Lozano, Eva Ariza-

Vioque, Joaquim Gascon, Albert Picado, Faustino Torrico, Carmen Mufioz, Montserrat Gallego.

MICROBIOLOGY SPECTRUM 2023, vol. 11 (1) p. 1-9

Factor de impacto: 9.043

RESUMEN

La espectrometria de masas de tiempo de vuelo de desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz
(MALDI-TOF MS) es una técnica proteémica con eficacia comprobada en la identificacion de
microorganismos, como bacterias, hongos y parasitos. El presente estudio tuvo como objetivo
evaluar la utilidad de MALDI-TOF MS para la caracterizacion de las especies de Leishmania
circulantes en Bolivia utilizando la secuenciacion del gen hsp70 como técnica de referencia. Se
analizaron 55 cepas de Leishmania que fueron aisladas de pacientes con leishmaniosis
tegumentaria. MALDI-TOF MS identifico dos especies del complejo L. braziliensis (L.
braziliensis, n = 26; L. braziliensis outlier, n = 18), una especie del complejo L. guyanensis (L.
guyanensis, n = 1), una especie del complejo L. lainsoni (L. lainsoni, n =2), y dos especies del
complejo L. mexicana (L. amazonensis, n =5 y L. garnhami, n =3). Todas las cepas fueron
identificadas correctamente a nivel de, género, subgénero y complejo, pero 10 de ellas (18%)
fueron identificadas erroneamente como otras especies dentro del mismo complejo por la

secuenciacion del gen hsp70, correspondiendo 7 de ellas a posibles hibridos. Asi, una L.
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braziliensis correspondio a L. peruviana, dos L. braziliensis correspondieron a L. braziliensis/L.
peruviana posibles hibridos, dos L. amazonensis correspondieron a L. mexicana, y tres L.
garnhami y dos L. amazonensis correspondieron a L. mexicana/L. amazonensis posibles hibridos.
En conclusion, MALDI-TOF MS podria utilizarse como una alternativa a las técnicas moleculares
para la identificacion de Leishmania spp., ya que es de bajo costo, simple de aplicar y capaz de
producir resultados rapidamente. En Bolivia, su aplicacién permitiria mejorar la gestion del
seguimiento de los pacientes, la actualizacion de los datos epidemioldgicos de las especies de

Leishmania y contribuir al control de la leishmaniosis tegumentaria.

Palabras clave: Leishmania, caracterizacion, MALDI-TOF MS, secuenciacion del gen hsp70,

leishmaniasis tegumentaria, Bolivia.
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ABSTRACT Marix-asised lxer desoptionionzation-time o fight mass spectiam ety
IMALDI-TOF MS) s & proteamic technigquee with proven efficiency in the idenificaion of
mrlcRonganisms, such a3 bacter, fungi, and parasies. The present siudy simed 1o evalu-
ate the wsefulnes of MALDITOF MS for the characterimtion of Leishmania specied ciru-
lafing in Bolivia wsing hsp70 gene sequencing a5 a relermnce technique 55 Leshmnia
simins el wer bobid lrom pabents with tegumentary kishmaniats were analyzed
MUALDETOR M5 identlied two species of the L braslisri comple (L berslienis, n = 26;
L bersliensis outlier, n = 18, one species of the L guyanensis omples (L guyanensis,
i =1, ane species of the L lainson comphe: (L lokuon, n = 2, and two spedes of the
L mexiana complex (L amamnensE, n = 5; and L gornhamd, n = 3. All of the stesing
were camrectly identfied a1 e subgems, gems, and comple level, bt 10 of them
{18%] were misidentified as other species within the same comple: by the s gene
sequendcing, with 7 o tese coresponding to possible hybride Ths, one L bersilians
aoiresponded 1o L penwviang, teo L brailensis comesponded to L brazlensis] pervi-
arter possible hybrids, two L amamnenss corresponded o L medeana, and thiee L gam-

it P B, M, Ly off B el
hymi and two L amdaroneidl @redpondsd 10 L madcand’l. amamnendis podsible

Coprprighn © 2073 T coar al. Thisis am

hybrids Accondingly, MALDI-TOF MS oould be wsed &8 an Alternetve 10 molacular eduni- e a2 e Lraiar thad TP
auees for thee identification of Leshmania spp, &5 it i low @st, simple 1o apply, and able ::ﬂ;TCmHMM‘ﬂ

o 2 Tl [== 43
o quickly produce resulis In Bolhia, its application swould albw for the: improvement of o e
the management of patient falow-ups, the updsting of the epidemidogial dae of he e Gallage,
Lejshmuania species, and a contribuBion 1o the contra of tegumentary leishmaniasi. i g D

IMPORTANCE The objeciive of the study was 1o evaluate the usefulness of MALDH- T it P S ckar o confict of inaie sz

TOF M5 for the charsctedizstion of Leihmania specied circulsting in Bolhis, in oom-
jparison with the sequendcing o the kpf0 gene In our study, sl of the isolstes oould Pt | 1 iy 03
e identified, and o misdentifications were observed at the complex level Although
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the eguipment implies & high initial investment in owr conlext, MALDITOF MS
can be wsed in different aress of micro biclogy and significantly reduces the cost
of testing. Once the parasite culiure is obisined, the technigque quickly yields in-
formation by accesing & free database that is svailable online. This would allow
for the improvement of the management of patients and lollow-ups, the upd sting
of the epidemiological data of the species, and a contribution to the contnol of
tegumentary leishmaniais in Bolivia. Likewise, it can be wsed to determine & spe-
cific reatment 1o be given, scconding 1o the cauwsal species of Leishmanis, wihen
there ane protocels in this regard in the area

KEYWORDS Leishmania, characterization, MALDETOF MS, hs gm0 gene sequencing,
Leguaentary beishmaniasis, Bolivia

eishmaniasis is cauted by protozos of the genus Leishmummia, which incledes st least

22 species that are pathogenic to humans and are growped within the sulbgemnera
Lesishragmia and Viammia In the MNew Wodd, 15 spedes of Leishmania with different pat-
e of tropiem visceml leshmaniass (WL cutaneos beishmaniss [OL] and mooosal leish-
manizasds [ML] heve been identified and all of them cawse tegumentary leishmanizsis [TL)
imscoaal and astanesds involement) (11 In the Last 20 years, the Pan Amenican Health
OwganizaBon [PAHD] hes been notified of 1,067,759 wses of OL and ML in Sowth Amernica,
and, in 2020, the Plurina Bonal State of Balivia was the fowth couniry in the area in iemsof
e rviamibey of cates novfied (2. In Bolivia, TL is present in seven of the nine depatmens
inbo wihich the @unty & sdministratively divided [La Paz, Pando, Beni, Cochabamiba, 5anta
Crur, Tarija, and Chuguissca) (31 The langest memibes of eponed cases ane concentmied in
e fiist four of the menBoned depariments (4). Leishmania species identification in Bolvia
is pedormed only spomdically, but the svailable dats indic e thet L ol is the most
prevalen, being chamdesized in 90% of lesons in TL paBents, and this is falowed by L -
sliensis outlier (39%) and L krsond (736) (5, 61 Other spedes present in the country ane L
gurpmnensis and L amaasnenss (7, 5] Recently, L pearviang has abo been detecied 5]

The characteriration of Leishmamiy spedes is impotant in disease mansgement, 5 it
allowe for the sdm inistration of the appropriste theatm ent, Badalitaes the predidion of dis-
edie evolution, and provides epidemiological data on leEhmaniasis (9, 10). Several bio-
chemical fsoenryme decrophoress and soeleciroloosing) and maecular technigues
susth s randorm am plified polimonphic DNA (RAPD]), paly merase chein resction-nes mioion
fragment length polymonphism (POR_RFLF), FOR- sequending, mulleoes ssquence Typ-
ing MLSTL multilocus micnosatedlive: typing (MUMTL etc, have been applied for the identi-
fication of Leishmania species in diferent areas of the wadd (11-151 A widely wsed srat-
gy is based on PCR amplifiction and the sequending of the gene encoding 4 710 ke
heeat shock protein (k00 (13, 16, 170, which is highly conserved and ocows in multiple
copies aranged in tandem (18

Proteomic technigues, such 28 matri-asisted e desonptionfonizat on-time of
g ht mass spectrometry (MALDITOF MS] are currently being applied to dharacterize
mionsorganisms |19, 20)

AMALDFTOFR M5 technique Lo identify Leichmania spp. wias fimt developed in 2014 21-
23). Due i its Simplicly, speed in abtaining resulis, and low cost, MALDHTOF MS could rep-
resent & suitsble method for Leishmania drarsctesization in countses with imbed sooes to
modecular toals but whes the technigue is akeady sveilsble in micobiclogy Laborsories
for the: routine identification of backeda and peasis. Ths, the present stedy simed bo evalu-
aibe thee uese fulneess of MALDFTOF M in the: charsoteriztion of the Leishmamia species caws-
ingy TL iin Bodivia, wsing hep 70 gene sequencing a3 reemenos Bdunigue.

RESLULTS

Characterization via hsp70 gene sequencing. By sequending the hgp? 0 gene, we
identified 55 stmins as follows 23 L barriliensis, 18 L braziliensis outlier, 1 L gensdana,
1L guyamensis, 3 L knirsow, 2 L mexicana and 1 L amaranensis, a5 well 25 2 possibile
Inybrids of L brarillansis/L peruiana, and 5 of L meaxicana)/L. aumasnensis
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AG 1 Gnaic disance evdwaton of hpf0 by Maghbor M In Leshmonds srains ksolaned from TL patients in Bolida. The bootsrap walues (1,000
mplhaies) ane dhown at the nodes (peacen@ge), 2 ane their reldion ships with e MALDETOF ME choracmsimton moults. The rombers in md oormegnond
o e sraire ot were ofheneios identied by MALDETOF MS, ramely, L. pewskos, L meckons and bybrid siains of L pesedonafl. ek and

L i eeennafl. ORI

The genstic dstances of the 55 strains that wene analyred via hspfD gene sequencing
were evaluated via NeighborMet (NN) [Fig. 11 The networks showed & dlear bifurcation
Ietwasey the sulbsdpervera L | Vinamiy] and L {Laishmianid) (Bootstap 100 a8 weall 25 the dind-
sion of the subgems L (Wannia) into three compleses: | berslienss, L kison, and L
guyanensis {Bootstrap 100 Within the L braoslienss omplex, L brarilinsis outlier was
dlearly distanced from the rest, and within L bersliansis “sens sificn,” 2 @rizin separation
o L peruvitngwias abserved [Bootstrap 709 Within the subgenus L |Leishmanial, L ama-
e werd podtioned separstely from the other srains [Booltmp 928), and the five
posdible hybrid swains of L mediatnn/l amamaenss were locsted betvesn L medcana
and L amaanenss |Bootsirap 66.7), but mane dosely to the famer.

MALD-TOF MS. MALDETOF M5 identified the 55 strains as follows 26 L brarillans,
18 L bramilienss outhes, 1 L gy g, 2 L ke i, 5L iis, anvd 3 L goi-
hami Al of the solstes were correctly identified &t the subgenus, genus, and oom ple
leved, but the comp arison with the hgp0 results indicated that 10 {18%) were misiden-
tified as other species within the @ame comple. In 42 cates, the identifications wene
performed with confidence index A (76.8%] and in 13 cases, the identifications wene
performed with confidence index B (236%) (Table 11

The MALDITOF MS charactesization technique correctly identified 818% of the
strzing when considening all of the analyped strains, and it correctly identified 93 8% of
the strains when excluding the potential hybrid stains. MALDFTOF MS cannot identify
potential Leishmania hylbrids, whereas the analysis of the hspf0 gene polymaonphi sm
can detect the genstic characteristics of both spedie

NSCUSSION
Amondg the great variety of techniques wed o identify Lashmania species, isoenzyme
characterization has long been condiderad the gold standad (24, 25) Nevenhsles, doe to
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TABLE 1 Evalua ion of the MALD-TOF M5 edhnique versus hspfl gene sequencing for the charscterization of the Leishmania straing causing
TL in Bolivia

hspf0 genesequendng MALDETOF M5

Subg Comglex Species fa] Spedes Kl index
L fviannia) L brazilensis L. brazliends | 23) L bemzilienss (23) AlE)L BN
L. braziliensisouthier {15) L bmzilienss outlier (18]
L. perundana (1) L beaziliensis (1)
L. brazilentcd . perndana (27 L b zliensis (2)
L guyanensis L. guyanesis (1) L guyanensiz(1)
L ladnsoni L. hairsonifi{ 2] L hainsond {Z)

L

L feichmanial L mexcana L. mexioana | 2) L amaronensis (3] M
L. amamnensis{1) L amaronensis {1) ]

L mewmanall. amamnensis (5P L garnhami{3) Ay, B3
L amaronenss (2] [

P by | by arifasol .
o P
Pl Byl | . y "

e com plexdty of the soenryme edhnique. characiedzation is curently camied out mainky
via mokouar analysis, although this oowrs without consensus on what constitubes e
st suitable method or marker (25, 26).

MALDITOF MS is & proteomic tedunique that has proved highly wseful for the idenfi-
cabon of mideomganisms, duding bacteris, fungi, and pamtes 27-30. First inroduced
in 1987, its developen were mvanded with a Nobs Pize in 2002 (31). This technigque is
soourste and inspensive. movides comprehendive informaton, and is st and easy 1o
handle 32, 33}

MALDITOF MS i fow integes ted ints the daily routine work of many lab aratodies,
greatly simplifying pathogen identification and improving patient care (34). Several
well-established open access and comme ial plathrms based on MALDETOF M5 are
mvailable for the identification of bacteria and yeasts. Most of the proprietary spectral
datab zies can be custamized by sdding spectes 1o improve the discriming toy power
of MALDI-TOF M5, incheding in strain typing (31).

The MALDITOF M5 technique was fist applied for Leishm anig identification in
2014, with the creation of a library that can be sccessed through a free, web-based
application (21, 23). A commencial spectral library o Leishmania identification is sill
unavailable, and the methodology is mainly wed in reference laboratories that either
have their own databases or access the online library at hitps//imsi ha ppy-dev il and
apply their own interpretive criteria. Previous repornts indicate that the identifica tion of
Leishmania strsins via MALDI-TOF M5 genersies more discrepancies for New Warld
species than for Obd Workd species, with the exception o the L donovan complex (13,
N,22, 351

The suitability of MALDI-TOF MS for the identification of Leishmanis has been
scarcely investigated to date. To owr knowdedge, two studies. ssesed its performance
in routine practice, but they analyred a small number of straine a study cartied out in
Framce with 20 strains isolated from travelers with CL in = 19) and VL {n = 1) (35] and
andither in Turkey, including 2 strains solated from 2 patients with CL {22). Another
comparative study of ana lytical methods, incleding MALDI-TOF MS, analyzed 53 strains
isolated from autochthonows and imported cases of TL in 5 pain (36).

In our context, 55 Leishmania sirains that were sdated from patients in Bolivia
were analyred via both MALD-TOF M3 and hsp A0 sequencing (the Latter a3 a reference)
1o assess the wsefulness of mass spectrometry in this contesd. The strains were solsted
from TL patients in a Codhabamba laboratory that routinely performs cul tune-based di-
agnosis (371 Once the siraing are obtained, the application of the MALDITOF tech-
nique i straightforwand (35). In owr stedy, all of the Leishmania stmins wem comectly
identified at the subgenus and complex levels by MALDITOF MS. At the specias lavel,
45 strains (81 8%) were carectly identified. Previows studies mporned inconcdusive
results or misidentifications st the complex level for certain straing. Cassagne o al (21)
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olbitained wninterpretable results for two strains of L major. Mouri et al (35) could not
differentiste between species of the L braziliensis and L guyanenss complexes, and
gimilarly, thefe was one sirasin in Lacheed & al (23) that was misidentified betwesn
these complexes Recently, the MS1 online application jused here and in Lachawd et al
[23]) has been impoved by the incorporation of new refefence straing and modifica-
tions to the algorithm. However, there are still identification problems with the L
perrviana and L mexicana strains. Regarding the hybdd strains found in our study, all
were identified a3 & singlle species. No studies werne found concemning the analysis of
hyhbrid strains via MALDIFTOF M5 When excluding the possible hybrids, we observed
an incease of the corectly identified strains (93 8% ) Comparable results have been
obtsined in previous studies, with their sgreement percentages ranging from B6% 1o
95.65% (13 21, 2[)

Similar miisidentific ations of Leishmania species heve also been reported. in & study
in which 268 straing were anslyred via MALDI-TOF MS using MLEE, RFLP, and hsp 7D
and rpolllS gene sequencing as reference techniques (23), 31 of the strains ({11.6%)
were effomneowsly ¢ haracterized Discrep ancies mainly arode in the identification of spe-
cies within the L bragliensis and L guyanensis oomplexes from the New Wodd and
within the L domovani complex from the Old Wiorld. In our study, the misidentification
of Le ishmania species by MALDITOF M5 wias 642 {14.3%) with confidence indes A and
413 30.9%) with confidence index B, which indicates that misdentification a1 the spe-
cies level wias inde pendent of the confidence index and was more likely related to pos-
sibsl e by v strzing.

Among the strsins identified with confidence index A, one L pennviang isolste was
characterized a5 L brapiliansi The taoonamic position of L pearviand in the L bezilian-
st complex has been the subject of disoussion |6, 24) and although both species are
commonly misidentified, there is 2 stronger tendency for the ambiguows. Streing 1o be
characterized s L perrviana (13, 23] Additionally, two strains of L mexianng were effo-
neously identified & L amarenensis, another member of the L mevicana com ples
Misidentification at the species level in this complex is also frequent and L medang
has been identified as L pilmal and vice-versa) (231

O thee 13 strains identified by confidence index B, a cormect identification was fownd
for L brariliensis (r = 7], L guyanensis {n = 1), and L amamnensis (r = 11 In conbrast,
ather studies have fGiled 1o correctly distinguish L guyanensis from other species of the
comphe: (23, 36) Misidentifications with confidence index B may be due to sample qual-
ity, parasite concentration, and the type of culture media wed (35). However, the main
s s ot insccume profiling, 2 refiable results have been olbtsined with MALDTOF
M5 for & wide speotrum of bacterial microorganisms (38). Instead, the main limitation of
this system is its dependence on the quality and precision of the database, in which all
arganisms meed (o be repreented equally, and the specra, which should notl be
abymined solely from clinical straing (39). For example, e inscowrate i entificas on of fils-
memows fungi by MALDITOF M5 seems 1o be maore related 1o the hetemgensity of pro-
tein profiles and their lack of representation in current databases (38) Similarly, for
Leishmania spedes identification, the spectral library should be expanded 1o inclede
strzing from different regions that are endemic for leshmanizss and, in pard aslag, refer-
ence spectra fram New World strzing. |mproving the saftware with additional data (27
would o allow the identification of bes frequent spedies, as recommended lor myco-
bacteria (32] Mevertheles, in the cate of L lainsoni, for which anly two stming have
been desaibed, a conmect identification was obtained, a5 in other stedies 23).

MALDI-TOF M5 represents a useful tool for the rapid and acourste charactesiza tion
the of L brariliensis owther, which seems less likely 1o cause complications than does
L brasliensis “sensu siricte”. Acoording 1o our results, none o these sirains wene isolated
from ML, mor were they associsted with thempeutic Bilures in trested patients 51

Other probable eplanstions for the misdendfications and low confidence indices are
rlsed 1o genetics. When the results of MALDITOF MS are superimpoied on the NN net-
weork, the steing of the subgpenes. Leishmania in = 8) are cearly separasted from those of the
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subdenes Viannia (Boolstap 1000, Alsg, L lainoni and L giyanensis [Bootstrap 100 o the
subgenus Viannia, as well as L bersliensis outlier (Boostmp 99.9), all fom widsdy ditanced
dirters, and ey wene comectly identified by MALDITOF M5 On the other hand, ks
dbwious genetic distances were dbserved between the L brasiliarss “sensu sticn”® sirains,
e Tven piidible | perundanayL bramilienis hybrids, and even L pegmviang [Bootstrap 709),
all of which wese classified as L brarifensis by MALD-TOF MS.

Within the L mexicanag oomplex, excluding the hybrids, all of the strains (two L mex-
icama and one L amaronensis) were characterized by MALDHFTOF MS a5 L amaranensis.
These divergent resulis may be due to the high genetic and geographic variability
betwieen members of the comples, althousgh this hes not been oom prehensvely
explomd to date (2] Moreover, few sirains belonging to the complex have been
included in previous asessments of MALDITOF M5 performance (21, 23, 35). Even 5o,
iin the NN network, the L mmmﬂﬂﬂnmdhymﬂ-mﬂsniﬂllnﬁ&B
appears 1o be separated from the other strains of the L mexicana oom ples, displaying
& bootstrap value of 928, which supports a conect identification a1 the species level.

The seven sirsing identified & possible hybrids in this study deserve particular
attention The two straing of L brariliansis/L peanianag and fve strains of L mexianna/L
amaenensis were identified by MALDITOF MS a3 species wi thin the L bezilienss and
L mexianmag oomplexes, respectively. This limitation, namely, the lack of discrimination
by MALDFTOF MS, i possibly due to the variability of the hsp?0 gene sequence in the
L braziliersis' L peruviana hybrid strains, which have been previously analyzed (6, 40,
A1) W observed that the possible hybrid stesing of the L mexicana complex present 3
1o 4 polymornphic sites in the kgD gene (data not shown). Althoudgh this New Waorld
comphex has been studied previously (24), no data about hybrids have been reponed.
Some Bolivian variants of the L mexicana complex have been desaibed based on Cprb
gene and IT5-1 sequencing (B and there is evidence of genstic exchange for L amams-
nensis, bath in the adliwre of axenic promastigoies and in infected macrophages, but not
in humans. ({42, Leishmania hybrids have also been found betwesn Old World species,
such & L gethiogicayl. donovani (43), L infaninmy/L donasan in vectors (44), and L infan-
el mass in i vilio asseys and in vive infections (45) MALDITOF MS could also be lim-
e for theesir idenification.

MALDITOF has the disadvantage o requiring acenic cultures of parasites for species.
identifiaBon because, in most cases, the low number of microorganisms present in clinial
samples does nol allbw for the dblaining o acouste spectra (39). It is expeced that recent
innovations, such & the incorporation of imaging mass spectrametry, will allow for the
direct analysis of Buswe sections in the near futue (496). For now, acmnding to our esulis,
MALDITOF M5 constituies an albermative technigque in dinical microliology labomtonies for
e icdenviification of TL-cauwsing Leishmania spedes when parasites ame culbured for parasio-
logical disgnosi, &6 in ourd Once the parasite culiure & obined (7 10 21 days, in our case),
e tedhnigque rapidly yields inform ation, alowing patients to eeive prompt and precise
e i enis. The FAHO guide recommends ons for the reatment of OL indicate that il the
st prevalent species in the region is known, treatment should be initisted scmrding 1o
the dinical andifion and the svailabiity of the mediation, 25 well 25 in @ndderation of
e risk-benefit halance (10). Alsg, itis stongly maommended 1o trest sdult patients with
peni slent anfimonials in @ of L beaslienti of mucodal of mucooutanesus kishmania-
55, and it is recommended 1o treat adult patients with miltedosine in cases in which L g
mentis, L mexioand, L guanenas, and L bearilensis are implicsied In Bolivia, restment is
asdminktered rgardiess of the pamsie species, and only the patent follow-up alier rest-
ment i comple-dependent. The first-line e atment is done with antimonials, exept for
special cases of murosal leishmaniasis, in which amphatenicin B is administered (3. In this
study, the predominan species was L brasilisnss, and other species of the L braifenss, [
guymnensis, and L mesicana com pleces were identified This, identfication at the ample
lewed resmzing adequate, a5 mentioned (23]

As mentioned, a limitation of the technigque is the nondetec tion of possibl e hybrids
Meﬂthmhmmﬂghuu Hﬁqmﬂmmﬁaﬂmﬂ
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specied within the wame complex Neverthelsss MALDITOF M5 offers considerable
asdvantages over characterization technigues that are based on moleculsr bidogy.
Although the equipment involes a lange initial investment, it can be wed in different
anea s of microbiology and significantly reduces the time requined 1o obtain results and
thee costs of testd Therelons, MALDEITOF MS would condtitte & suitble tool for the
characterization of Leishmania spedies in countries of endemicity, omnce socess 1o
thee free online database becomes svailable_ In Bolivia, its application would allow lor
the improvement of the management of the lollow-up of patients, the updating of the
epidemiological data of the Leithmania species, and & contribution to the control of
tegumentary leishimaniass. In Latin American countries, it could help patients receivea
specific treatment when this is included in the edsting guides, 25 recommended by
the Pan American Heaalth Organizstion

MATERIALS AND METHO DS
L sk don baes . A ot of 55 Ledshmania siraine that ware kolased from Bollvian e in the
gl of C (Ballvia) ben T and 2015 veems woed In this shudy. The Eolahes wess aryoe

preserved at — EFC in the Laboratory of Pamaiinlogy at the Univerdidad Mayor de San Sim b (UMSS) in
Bolivia, and they vere then sent © e Famshology Labomory at the Universty of Bascdiona (US) In
ymu—mm_mmmmuwmwﬂm
v d by g e Eolaies in 3 waber hath 2t 37T
-1d= __|1' der's i Wmu]mmmu-dmmium-m
(Ut Sdenoe Peoduction, Brael) and 1% serile human wine ungll the exporantal phase of growth was
mached (3« 10* prom astigomsmi) (33
0 g S and ng. Characwdzadon via hypf0 gent saquen dng wis perioemed s 2 méenonox
fechnique in the Paradtology Laboratory of the LB (Rarcelara, Spain]. Udng the commesdal Qlrmg
DBA Minkit ({(Fagan, G-mn,a,nuummuhnmpl.dnunhmm“nmd

witth 20 gl of e ieinase K, f Eturers
Theampiifiagon of the 'I,lsnphpmg-umpn‘mud by mmns of fao PORs, PCR-M (552 bp)
and PR (723 b, which iogetiher covered the entine fa i, mling to thepotoonl desobed in

Tamtea stal (5] The POR pimducs e putsd wing EXCSAPT (Afmants: LSS, USA), and thay wars
sarusnoed udng e Sangar mathod at the Sdenific and Techmologial Cener of the UB (Bascdona,
Ipainl The dentfiaton of the Lechmank pedes & based on the compadoon of the sequen oes under
sy valth e mds 7 w0l the difemnt b railahie In GeniSan i

Mgl o N5 (N veere gererated fom mmmmmw—mm-
ﬂn-t.'l-tz:-ﬂ'],mmutmﬂdp madhiod and an equal an gl repeesenttion . The reolts of the

ndes chara i MNLDITOF ME wes oo Included in S network to evaluate it
usadulinecs for the idenfication of the Lekhmanda spedes that @use TL in Bolivia, comgamd 1o e mder
0w .

MARILDN- TOF M5 The MUALDE TOF M5 aralyshs was @misd outin S Microhiology Lahommry of the

uaq:ud-h::n:mlmmmm Barcedora, Spainl A woleme of 5 mi of eponersalphase
- sty v e S velith 05% salire solution via osnmisug ation

h1nmﬂ1ﬂiﬂxg.mhdmmndmﬂmldhmpldmm sollySon.
Immediately, 1 gL of sach srain muspersion (5 mplliaes por @ran) was paoed in the wells of the
MUALDE-TOF W5 staed pllate and homogeneously diswibuted wsing a toothgide Onoe dbed, each well was
coveemd vt 1 gl of o, a-cyano-d- dnoerdnramic acid (Mot HOCK Brudosr, Besmen, G
ared was allovesd to dey again 1 pl of Barwsdal Test Standaed ETS) Srudor, Brem an, GHTany] ws
[ﬂd hm“wﬂﬂmpmmﬂ“ﬂﬂu‘hﬂhm.m-ﬂlﬂh[ﬂ'ﬁvﬂcﬂ,l‘vﬂ
paced on e equip ment support for mading. T ma@s S e 2o ined using an Autofie il TOF
TOF incrument (Bruker Dalonio) with e Fex Conmol progam, weshon 34 (Beuker Calhonio), using
the defiult ommesrs |35

Thie gpac ira that wees obtained wens uplcaded to the Mas Speca dendfying (W51 appiladon, an
ﬂ-wmnwﬂk-ﬂﬁmﬂqwﬂﬁh“ﬂnmpﬂmﬂ-
spedma of our olams e companed to Shoee In the M1 online database, véhich ool
specm for many Lesmana gpedes. The apphcation compames the vales :ﬂ‘h-pnhaﬂtldhn
the pmbhiem gpeca with those of shaing In the darshacs, wding Ik own algarthms, and | resume the
il o aimd these smilariny vak e with respe tee ) the mo st dimilar gpecinom in the ibaey et
soowg, () the most gmilar spectum belonging o another spedes that ks inciuded In the ome o
Mo Comple 35t St spectrum (second soomd), and g te mo s dmilar speceum for another sper
dies #hat k& not included in that comples { 3rd soom). The dmilasty valoes range fom O to 100, with the
bt abue indiciting a paried matdy The applliafon ako provides an index that accecoes #he oond-
denoe of the dentificatinne A, up to pedes bevel ot e of 222, ssoond sore of =20, and fest-
sarond of >8] or fet sooreof 20 but =37 and fect-gecond of >3} B, up to gemes el (frst scom of
=22, sacond scome of 20, and frst-seoond of <8) or et o of 30 bt =27 and fest-semnd soone
of <), and C isrdesant (po soome 0. The daaceimgon resl vas interpeeted wing the et
soowe colimrion , mening #at S deniifed spedes cemegnonds o at of the mplo with the highect
similasity walue.
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Ethiml ampects This moeardh was canied out with lsobtes from motents with sugpedhed L who
armnded the LABMED (Codaklamia, Bolivia) as part of a mildhoadve resmech project betwean
EGlctal Eardona, Spain) and the CEADES Foundation iC Boliva), mgether with other
Bollvian solates $at wem sored in the oy banio f Ty@nosematds U The mdhniques weed for the
diagriceks of TL ame part of #he routne medhal s in the bealth aentar in Ciocfadkom . Th study o-
foecod wias appewed in Spain by the Etics Committess of the Hospial Qinic de Basrdan 2 (HOE/ 2004/
OEZ) and In Bolivia by both w CEADES Salud y Wedio Am bianie and the Faoulad de Medidna WS,
Nl of the patens with sugnected leidhmanic provided wilthan informed corsent (amnts or guad b
ars, In e in which ®we pofent was under 12 years of agel before partdiaEng In the study Nl of the
suspected caees of TL vwem diagn cced e of drasg e, and confirmed Gses wes mismed for teasment.

Davta awailahility. The cequences wem submitied o the Gensank d aahaces under the aroecdon
Frnibers NWSOTHES - MWEOTES and OPSS 754- 056 1 S07 (i Awvwew.n chilnim il gowl.
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CAPITULO 3

“The need for culture in tegumentary leishmaniasis diagnosis in
Bolivia: a comparative evaluation of four parasitological
techniques using two sampling methods.”
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“LA NECESIDAD DEL CULTIVO EN EL DIAGNOSTICO DE LA
LEISHMANIASIS TEGUMENTARIA EN BOLIVIA: UNA EVALUACION
COMPARATIVA DE CUATRO TECNICAS PARASITOLOGICAS
UTILIZANDO DOS METODOS DE MUESTREO”

Mary Cruz Torrico, Cristina Ballart, Anna Fernandez-Arévalo, Marco Solano, Ernesto Rojas,
Alba Abras, Fabiola Gonzales, Yercin Mamani, Albert Arnau, Daniel Lozano, Joaquim Gascoén,

Faustino Torrico, Albert Picado, Carmen Mufioz, Montserrat Gallego.

SUBMITTED TO ACTA TROPICA JOURNAL

RESUMEN

En Bolivia, la leishmaniasis tegumentaria se diagnostica de forma rutinaria mediante Examen
Parasitoldgico Directo mediante tincion de Giemsa y observacién microscopica; el cultivo axénico
es realizado Unicamente por laboratorios especializados con infraestructura adecuada y personal
capacitado, mientras que las pruebas moleculares se limitan a investigaciones o estudios
epidemiolégicos debido a su alto costo y la ausencia de un método estandar de oro. El objetivo del
presente estudio fue optimizar el diagnostico parasitoldgico de la leishmaniasis tegumentaria en
Bolivia mediante la evaluacion de la utilidad de diferentes técnicas parasitologicas y métodos de

muestreo.

Participaron en el estudio un total de 117 pacientes con sospecha de leishmaniasis tegumentaria.
Se utilizaron dos métodos simultdneamente para obtener muestras de cada paciente, aspirado y
raspado el borde de la lesion, dando como resultado un total de 242 muestras (cuatro pacientes
proporcionaron mas de dos). Las muestras fueron procesadas en paralelo mediante cuatro técnicas
de diagnostico parasitologico diferentes: examen parasitolégico directo, cultivo en medio TSTB y
minicultivo y microcultivo en medio de Schneider. La leishmaniasis tegumentaria fue confirmada

en 96 pacientes (82%) mediante al menos una técnica parasitoldgica y un método de muestreo,
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que se considero el estandar de oro de referencia. Las cuatro técnicas parasitologicas tuvieron una
especificidad del 100% y su sensibilidad analitica fue mayor con muestras de raspado (45%, 98%,
94% y 75%, respectivamente) que con espirados (32%, 90%, 89% y 72%, respectivamente). El
cultivo en medio TSTB y el minicultivo en medio de Schneider utilizando muestras de raspado se
correlacionaron bien con el estandar de oro (k-Cohen=0,88) y mostraron una buena confiabilidad
(a-Cronbach >0,91). El microcultivo en medio de Schneider con ambos métodos de muestreo
proporciond resultados positivos antes que los otros métodos de cultivo (dia medio 4,5, rango de
dias 2 a 17). El 98% de los cultivos positivos en medio TSTB con ambos tipos de muestras se
detectaron el dia 14. EI muestreo por raspado y el minicultivo en medio de Schneider se asociaron
con una mayor contaminacion del cultivo, siendo las bacterias los organismos contaminantes

predominantes en todas las técnicas de cultivo evaluadas (6% a 17%).

En conclusién, las muestras por raspado resultaron mas adecuadas para el diagndstico de
leishmaniasis tegumentaria ya que aumentaron la sensibilidad analitica, son menos traumaticas
para el paciente y méas seguras para el personal de laboratorio que las muestras por aspirado. El
cultivo, principalmente en medio TSBT, debe utilizarse para el diagndstico de leishmaniasis
tegumentaria debido a su alta sensibilidad en comparacion con los otros métodos parasitoldgicos
estudiados y su bajo costo en comparacién con los otros medios de cultivo.

Palabras clave: leishmaniasis tegumentaria, diagnostico parasitologico, técnicas de cultivo,

muestra de aspirado, muestra de raspado, Bolivia.
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In Bolivia, tegumentary leishmaniasis is routinely diagnosed by a Direct Parasitological
Exam using Giemsa staining and microscopic observation; axenic culture is performed
only by specialized laboratories with suitable infrastructure and trained personnel,
whereas molecular tests are limited to research or epidemiological studies due to their
high cost and the absence of a gold standard method. The aim of the present study
was to optimize the parasitological diagnosis of tegumentary leishmaniasis in Bolivia
by evaluating the usefulness of different parasitological techniques and sampling
methods.

A total of 117 patients with suspected tegumentary leishmaniasis participated in the
study. Two methods were used simultaneously to obtain samples from each patient,
aspirate and scraping the edge of the main lesion, resulting in a total of 242 samples
(four patients provided more than two). The samples were processed in parallel by four
different parasitological diagnostic techniques: a direct parasitological exam, culture in
TSTB medium, and miniculture and microculture in Schneider's medium. Tegumentary
leishmaniasis was confirmed in 96 patients (82%) by at least one parasitological
technique and one sampling method, which was considered the reference gold
standard. All four parasitological techniques had a specificity of 100% and their
analytical sensitivity was greater with scraping samples (45%, 98%, 94%, and 75%,
respectively) than spirates (32%, 90%, 89%, and 72%, respectively). Culture in TSTB
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medium and miniculture in Schneider’'s medium using scraping samples correlated well
with the gold standard (k-Cohen=0.88) and showed good reliability (a-Cronbach
20.91). Microculture in Schneider's medium with both sampling methods provided
positive results earlier than the other culture methods (mean day 4.5, range of days 2
to 17). 98% of positive cultures in TSTB medium with both sample types were detected
by day 14. Scraping sampling and miniculture in Schneider’s medium were associated
with higher culture contamination, bacteria being the predominant contaminating
organisms in all culture techniques evaluated (6% to 17%).

In conclusion, scraping samples proved more suitable for the diagnosis of tegumentary
leishmaniasis as they increased analytical sensitivity, are less traumatic for the patient
and are safer for laboratory personnel than aspirates. Culture, principally in TSBT
medium, should be used for the diagnosis of tegumentary leishmaniasis due to its high
sensitivity compared to the other parasitological methods studied and its low cost in
comparison with the other culture media.
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ABSTRACT

In Bolivia, tegumentary leishmaniasis is routinely diagnosed by a Direct Parasitological Exam
using Giemsa staining and microscopic observation; axenic culture is performed only by
specialized laboratories with suitable infrastructure and trained personnel, whereas molecular tests
are limited to research or epidemiological studies due to their high cost and the absence of a gold
standard method. The aim of the present study was to optimize the parasitological diagnosis of
tegumentary leishmaniasis in Bolivia by evaluating the usefulness of different parasitological
techniques and sampling methods.

A total of 117 patients with suspected tegumentary leishmaniasis participated in the study. Two
methods were used simultaneously to obtain samples from each patient, aspirate and scraping the
edge of the main lesion, resulting in a total of 242 samples (four patients provided more than two).
The samples were processed in parallel by four different parasitological diagnostic techniques: a
direct parasitological exam, culture in TSTB medium, and miniculture and microculture in
Schneider’s medium. Tegumentary leishmaniasis was confirmed in 96 patients (82%) by at least
one parasitological technique and one sampling method, which was considered the reference gold
standard. All four parasitological techniques had a specificity of 100% and their analytical
sensitivity was greater with scraping samples (45%, 98%, 94%, and 75%, respectively) than
spirates (32%, 90%, 89%, and 72%, respectively). Culture in TSTB medium and miniculture in
Schneider’s medium using scraping samples correlated well with the gold standard (k-
Cohen=0.88) and showed good reliability a-Cronbach >0.91). Microculture in Schneider’s
medium with both sampling methods provided positive results earlier than the other culture
methods (mean day 4.5, range of days 2 to 17). 98% of positive cultures in TSTB medium with
both sample types were detected by day 14. Scraping sampling and miniculture in Schneider’s
medium were associated with higher culture contamination, bacteria being the predominant

contaminating organisms in all culture techniques evaluated (6% to 17%).

In conclusion, scraping samples proved more suitable for the diagnosis of tegumentary
leishmaniasis as they increased analytical sensitivity, are less traumatic for the patient and are safer
for laboratory personnel than aspirates. Culture, principally in TSBT medium, should be used for
the diagnosis of tegumentary leishmaniasis due to its high sensitivity compared to the other
parasitological methods studied and its low cost in comparison with the other culture media.
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1. Introduction

Leishmaniases are zoonotic diseases caused by protozoa of the genus Leishmania. Fifteen of
the 22 species of Leishmania affecting humans have been identified in the New World, where
leishmaniasis takes visceral, cutaneous, and mucosal clinical forms (OPS/OMS, 2019).
Tegumentary leishmaniasis (TL), which includes the cutaneous (CL) and mucocutaneous (MCL)
forms, is the most prevalent (Goto & Lauletta Lindoso, 2010). The clinical presentations of CL are
diverse, depending on the host, parasite, and vector involved (Bastien, 2011), which may lead to
confusion with other infections such as deep mycosis (paracoccidioidomycosis, sporotrichosis,
chromomycosis), lepra or mycobacteriosis, among others (Gomes et al., 2014). Thus, before
treatment can start, clinical suspicion of leishmaniasis needs laboratory confirmation, particularly

due to the toxicity of the available drugs (Ramirez et al., 2002).

The different laboratory methods for diagnosing TL have been widely reviewed (Aronson &
Joya, 2019; De Vries et al., 2015; De Vries & Schallig, 2022; Goto & Lauletta Lindoso, 2010).
They include techniques for the detection of parasites by microscopic examination of Giemsa-
stained smears (direct parasitological exam, DPE) and traditional culture of samples in different
media, including the biphasic Novy, McNeal and Nicolle’s (NNN) and Torrico-Solano-Torrico-
Bermudez (TSTB) media, and the monophasic (liquid) Schneider’s Drosophila Medium (Aronson
& Joya, 2019; Bermudez et al., 2005; Ashford, 2000). Other culture methods described are
microculture (MCC) and miniculture (MNC) in a monophasic culture medium (Allahverdiyev et
al., 2004; Boggild et al., 2007). Molecular techniques based on polymerase chain reaction, are also
used to detect parasitic DNA in leishmaniasis cases (De Paiva-Cavalcani et al. 2015; Reithinger et
al., 2007). Likewise, different samples are used for TL diagnosis according to the clinical form
(skin ulcers or lesions of the nasal and oral mucosa), which are obtained with different methods,
including aspirate or scraping the edge and/or center of the lesion (Aronson & Joya, 2019; Ramirez
et al., 2000; Reiméo et al., 2020).

Serological diagnosis of TL is rare due to limited availability in most countries, as well as
potential lack of sensitivity associated with a poor humoral response. An additional concern is that
most serological tests are in-house, which can hinder quality control (Aronson & Joya, 2019;
Guedes et al., 2017). On the other hand, Leishmania skin tests are not confirmatory, and no

licensed tests are available (Carstens-Kass et al., 2021).
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In Bolivia, seven of the nine departments are endemic for TL, with the highest number of
cases being reported from La Paz, Pando, Beni, and Cochabamba (Mnisterio de Salud de Bolivia,
2016). Most cases reported in 2019-2021 correspond to CL (87%) and the remaining 13% to MCL
(OPS, 2022). The diagnosis of TL in Bolivia is mainly based on DPE, with culture techniques
carried out only by specialized laboratories with the appropriate infrastructure and trained
personnel (Ballart et al., 2021), and molecular tests restricted to research purposes or
epidemiological studies due to their high cost (Garcia et al., 2009). Thus, it is common for
diagnostic centers to choose a diagnostic test according to available infrastructure and resources

rather than for its accuracy (De Vries et al., 2015).

2. Material and methods
2.1. Patient recruitment

During the period 2017-2018, a total of 117 patients with suspected TL were attended at the
Tropical Medicine facility of the Faculty of Medicine, Universidad Mayor de San Simén (FM,
UMSS) in Cochabamba (Bolivia), where the clinical and epidemiological diagnosis was made by
a specialist in tropical medicine. The patients were then admitted to the LABIMED Parasitology
laboratory (FM, UMSS) for laboratorial diagnosis free of charge. To be included in the study, all
patients were requested (i) not to receive treatment for leishmaniasis in the month prior to sample
collection (Glucantime®, Pentostam®, amphotericin B, etc.), (ii) not to treat the lesions at home
with plants or chemical products, and (iii) to keep the lesions clean by washing with soap and

water to ensure samples free of pus and crusts.

2.2. Definitions

Suspected case of CL: Any person with one or more papules, nodules, or skin ulcers, without
a history of trauma, with an evolution time of more than two weeks, and with residence or history

of travel or stay in an endemic area of leishmaniasis (Ministerio de Salud de Bolivia, 2015).

Suspected case of MCL.: Any person with ulcerative or granular lesions in the naso-oral-
pharyngeal region, including perforation or loss of the nasal septum, which may reach the lips and

mouth (palate and nasopharynx), with or without a history of previous ulcerative or scarring lesions
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on the skin, and with residence or a history of travel or stay in an endemic area (Ministerio de
Salud de Bolivia, 2015).

2.3. Inclusion and exclusion criteria

All patients included in the study (117) voluntarily attended the Parasitology laboratory, had
a clinical and epidemiological history of TL according to a dermatologist, had received a
recommendation for confirmatory laboratory diagnosis by DPE and culture, and complied with the

aforementioned requirements prior to sampling.

2.4. Sampling methods

A total of 242 samples were taken by two sampling methods (121 aspirate and 121 scraping)
from the 117 patients recruited in the study (in four patients additional samples were taken from
another main lesion), following the protocol established in the LABIMED-IIBISMED Laboratory
of Parasitology (Torrico-Rojas & Zubieta-Duran 2010), to be used in the evaluation of the four
diagnostic laboratory techniques (DPE, classical culture in TSTB medium, and MNC and MCC in

Schneider’s medium).

Scraping samples and aspirates were both obtained in triplicate from the edges of the same
lesions. Scraping was done with a sterile wooden applicator. To prepare the smears, the samples
were directly deposited on two clean and degreased slides, with three imprints per slide. To carry
out the cultures, a new sample was used. The wooden applicator was immersed in an Eppendorf
tube containing 1 ml of saline solution with 150 pg/ml gentamicin and the sample was

homogenized by rotation.

Aspirate samples were obtained by aspirating three times at three different sites of the most
raised edges of the lesion with a 23G 1.72” hypodermic needle and a 3 ml syringe. To perform the
cultures, the syringe was first filled with 0.5 ml of 0.9% saline solution with 150 pg/ml gentamicin.
Once the sample was obtained by aspiration, the entire content was transferred to a sterile
Eppendorf tube containing 0.5 ml of saline solution with 150 pg/ml gentamicin (final volume 1

ml). For the smear preparation, another syringe containing 50 pl of saline solution was used,
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aspiration was carried out, and two smears were prepared (three aspirate imprints on each of the

slides with an approximate diameter of 0.8 to 1 cm).

2.5. Parasitological methods
2.5.1. Direct parasitological exam (DPE)

Once the imprints were dry, they were fixed with 96% alcohol for 5 minutes and stained with
Giemsa diluted 1/10 with distilled water pH 7.2 for 15 minutes. The slides were observed under
an optical microscope with a 100x objective using immersion oil. A sample was considered

positive when one or more amastigotes were observed in one of the slides.

2.5.2. Axenic culture in biphasic TSTB culture medium

A 500 pl volume of aspirate or scraping sample was divided in sterile conditions between
three tubes of in-house-prepared TSTB culture medium containing 0.5 ml of saline solution with
an antibiotic (gentamicin 150 pg/ml) (Bermudez et al., 2005). The tubes were incubated in a
refrigerated oven at 24 to 26°C for 28 days (Faber et al., 2003), and the negative cultures were
reseeded to new culture media at days 7, 14 and 21. In parallel, microscopic observations were
performed at 400x, placing a drop of the supernatant between the slide and coverslip. The final
observation was done at day 28 of incubation after which the cultures were eliminated. The culture
was considered positive when one or more Leishmania promastigotes were detected in any of the
readings performed.

2.5.3. Miniculture (MNC) in Schneider’s culture medium

For the MNC, a total volume of 300 uL of aspirate or scraping sample was divided between
two sterile Eppendorf tubes containing 1.5 ml of culture medium, as in Boggild et al. (2008)
(Boggild et al., 2008), with the following modifications: use of Schneider’s culture medium
(Sigma Life Science) supplemented with 20% Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma-Aldrich), 150
pg/ml gentamicin, and 1% sterile human urine from a subject from an area non-endemic for TL.

The Eppendorf tubes were incubated in a refrigerated oven at 24 to 26°C for 28 days. Microscopic
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observations were carried out at days 7, 14, 21 and 28, placing a drop of the supernatant between
a slide and a coverslip. After each reading, the subtracted volume was replaced with new culture
medium. The culture was considered positive when one or more Leishmania promastigotes were

detected in any of the readings performed.

2.5.4. Microculture (MCC) in Schneider’s culture medium

For the MCC, a total volume of 100 pL of aspirate or scraping sample was placed in a sterile
Eppendorf tube as in Boggild et al. (2007) (Boggild et al. 2007), with the following modifications:
use of Schneider’s culture medium with 150 pg/ml gentamicin supplemented with 20% FBS and
1% sterile human urine and homogenized by vortexing at low speed. Next, four sterile capillary
tubes without additives were filled by capillarity with 50 pL of the mixture inside a biosafety
cabinet. Both ends of the tube were sealed with sterile plasticine. The tubes were placed inside a 5
ml hemolysis tube as a support to keep them in a vertical position and incubated at 24 to 26°C in a
refrigerated oven for 28 days. The reading of the tubes was carried out directly in the optical
microscope at 400x twice a week (at days 3 and 7), examining the entire surface of the tube and
moving the micrometer screw to visualize different levels of the culture. The MCC was considered
positive when one or more Leishmania promastigotes were detected in any of the capillary tubes

in any of the readings performed.

2.6. Ethical aspects

This study is part of a collaborative research project between 1SGlobal (Barcelona, Spain)
and the CEADES Foundation (Cochabamba, Bolivia). The study protocol was approved by the
Ethics Committees of CEADES Health and Environment of Bolivia (CE-Leish-01-24092022). All
patients with suspected leishmaniasis provided written informed consent (parents or guardians in

the case of those under 18 years of age) before participating in the study.

2.7. Analysis of results

To evaluate the performance of the different diagnostic techniques, we considered as the gold

standard a positive laboratory result by any of the techniques evaluated using either of the two
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sampling methods. Each lesion was considered as an independent unit of analysis (Boggild et al.,
2007). Cultures without observable growth of promastigotes showing microbial contamination
before the incubation process was concluded (28 days) were discarded but contaminated positive
cultures were not. Therefore, the final number of culture samples analyzed was variable (less than

121 for each culture technique).

The results were tabulated and analyzed using the IBM SPSS Statistics V.26 ® program. The
following diagnostic accuracy measures were calculated: sensitivity, positive predictive value
(PPV), and negative predictive value (NPV), corresponding to the proportion of correctly
diagnosed individuals with positive (PPV) or negative results (NPV) (Izquierdo et al., 2013)
(calculated as TP/[TP + FP]and TN/[TN + FN], respectively) (TP, true positive; TN, true negative;
FP, false positive; FN, false negative). Also calculated was the Cohen’s kappa correlation index
(k), which describes the level of concordance among tests, relating the observed agreement (Ao)
and the agreement calculated by chance (Ae) (calculated as [Ao - Ae]/ [1-Ae] (Cerda et al., 2008).
For the interpretation of the k values, the table proposed by Landis & Koch was used (values > 0.8
indicate an almost perfect agreement, 0.61-0.8 substantial, and 0.41-0.6, moderate) (Landis &
Koch, 1977). Statistical significance was set at p< 0.05.

Cronbach's alpha coefficient (a-Cronbach) was used to calculate reliability, which represents
the internal consistency of the test. The coefficient is obtained from the sum of the variance of the
individual sample and the sum of the variance of each evaluated test, where the variance is the
measure of the distance between the real and expected values. In general, an a-Cronbach value
higher than 0.7 or 0.8 is considered satisfactory, but in clinical application values between 0.9 and
0.95 are desirable (Bland & Altman, 1997; Cascaes et al., 2018). In the present study, k and o-
Cronbach were calculated for two purposes: to evaluate the techniques individually, according to
the two types of samples, taking into account the established gold standard, and to evaluate pairs
of techniques, with the aim of including the pair of techniques with the highest concordance and

reliability in the TL diagnosis.

The time of the different culture methods to positivity was analyzed, calculating the mean
time required to positivize (£ standard deviation), and the range of positivity for the culture
techniques using the two sampling methods (aspirate and scraping). Finally, we analyzed the

contamination percentage of the culture techniques during processing, the percentage of positive
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cultures contaminated, and the percentage of cultures discarded before the end of the incubation
period, in which no parasitic growth was evidenced (factor of sample loss due to microbial

contamination).

2. Results

Of the 117 patients included, 96 (82%) were confirmed to have TL by at least one of the
parasitological techniques evaluated, with either the aspirate or scraping sample. The sensitivity
of each parasitological technique evaluated is included in Table 1.

Technique S% NPV% PPV% - "
npos/N | nCont K> a-Cronbach
and sample (C195%) (C195%) (C195%)
DPEA | 32/121 N/A | 32(23-43) | 25(16-35) | 100 (87-100) | 0.15 0.43
DPES 45/121 N/A | 45(36-56) | 29(19-41) | 100 (90-100) | 0.23 0.52
TSTBA | 88/119 2 90 (82-95) | 68 (49-83) | 100 (95-100) | 0.75 0.87
TSTBS 96/112 9 98 (92-100) | 88 (60-98) | 100 (94-100) | 0.88 0.94
MNCA | 79/103 18 | 89(80-94) |40 (23-63) | 100 (94-100) | 0.68 0.83
MNCS | 79/98 23 | 94(86-98) | 74 (49-90) | 100 (94-100) | 0.82 0.91
MCCA | 70/114 7 | 72(62-81) | 39(25-54) | 100 (94-100) | 0.43 0.67
MCCS 70/107 14 | 75(65-83) | 38(23-55) | 100 (94-100) | 0.44 0.67

Table 1. Statistical analysis of the four parasitological diagnostic techniques used in the study
(DPE, TSTB, MNC, MCC) based on two sampling methods (aspirate: A and scraping: S) with
regard to the reference gold standard.

n pos: number of positive samples, N: number of samples analyzed excluding contaminated
samples without promastigote growth, n cont: number of contaminated samples, S: sensitivity, CI:
confidence interval, NPV: negative predictive value, PPV: positive predictive value, k: Cohen’s
kappa index, a-Cronbach: a-Cronbach reliability test, DPEA: direct parasitological exam from

aspirate, DPES: direct parasitological exam from scraping, TSTBA: TSTB medium culture from
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250 aspirate, TSTBS: TSTB medium culture from scraping, MNCA: miniculture in Schneider’s
251 medium from aspirate, MNCS: miniculture in Schneider’s medium from scraping, MCCA:
252 microculture in Schneider’s medium from aspirate, MCCS: microculture in Schneider’s medium
253  from scraping. N/A: does not apply. “All k values were statistically significant (p<0.05). ““Cohen's
254  kappa test was used to assess the similarity between techniques and reliability, and Cronbach's

255  alpha coefficients were expressed as intraclass correlation coefficients (ICCs).

256 All the techniques were more sensitive when using scraping samples, and culture in TSTB
257  had the highest sensitivity (98%). All techniques showed a specificity of 100%. For DPE, the
258  lowest correlation was obtained with the gold standard (k<0.23), and the lowest a-Cronbach
259  reliability coefficient (<0.52). TSTB and MNC culture performed with scraping samples had the
260  highest correlation with the gold standard (k>0.82) and the best a-Cronbach reliability coefficient
261 (>0.91). All k values were statistically significant (p<0.05).

262 The analysis of concordance (k) and reliability (o-Cronbach) by pairs of protocols

263  (combinations of techniques and sampling methods) is shown in Table 2.

Technique N | k"™ | a-Cronbach™ Technique N | K™ | a-Cronbach™
DPEA-DPES | 121 0.72 0.85 TSTBA-MNCA | 103 | 0.77 0.87
DPEA-TSTBA | 119 0.23 0.53 TSTBA-MCCA | 113 | 0.54 0.73
DPEA-MNCA (103 | 0.23 0.53 TSTBA-MNCS | 98 | 0.85 0.92
DPEA-MCCA | 114 0.20 0.41 TSTBA-MCCS | 107 | 0.50 0.69
DPEA-TSTBS | 112 | 0.13 0.40 TSTBS-MNCA | 101 |0.71 0.84
DPEA-MNCS | 98 | 0.21 0.50 TSTBS-MCCA | 108 | 0.37 0.60
DPEA-MCCS (107 | 0.21 0.43 TSTBS-MNCS | 96 | 0.88 0.94
DPES-TSTBA | 119 | 0.28 0.54 TSTBS-MCCS | 102 | 0.38 0.61
DPES-MNCA | 103 | 0.30 0.56 MNCA-MNCS | 93 [ 0.89 0.95
DPES-MCCA (114 0.35 0.55 MNCA-MCCA | 100 | 0.57 0.74
DPES-TSTBS | 112 | 0.19 0.47 MNCA-MCCS | 97 | 0.55 0.72
DPES-MNCS | 98 | 0.28 0.57 MNCS-MCCA | 96 | 0.56 0.75
DPES-MCCS | 107 | 0.38 0.61 MNCS-MCCS | 90 | 0.66 0.81
TSTBA-TSTBS | 111 | 0.73 0.85 MCCS-MCCA | 105 | 0.56 0.72
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Table 2. Statistical analysis of the results obtained (positive/negative) by pairs of diagnostic
techniques (DPE, TSTB, MNC, MCC), using the two sampling methods (A: aspirate and S:

scraping).

N: number of samples analysed excluding contaminated samples, k: Cohen’s kappa index, a-
Cronbach: a-Cronbach reliability test, DPEA: direct parasitological examination from aspirate,
DPES: direct parasitological examination from scraping, TSTBA: TSTB culture in TSTB medium
from aspirate, TSTBS: culture in TSTB medium from scraping, MNCA: miniculture in
Schneider’s medium from aspirate, MNCS: miniculture in Schneider’s medium from scraping,
MCCA: microculture in Schneider’s medium from aspirate, MCCS: microculture in Schneider’s
medium from scraping. “All k values were statistically significant (p<0.0001). ““Cohen's kappa
test was used to assess the similarity between techniques and reliability Cronbach's alpha

coefficients were expressed as intraclass correlation coefficients (ICCs).

The DPE had very low concordance with all the culture techniques used, regardless of the
sampling method (k<0.38), whilst there was perfect agreement between the pairs of techniques
TSTBA-MNCS, TSTBS-MNCS and MNCA-MNCS (k>0.8), with a very high reliability (a-
Cronbach>0.92).

The time elapsed between seeding the sample and microscopic observation of a positive
culture varied depending on both the sample type and the culture technique, ranging between two
and 28 days (Table 3). The detection of parasites was most rapid in MCC, especially with the
scraping method (4.5 days * 3.8 SD).

Regarding the percentage of positivity of the cultures and the incubation time, 77% of the
cultures were positive at day 7 of incubation regardless of the culture medium or sampling method
(Table 3). By day 14, the vast majority of positive results had been obtained, except for one TSTBS

culture and one MNCS, which were positive in the last observation at day 28.

_ Time to positivity (%)
Sample/Culture N | Mean +SD | Median | Range

7d 14 d 21d | 28d
TSTB | 88 7+23 7 7-21 93 5 2 -
Aspirate | MNC | 79 8+28 7 6-23 77 17 6 -
MCC | 70 6+3.3 6 3-16 84 15 1 -
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TSTB | 96 8+£35 7 7-28 83 15 1
Scraping | MNC | 79 8+3.8 7 5-28 81 15 3
MCC | 70 45+3.8 4.5 2-17 86 7 7

Table 3. Time to positivity of culture techniques using samples collected by aspiration and
scraping from suspicious lesions of tegumentary leishmaniasis.
TSTB: culture in TSTB medium; MNC: miniculture in Schneider’s medium; MCC: microculture

in Schneider’s medium, N: number of samples; SD: standard deviation; d: day

A total of 363 cultures were carried out during the study using the three methods mentioned
above (Figure 1). Contamination by microorganisms was observed in all the culture techniques
evaluated, including in positive cultures (8.5%, 31/363). Scraping sample cultures showed greater
contamination (21%, 77/363) than aspirate cultures (16%, 58/363). The TSTBA culture was the
method with least contamination (4%, 5/121) and MNC had the most (aspirate: 33%, 40/121 and
scraping 34%, 41/121).

A higher percentage of scraping sample cultures were lost (12.7%, 46/363) than aspirate
cultures (7.4%, 27/363). MNC presented the highest percentage of loss with both sampling
methods (Fig. 1).

MCC (n=13/121) 5.8

2
-% MNC (n=40/121) | 18.2 )
< rote (n=5/121) (2.5

_ Mcc (n=16/121) ‘ 11.6

% MNC (n=41/121) | 14.9 19.0
5

(9]

TSTB (n=20/121) 7.4
' %
0 5 10 15 20 25 30 35 40

0% Cult (+) cont m% Cult cont elim

Fig. 1. Percentage of culture contamination according to the sampling method and the culture

technique used for diagnosis of tegumentary leishmaniasis.
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n: number of cultures contaminated/121 cultures carried out, % Cult (+) Cont: percentage of
cultures showing contamination and positive for Leishmania promastigotes; % Cult cont elim:
percentage of cultures showing contamination that were discarded; TSTB: culture in TSTB

medium; MNC: miniculture in Schneider’s medium; MCC: microculture in Schneider’s medium.

Bacterial contamination predominated, regardless of the sampling and culture method (Fig.
2). Filamentous fungi and mixed contamination were more frequently observed in cultures from

scraping samples.

X
40
35 0.8
30
14.1
® 12.4
20
= 1.7
10 08 RRRRRRS
182 3.3 6.6 17.4 41
5
5.8
0 .
MNC MCC | TSTB MNC MCC
Aspirate | Scraping

Mm% Bac O% Lev BE% HF/cont Mix

Fig. 2. Percentage of contaminated cultures according to sampling method, culture technique,
and contaminating microorganisms.

% Bac: percentage of bacteria contamination, % Lev: percentage of yeasts contamination; %
HF/cont Mix: percentage of filamentous fungi/mixed contamination; TSTB: culture in TSTB
medium; MNC: miniculture in Schneider’s medium; MCC: microculture in Schneider’s

medium

4. Discussion
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The method of sampling for the parasitological diagnosis of TL, whether aspiration,
scraping, or biopsy of the lesion edge or center, affects the sensitivity of the detection method
(OMS, 2010; OPS/OMS, 2019). The technique most applied in Bolivia is the DPE-Giemsa stain,
which is reported to have 37% sensitivity with scraping samples from the edge of the lesion
(Ministerio de Salud de Bolvia, 2015). Despite its low sensitivity, this method is widely used due
to its low cost, speed, simplicity, and high specificity (Aronson and Joya 2019; Reithinger &
Dujardin, 2007). Although the DPE is accessible for any type of laboratory, its sensitivity varies
considerably according to the experience of the laboratory staff and sample quality (Cantanhéde,
etal., 2021; Mann, et al. 2021).

The aim of the present study was to analyze the whole process of TL diagnosis, from the
sampling method to the parasitological techniques. Following the Pan American Health
Organization (PAHO) recommendations (PAHO, 2019), samples were taken from the edge of the
lesion. Two types of sample were simultaneously collected from each of the 117 Bolivian patients
participating in the study, using aspiration (A) and scraping (S) methods, to compare their
suitability. Four different parasitological methods (DPE and culture in different media) were
studied in parallel with each sample. Biopsy samples were not collected because the procedure is
more invasive and traumatic for the patient and should only be carried out when another etiology
needs to be studied (Aronson et al., 2016). For ethical reasons, we aimed to cause the minimal
inconvenience for the patients voluntarily taking part in the research.

According to the gold standard, 96 of the 117 (82%) patients suspected of having TL were
diagnosed with the disease, verifying the correctness of the clinical diagnosis. Nevertheless, the
different techniques showed different levels of accuracy. Both DPEA and DPES had low
sensitivity (<45%) and poor correlation with the gold standard (k<0.23). Contradictory results have
been reported for DPE sensitivity, which is generally lower in the New than the Old World (Goto
& Lauletta Lindoso, 2010; Reimao et al., 2020). In studies carried out in Iran and Lebanon, the
sensitivity range was 38-89% (Hosseinzadeh et al., 2012; Pezeshkpoor et al., 2013; Saab et al.,
2015), compared to 27.9-85% reported in Argentina, Brazil, Colombia, Mexico, and Peru (Boggild
et al., 2007, 2008, 2010; Cantanhéde et al., 2021; De Almeida, et al., 2021; De Mello et al., 2011;
Marco et al., 2012; Ramirez, et al., 2002; Weigle et al., 1987). However, it is difficult to compare
DPE sensitivity results in the literature because of variability in sampling, including the utensils

used (lancet, scalpel, toothpick, punch, cytology brushes, needle, or fine needle), the location (the
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edge, induration borders, or the center of a recent or older lesion), and methods (aspiration,
scraping or biopsy) as well as the training level of the staff. An advantage of the present study is
that these variables were eliminated, as all the samples were collected by the same person and the
different methods were applied to the same lesions. Another important factor that could affect DPE
sensitivity is the Leishmania species responsible for the lesion. For example, a study in Brazil
reported sensitivities of 24% when L. braziliensis was the causal agent and 93% in the case of L.
guyanensis (Romero et al., 2001). Accordingly, an explanation for the low DPE sensitivity
obtained in the present study is that in Bolivia 90% of lesions in TL are caused by L. braziliensis
(Garcia et al. 2007; Torrico et al., 2021).

Culture usually improves sensitivity in TL diagnosis (Reiméao et al., 2020; Thakur et al.,
2020), although a study in Colombia reported that aspiration cultures in NNN medium were
negative for patients with a positive DPE (Ramirez et al., 2000). Despite its high sensitivity, culture
is not used in routine clinical practice in Bolivia. When analyzing the results of the three culture
techniques tested (TSTB, MNC and MCC), their sensitivity was always higher compared to the
DPE, regardless of the sampling method, ranging from 72% to 98%. This indicates that to optimize
TL diagnosis, culture techniques applied by trained personnel should be used. Another advantage
of culture-based methods is that the parasite can be isolated for subsequent research, including
parasite identification (Boggild et al., 2008; Reimao et al., 2020).

The TSTBS culture had the highest sensitivity (98%), followed by MNCS (94%), both
showing complete agreement with the gold standard (k=0.88 and k=0.82, respectively). These
results could be explained by the larger volume of sample used (500 ul and 300 pl, respectively)
compared to the other culture method (MCC) (100 ul). The TSTBA technique, which showed a
good level of sensitivity (90%), is currently used in the Bolivian Laboratory of Parasitology of the
FM UMSS for TL diagnosis, as well as to isolate Leishmania spp. Similar results were obtained
for this method in previous studies in Bolivia by members of our group, with up to 91% sensitivity
obtained with aspirate sampling (Ballart et al., 2021; Bermudez et al., 2005). In contrast, other
studies, mostly based on samples obtained by aspiration and cultured in NNN or Schneider’s
media, have reported lower sensitivities, ranging from 40 to 84% (Faber et al., 2003; Gomes et al.,
2014; Goto & Lauletta Lindoso, 2010, Pena et al., 2020). We were unable to find data on studies
using scraping samples for TL diagnosis by culture.
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Our results showed that the sensitivity of MNC in Schneider's medium with 20% FBS
(MNCS: 94% and MNCA: 89%) was comparable to that of TSTB culture (TSTBS: 98% and
TSTBA: 90%). Both culture media with scraping samples provided results that were almost
perfectly correlated with the gold standard, and their reliability was more than satisfactory (k>0.8;
a-Cronbach >0.9). In a study carried out in Peru, MNC in RPMI 1640 medium with 20% FBS
using aspirate sampling showed a lower sensitivity (76.3%) (Boggild et al., 2008). On the other
hand, MCC with Schneider’s medium supplemented with 20% FBS showed the lowest sensitivity
in TL diagnosis among the culture techniques (MCCA: 72% and MCCS: 75%), with moderate k
values. These results could be explained by the smaller sample volume used (100 ul), as
mentioned, and a possible inhomogeneity of parasite distribution in the sample. Also, it has been
reported that liquid culture media such as Schneider’s medium is not very effective for the isolation
of L. braziliensis strains, the most prevalent species in Bolivia, although it is useful for obtaining
mass cultures (Netto, et al., 1986). Studies in Peru on cutaneous lesions using MCC with aspirate
sampling report a sensitivity of 72 to 85%, similar to our results, although they used RPMI medium
supplemented with 10% and 20% FBS, respectively (Boggild et al., 2007; 2008). In contrast,
studies in the Old Word (Ethiopia, Iran and Turkey) report a better performance of MCC (RPMI
+ 10-15% FBS) (sensitivity of 91 to 98%) regardless of whether the sample was obtained by
aspiration or scraping (Aberra et al., 2019; Allahverdiyev et al., 2004). Once again, the Leishmania
species could be responsible for the lower sensitivity in the New World.

All the cultures in the study were maintained for 28 days. MCC gave positive results earlier
than the other methods, especially with scraping samples (day 4.5 + 3.8, range of 2- 17 days). An
explanation is that the MCCs were read more frequently than other cultures (every 3-4 days instead
of 7 days), as the capillary tubes do not need to be opened and can be directly observed under the
microscope. Other studies in the New World report a similar precocity for MCC, obtaining
positivity even earlier when using RPMI (at day 3.4 - 4.2, with ranges from 2-7 to 2-11 days), and
slightly later in the traditional NNN medium (at day 5.2 or 6.,7 with ranges from 3-13 to 3-17 days
(Aberra et al., 2019; Boggild et al., 2007; 2008;). Notably, in the MCC found positive 2 or 3 days
after inoculation, promastigotes were frequently observed emerging from macrophages at the
bottom of the capillary tube. As the incubation time progressed, the promastigotes were released

and migrated toward the surface of the tube, where they became anchored and multiplied, forming
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easily detectable rosettes of mobile promastigotes. This evolution indicates that the entire surface
of the capillary tube warrants a detailed observation.

The percentage of positivity increased with culture time. Although a large percentage (84%)
of the cultures were positive at day 7, it was higher at days 14 and 21 and had even grown slightly
at day 28, which suggests the cultures should be maintained for this length of time. A similar study
in Brazil reported 85% positivity at day 7, 15% at day 14, and no new positive results at day 21
(Profeta Luz et al., 2009). As in the present study, the highest percentage of positive cultures were
detected in the first week, but our results differ in that 1 - 7% of the positive cultures were obtained
by one of the culture techniques at day 14, and 1% were obtained at day 28 of incubation in TSTBS
and MNCS. Based on these findings, it would be advisable to reseed the cultures for a final reading
at day 28 to capture the largest number of positive cultures, including slow-growing Leishmania
spp. strains (Montealegre, 2010), especially when there is no access to more sensitive diagnostic
alternatives.

Another factor that can affect the sensitivity and speed of obtaining results by culture is
contamination of skin lesions with bacteria or fungi (Aronson and Joya, 2019). To reduce this risk,
the participants of the present study were included on the condition that they maintained lesions
clean prior to the sampling (with soap and water and disinfection with sterile saline solution
containing the antibiotic gentamicin 150 pg/ml) (Bermudez et al., 2005). Nevertheless,
contaminated cultures were observed, regardless of culture technique or sampling method (\Weigle
et al., 1987). The contamination was more frequent in cultures from scraping samples (21%,
77/363) than aspirates (16%, 58/363), in agreement with Montealegre S. (2010), but sensitivity
increases with scraping samples regardless of the culture technique used. It is noteworthy that
MNC was the method with the highest percentage of contamination (33% and 34% in MNCA and
MNCS, respectively), athough this did not affect its performance, which was reliable and in
agreement (between good and perfect) with the gold standard. The higher percentage of
contamination could be due to the use of Schneider’s culture medium + 20% of FBS, which is
more enriched than TSTB, and the repeated opening of the Eppendorf tubes to observe the parasites
between slides and coverslips under the microscope. In contrast, MCC carries less risk of
contamination, as the cultures can be observed directly through the capillary tubes.

Regarding the contaminating microorganisms, bacteria were detected in all the media.

Yeasts were also observed, as were mixed contaminations (bacteria, yeasts and/or filamentous
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fungi), but to a lesser extent. Another study in Bolivia reported a contamination rate of 6.7% for
cultures in TSTB based on aspirate samples, fungi being the main contaminant (Ballart et al.,
2021). In the present study the contamination of the TSTBS culture (16%) apparently did not affect
its sensitivity, with promastigotes observed in 98%, and only 7% (9/121) of the cultures had to be
discarded. In comparison, the TSTBA cultures showed less contamination (4%), so their lower

sensitivity (90%) could be more related to the amastigote concentration in the inoculated sample.

5. Conclusions

Scraping the edges of the lesion is more useful than aspiration for the diagnosis of TL, either
by DPE or culture. DPE is a useful technique for TL diagnosis in Bolivia due to its low cost, safety
for laboratory personnel, and accessibility for simple laboratories. However, diagnosis by culture
should be implemented whenever possible, as culture in TSTB medium was found to double the
number of positive cases diagnosed by DPE. It is therefore recommended that the personnel of
second and third level laboratories in Bolivia should be trained to implement this technique. When
not possible, the sampling and PDE could be carried out “in situ” and part of the samples sent in

suitable conditions to a nearby laboratory equipped to carry out the culture.
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IV. DISCUSION

La historiade la LT en las Américas data de millones de afios, cuando afectaba a animales salvajes,
y los primeros registros que se tienen de la enfermedad en el ser humano provienen de piezas de
cerdmica peruana, ecuatoriana y colombiana del afio 400 al 900 d.C. que muestran una mutilacion
extrema de la region nasal, similar a la producida por las lesiones mucosas que se observan
actualmente en los pacientes (Shaw, 2020). Hasta el momento, en el continente americano, se ha
detectado la presencia de leishmaniosis en 19 paises (Herrera et al., 2020a) y se ha confirmado la
circulacion de 12 de las 20 especies de Leishmania, consideradas agentes etioldgicos de
leishmaniosis humanas; sin embargo, otras especies han sido objeto de discusiones o revisiones

taxonomicas (Cupolillo, 2020).

En Bolivia, las leishmaniosis son un problema de salud que afectan a siete de los nueve
departamentos (Ministerio de Salud del Estado Plurinacional de Bolivia, 2015b). La migracion de
la poblacion de las zonas no endémicas hacia zonas endémicas, en busca de mejores condiciones
de vida, constituye uno de los factores predisponentes a contraer la enfermedad. Los nuevos
asentamientos humanos y las nuevas zonas agricolas, donde el ciclo de la enfermedad es silvestre
(Maia-Elkhoury et al., 2021; Mollinedo et al., 2020a), hacen que el comportamiento de la
enfermedad cambie de un ciclo silvestre inicial, hacia un ciclo peri-doméstico y doméstico (Ballart
et al., 2016), generando nuevos focos de LT e incremento del nimero de casos (Mollinedo &
Mollinedo, 2020Db). Las especies citadas en Bolivia son: L. braziliensis, L. guyanensis y L. lainsoni,
del subgénero Viannia, y L. amazonensis y L. infantum (causante fundamentalmente de LV y

leishmaniosis canina), del subgénero Leishmania (Cupolillo, 2020; Herrera et al., 2020b).

Existen numerosos métodos para la identificacion de especies de Leishmania, bioquimicos,
moleculares y proteémicos (espectroscopia de masas) (Akhoundi et al., 2017, 2016). En la década
de los noventa, el método bioquimico de analisis electroforético de las isoenzimas (MLEE), fue el
mas utilizado en la identificacion de especies de Leishmania (Akhoundi et al., 2016), siendo sus
principales limitaciones técnicas, la necesidad de aislar los parasitos mediante cultivo y por ser
actualmente utilizada en muy pocos centros como herramienta de tipificacion de especies de
Leishmaniasis (Akhoundi et al., 2016; Cupolillo, 2020). Esta técnica, ha sido considerada durante
mucho tiempo el estandar de referencia de identificacion (OMS, 2010; Van der Auwera &

Dujardin, 2015) y también ha servido como técnica de referencia para la evaluacion de técnicas de
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identificacion (Fernandez-Arévalo et al., 2022; Lachaud et al., 2017; Van der Auwera et al., 2014;
Zemanova et al., 2007). En la actualidad, la caracterizacion se realiza principalmente por analisis
molecular, sin existir consenso sobre cual es el método o marcador més adecuado (OMS, 2010;
Schonian et al., 2011). En Bolivia la caracterizacion de especies de Leishmaniosis, se realiza en
forma esporadica solo con fines epidemiol6gicos o de investigacion y la técnica utilizada ha sido
la PCR-RFLP (Garcia et al., 2009). Esta técnica permite la identificacion de las especies de
Leishmania de importancia médica, tanto del VM como del NM, sobre la base de una Unica PCR,
por lo que es posible implementarla en lugares donde se dispone de PCR (Montalvo et al., 2010).
Ademas, en los ultimos afios, la técnica utilizada en Bolivia por Garcia (Garcia et al., 2009), se ha
basado en el andlisis del gen de la proteina de choque térmico 70 (hsp70), mediante la PCR seguida
por RFLP, que ha sido muy utilizada en las Américas para la caracterizacion de especies
neotropicales (Cupolillo, 2020).

En nuestro caso, y dados los resultados obtenidos por diversos autores (Fernandez-Arévalo et al.,
2022; Van der auwera et al., 2013), escogimos como técnica de referencia la secuenciacion del

gen hsp70, que ha sido utilizada en los articulos 1 y 2 de resultados.

En los dltimos afios, a partir de 2014, la técnica de MALDI TOF-MS, ha incursionado en la
identificacion de especies de Leishmania, dando resultados alentadores (Cassagne et al., 2014;
Culhaetal., 2014; Mouri et al., 2014). Esta técnica ha sido evaluada en el segundo de los articulos

que conformas los resultados de la memoria de tesis doctoral.

En el primer articulo, titulado “Tegumentary leishmaniosis by Leishmania braziliensis complex
in Cochabamba, Bolivia including the presence of L. braziliensis outlier”, se pretendia ahondar
en el estudio del complejo L. braziliensis en Bolivia. Esta especie causa LT en la mayoria de paises
de América (Argentina, Belice, Brasil, Colombia, Costa Rica, Ecuador, Guatemala, Mexico,
Nicaragua, Panama, Paraguay, Per(, Suriname y Venezuela) (OPS, 2020), y segun reportes

existentes, el 93% de casos de LT en Bolivia estan causados por L. braziliensis.

Varios estudios sobre L. braziliensis en Latinoamérica habian mostrado la diversidad genética del
complejo (Baptistaetal., 2012; Odiwuor et al., 2012; Ramirez et al., 2016), pero tan solo un estudio
incluia tres cepas de referencia de Bolivia (Odiwuor et al., 2012). Nuestro estudio ha permitido
detectar la presencia de dos especies de Leishmania del complejo en Bolivia, L. braziliensis “sensu

stricto” y L. peruviana y una posible especie, L. braziliensis outlier, que presentan una elevada
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diversidad genética al analizar los resultados obtenidos por secuenciacion del fragmento de 1245

pb del gen hsp70. También se han caracterizado posibles hibridos de L. braziliensis/L. peruviana.

L. braziliensis outlier ha sido aislada en Per(, Panama y también en Bolivia (Fraga et al., 2013;
Odiwuor et al., 2012; Van der auwera et al., 2013). Esta Leishmania, ha presentado una mayor
diversidad genética (9 genotipos diferentes en 16 cepas analizadas) en relacion a L. braziliensis (6
genotipos en 24 cepas) y L. peruviana (1 genotipo en 1 cepa), caracteristica que la posiciona a
mayor distancia genética de L. braziliensis y L. peruviana, y proxima a cepas de referencia de L.
lainsoni. Sin embargo, pese a la facilidad de su discriminacion genética en comparacion a L.
braziliensis “sensu stricto” y L. peruviana, ain no existe un consenso en su denominacion ni en su

posicién taxondémica (Van der Auwera & Dujardin, 2015).

Es la primera vez que se reporta L. peruviana en Bolivia, cuya presencia se limitaba, inicialmente,

a las zonas endémicas andinas del Pert (Dujardin et al., 1995)

Hasta la fecha, L. braziliensis “sensu stricto” es considerada como la especie mas frecuentemente
aislada de LM, pero otras especies que pueden afectar las mucosas en el NM son L panamensis,
principalmente, L guyanensis, L amazonensis y L. mexicana (Abadias-Granado et al., 2021; Gomez
et al., 2020; Llanos-Cuentas, 2020). También se han descrito casos ocasionales por L. peruviana e
hibridos de L. braziliensis/L. peruviana (Llanos-Cuentas, 2020). En Bolivia, la afectacion de los
pacientes abarca a un 20% de la poblacion, fundamentalmente a varones y a personas entre 16-40
afios sobre todo en el Chapare del departamento de Cochabamba seguido de La Paz, Santa Cruz,
Beni y Pando (David et al., 1993).

En nuestro estudio, las tres especies del complejo L. braziliensis han sido aisladas de casos de LM,
siendo L. braziliensis la que ha dado lugar principalmente a esta manifestacion clinica (80% de los
casos de LM), aunque ha sido aislada méas frecuentemente de pacientes con lesiones cutaneas
(58%). Es importante mencionar que un 5% de la poblacion infectada por L. braziliensis, tiene
riesgo de desarrollar LM después de semanas e incluso hasta mas de 20 afios después de haber
cursado una LC, produciéndose en la etapa final obstruccion y destruccion de la nariz, faringe y
laringe y muerte por infecciones bacterianas secundarias, si no es tratada a tiempo (Dawit et al.,
2013; OMS, 2010).

L. braziliensis grupo atipico ha sido aislado con mayor frecuencia de pacientes lesiones cutaneas

(92%) y solo de un paciente con lesion mucosa, quien presenté ademas falla terapéutica. En
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estudios previos L. braziliensis atipica habia sido reportado exclusivamente de aislados

provenientes de lesiones cutaneas (Odiwuor et al., 2012; VVan der Auwera et al., 2013).

En lo que respecta a L. peruviana, el Unico aislado de esta especie procedia de un paciente con
lesion mucosa proveniente de la provincia del Chapare del departamento de Cochabamba y que

presentaba, a su vez, falla terapéutica al tratamiento con Glucantime® y a Anfotericina B.

La presencia de las posibles cepas hibridas L. braziliensis/ L. peruviana en nuestro estudio, aisladas
también en Perd (Kato et al., 2019, 2016; Nolder et al., 2007; Odiwuor et al., 2012), podria ser una
evidencia de la evolucion genética de L. braziliensis hasta llegar adquirir el perfil genético de L.
peruviana, puesto que esta establecido que L. braziliensis es antecesora de L. peruviana, producto
de la adaptacion a los diferentes ecosistemas del Per( (Dujardin et al., 1995) Una de las dos cepas
hibridas aisladas procedia de un paciente con LM y ninguna de las dos cepas respondi6 al

tratamiento con antimoniales.

Basados en las ventajas del MALDI-TOF MS en la identificacion de las leishmanias como son su
rapidez, bajo coste y facilidad de manejo, una vez obtenidos los cultivos (Clark et al., 2013;
Croxatto et al., 2012), se pens6 que esta técnica podria ser una alternativa de caracterizacion de
especies de Leishmania en éareas endémicas de paises en vias de desarrollo como Bolivia., El
articulo, titulado “Usefulness of Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time of Flight
Mass Spectrometry in the Characterization of Leishmania Strains Causing Tegumentary
Leishmaniosis in Bolivia versus hsp70 Gene Sequencing” , consistié en la evaluacion de la
técnica de MALDI TOF-MS en la caracterizacion de especies de Leishmania causantes de LT en
Bolivia, utilizando como técnica de referencia la secuenciacion del gen hsp70. En este estudio, se
analizaron 55 cepas aisladas de 44 pacientes con LT en Bolivia durante los afios 2004 — 2015. El
MALDI-TOF MS fue comparado con la secuenciacion del fragmento de 1245 pb del gen hsp70,
técnica usada como referencia. Mediante la secuenciacion se identificaron en el subgénero
Viannia: L. braziliensis “sensu stricto”, L. braziliensis outlier, L. peruviana, L. lainsoni, L.
guyanensis y posibles hibridos de L. braziliensis/L.peruviana, y en el subgénero Leishmania: L.
amazonensis, L. mexicana y posibles hibridos de L. amazonensis/L. mexicana. En base a estos
resultados el MALDI-TOF MS identifico correctamente el 81,8% del total de las cepas de
Leishmania analizadas, pudiendo alcanzar hasta el 93,5% de correcta identificacion, cuando se

excluyeron a las cepas hibridas. Estos resultados son similares a los obtenidos en otras
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investigaciones, donde se utilizaron diferentes especies de Leishmania, tanto del del VM como del
NM (Cassagne et al., 2014; Fernandez-Arévalo et al., 2022; Mouri et al., 2014). La técnica de
MALDI-TOF MS, fue capaz de identificar en forma correcta cepas de Leishmania, a nivel de
género, subgénero y complejo. Sin embargo, a nivel de especies, solo fueron correctamente
identificadas las especies que se encuentran a mayor distancia genética (Neighbor-Net): L.
lainsoni, L. guyanensis y dentro del complejo L. braziliensis a L. braziliensis outlier que fue
claramente diferenciada de L. braziliensis “sensu stricto”, aunque esta posible subespecie, no tiene
una clasificacion taxondmica definida (Odiwuor et al., 2012). L. peruviana por su parte, por su
gran similitud genética con L. braziliensis “sensu stricto” (\VVan der Auwera & Dujardin, 2015), ha
sido identificada por MALDI-TOF MS como L. braziliensis lo que concuerda con otros estudios
realizados (Cassagne et al., 2014; Lachaud et al., 2017). Dentro del subgénero Leishmania, hubo
mayor problema de identificacion a nivel de especie, ya que el MALDI-TOF MS, solo identifico
a la cepa de L. amazonensis en forma correcta y, en cambio, las cepas de L. mexicana fueron
identificadas erroneamente como L. amazonensis, resultados que posiblemente se deban a la
variabilidad genética y geografica entre los miembros de este complejo (Van der Auwera &
Dujardin, 2015).

Una de las limitaciones de la técnica de MALDI-TOF MS, en la identificacion de especies de
Leishmania, es la falta de discriminacion de cepas hibridas, que en el caso de las cepas L.
braziliensis/L. peruviana, puede ser debido a la variabilidad de la secuencia del gen hsp70, por lo
que fueron identificadas simplemente como L. braziliensis. Otras cepas hibridas de este complejo,
ya habian sido previamente estudiadas, y se sabe que estan circulando en ciertas areas endémicas
de LT incluyendo Bolivia (Dujardin et al., 1995; Nolder et al., 2007). En el caso de hibridos del
complejo L. mexicana del NM, la falta de discriminacion podria estar relacionada a la presencia
de 3 a 4 sitios polimdrficos en la secuencia nucleotidica del gen hsp70 (datos no mostrados). Si
bien este complejo ya ha sido estudiado previamente, no hemos encontrado datos reportados sobre
hibridos. Ante este hecho, la presencia de cepas hibridas en zonas endémicas de LT, conllevaria a

la identificacion erronea por MALDI-TOF MS, pero dentro del mismo complejo.

Teniendo en consideracion la gran variabilidad genética que presentan las especies de Leishmania
del NM (Cupolillo et al., 1998), sera necesario fortalecer ain mas, y en nimero similar, el banco
de espectros existentes en el MSL incluyendo mas especies e hibridos de cepas de Leishmania de

diferentes hospedadores y regiones geogréaficas, dado a que una de las limitantes de este sistema
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es la dependencia de la calidad y precision de la base de datos existente (Ballesté, 2018). De hecho,
en una primera aproximacion, no se identificaban correctamente las L. braziliensis outlier, pero al
incluir mas cepas en el banco de espectros los resultados, se soluciond este problema. Otra
limitante del MALDI-TOF MS, es que requiere parasitos en cultivo, porque la precision de los
espectros esta relacionado con la concentracion de parasitos (Liébana-Martos, 2018). Sin embargo,
en comparacion con las técnicas moleculares, ésta ofrece grandes ventajas, como la rapidez en la
obtencion de resultados, la simplicidad, el costo para la identificacion de aislamientos y facilidad
para integrarse en un laboratorio clinico (Clark et al., 2013; Mouri et al., 2014) , ya que el equipo,
una vez instalado, podria ser aprovechado para su uso en la identificacion de otros
microorganismos que causan problemas de salud en paises en vias de desarrollo, donde las
herramientas moleculares ain no son rutinariamente utilizadas con fines de diagndstico y de
caracterizacion, por su elevado costo y requerir personal capacitado (Lachaud et al., 2017; Singhal
et al., 2015). La identificacion de especies de Leishmania, permitiria al paciente recibir un
tratamiento especifico y oportuno, mejorar su manejo y contribuir en el disefio de estrategias de

control de la LT en nuestro pais.

El tratamiento de la LT en Bolivia, es subvencionado y aplicado bajo supervision médica, debido
a su toxicidad, que a veces es necesario la suspension del tratamiento (Dedet et al., 1995). Por este
motivo, es un requisito indispensable la confirmacion de diagnostico clinico mediante el

diagndstico de laboratorio.

El diagnostico de la LT en el pais, se realiza rutinariamente por EPD mientras que el cultivo
axénico es realizado Unicamente en laboratorios especializados con infraestructura adecuada y
personal capacitado (De Vries et al., 2015). Basados en este hecho, en el tercer capitulo de
resultados evaluamos cuatro técnicas parasitolégicas de diagnostico utilizando dos métodos de
toma de muestras. Los resultados de esta investigacion se encuentran descritos en el manuscrito
“The need for integrate culture technique for tegumentary leishmaniosis diagnosis in
Bolivia: A comparative evaluation of four parasitological techniques using two sampling
methods”. Las técnicas de diagnostico parasitoldgico evaluadas fueron el EPD y tres métodos de
cultivo (cultivo en medio TSTB, MNC y MCC, estos dos ultimos en medio de cultivo Schneider
suplementado con 20% de FBS). Para cada uno de los métodos se utilizaron dos tipos de muestras
(aspirado y raspado, ambos de los bordes de las lesiones). Segun la OPS/OMS, se pueden utilizar

tres tipos de muestras en el diagnostico de LT, muestras obtenidas por aspiracion, raspado o trozos
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de biopsia (OPS/OMS, 2019). Una muestra idonea para el diagnostico de la LT, debe ser de bajo
costo, poco traumatica y segura, y su eleccion dependera de las caracteristicas clinicas de las
lesiones. La toma de muestra de piezas de biopsia, por ser traumaética e invasiva, solo debe de
realizarse para descartar otras enfermedades (Aronson & Joya, 2019). La calidad de una muestra
para diagnostico de LT, dependera de la experiencia del personal de laboratorio y repercutira en la
calidad de los resultados de diagndstico obtenido. Por otro lado, la eleccion de la técnica de
diagnostico, dependerd de la infraestructura y los recursos disponibles en el establecimiento de
salud y no tanto de la precision diagnostica de la técnica (De Vries et al., 2015). Por este motivo
es necesario optimizar las herramientas diagnosticas disponibles, a fin de obtener un diagnostico
preciso y temprano, y poder realizar el tratamiento y seguimiento adecuados de las personas
afectadas (OPS/OMS, 2017). Un resultado falso positivo llevard a someter al paciente a un
tratamiento altamente tdxico, sin necesidad de requerirlo, y quitar la oportunidad de tratamiento a
otro paciente que si lo requiera, dada la disponibilidad intermitente de medicamentos por ser
subvencionado, y que en su desesperacion de curar su lesion, acude a las farmacias privadas a
tratar de conseguir el medicamento, donde hay una escasa disponibilidad para su expendio por su
elevado costo (insuficiente para realizar un tratamiento completo) (Pelaez-Sanchez, 2012). Ello
fuerza a realizar tratamientos incompletos y a generar posibles fallas terapéuticas, que ya estan
reportadas en ciertos paises y en Bolivia (Llanos-Cuentas et al., 2008; Rojas et al., 2021; Vélez &
Carrillo, 2013) vy, posiblemente, a largo plazo podria generar el genotipo de resistencia de
Leishmania a los medicamentos disponibles en Bolivia, como sucede en la India (Ponte-Sucre et
al., 2017). Por otra parte, un resultado falso negativo, quitaria la oportunidad al paciente de realizar
un tratamiento rapido y oportuno, y favoreceria la evolucion de una LC a una LM, teniendo en
consideracion que el 90% de las lesiones en la LT, son causadas por L. braziliensis (Garcia et al.,
2007a) y que aproximadamente el 20% de éstas pueden evolucionar a una lesion mucosa si no se

realiza el tratamiento oportuno (Garcia et al., 2009).

Segun los resultados obtenidos en la presente investigacion el EPDS, presentd una sensibilidad del
45%, superior al EPDA. Los reportes cientificos muestran que el EPD presenta una sensibilidad
variable entre el 27,9 al 85% (Boggild et al., 2007, 2008, 2010; Cantanhéde et al., 2021; De
Almeida et al., 2021; De Mello et al., 2011; Marco et al., 2012; J. Ramirez et al., 2002; Weigle et
al., 1987). Es dificil comparar los resultados de la EPD de los diferentes estudios, debido a la

diversidad de utensilios utilizados para la toma de muestras (lanceta, bisturi, palillo, sacabocados,
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cepillos de citologia, aguja, aguja fina), sitios de muestreo de la lesion (bordes indurado o centro),
lesion reciente 0 mas antigua, metodos de toma de muestras (aspiracion, raspado o biopsia) y por

requerir personal capacitado.

La normativa nacional de Leishmaniosis de Bolivia, menciona que el cultivo para el diagndstico
de LT puede ser implementado desde laboratorios de segundo nivel (Ministerio de salud del Estado
Plurinacional de Bolivia., 2015a)(Ministerio de salud del Estado Plurinacional de Bolivia., 2015).
Sin embargo, en la actualidad el cultivo es utilizado en forma rutinaria en tres laboratorios de
referencia de Bolivia, INLASA (La Paz), CENETROP (Santa Cruz) y LABIMED (Cochabamba)
y de forma eventual en dos laboratorios de hospitales de segundo nivel de la region tropical de
Cochabamba. En la presente investigacion la técnica TSTBS presentd una sensibilidad del 98%
con un indice de concordancia del 88% y un coeficiente de fiabilidad catalogado como satisfactorio
(94%). Los resultados muestran la utilidad de la muestra de raspado para realizar las técnicas de
cultivo, puesto que todas las técnicas evaluadas con los cultivos presentaron mayor sensibilidad
que con la muestra de aspirado. Un problema del raspado es que puede dar lugar a un mayor grado
de contaminacion, como se ha mostrado en nuestro estudio. Sin embargo, ello no afectd la
sensibilidad de las mismas, a diferencia de otras investigaciones realizadas (Aronson & Joya, 2019;
Montealegre, 2010). posiblemente la contaminacion en el presente estudio estuvo relacionada con
el retardo del crecimiento de los parasitos, puesto que a los siete dias de incubacion el 93% de los
cultivos en TSTBA fueron positivos, mientras que TSTBS solo 83%, pero a los 14 dias de
incubacién el 98% de los cultivos fueron positivos tanto TSTBA como en TSTBS. Una medida
para evitar estas contaminaciones es el tratamiento previo a que deberian someterse los pacientes
antes de la toma de muestras, procediendo a un buen lavado de las lesiones, tal y como se pidi6 en

el presente estudio.

Los resultados de nuestra investigacion muestran que el raspado de los bordes de la lesién fue méas
atil que la aspiracién para el diagnostico de LT, ya sea para la EDP o para el cultivo. EI EPD puede
seguir utilizandose en el diagnostico de LT por las ventajas que presenta, sobre todo la seguridad
para el personal de laboratorio. Pero por los resultados obtenidos, es necesario instar a las
autoridades para que se implemente el cultivo en TSTB en el diagndstico de la LT, ya que se ha
duplicado el numero de casos inicialmente diagnosticados por el EPD. Sin embargo, para ello es

necesario capacitar al personal de los laboratorios de segundo y tercer nivel en Bolivia.
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V. CONCLUSIONES

A) Estudio sistematizado del rendimiento de la secuenciacion del gen hsp70 de aislados de
Leishmania causantes de leishmaniosis tegumentaria en Bolivia con especial hincapié en

el estudio del complejo Leishmania braziliensis y su relacion con las caracteristicas clinicas

1. Lasecuenciacion del fragmento de 1245 pb del gen hsp70 ha sido util en la caracterizacion de
55 cepas de Leishmania aisladas en Bolivia en el periodo comprendido entre 2004-2015,
permitiendo la caracterizacion de 23 cepas de Leishmania braziliensis sensu stricto, 18 cepas
de Leishmania braziliensis outlier, una cepa de Leishmania peruviana, dos cepas de
Leishmania lainsoni, una cepa de Leishmania guyanenisis, dos cepas de Leishmania
mexicana, una cepa de Leishmania amazonensis, dos posibles cepas hibridas de Leishmania
braziliensis/Leishmania peruviana y 5 posibles cepas hibridas de Leishmania

mexicana/Leishmania amazonensis.

2. Se ha evidenciado el polimorfismo genético del gen hsp70 en las leishmanias del complejo
Leishmania braziliensis, obteniéndose 16 genotipos diferentes: seis genotipos de Leishmania
braziliensis sensu stricto, nueve genotipos de Leishmania braziliensis outlier y un genotipo

de L. peruviana.

3. El analisis genético del complejo Leishmania braziliensis permite observar que Leishmania
braziliensis outlier, se encuentra claramente separada genéticamente de Leishmania
braziliensis y Leishmania peruviana mientras que los posibles hibridos de Leishmania

braziliensis/Leishmania peruviana se ubican entre las ramas de ambas especies.

4. Se ha identificado Leishmania braziliensis sensu stricto en 19 pacientes, once presentaban
lesiones cuténeas y ocho lesiones mucosas. Cuatro de los pacientes con lesiones cutaneas y

dos con lesiones mucosas presentaron falla terapéutica.

5. Leishmania peruviana ha sido aislada, por primera vez en Bolivia, de un paciente afectado de

leishmaniosis mucosa que presentaba falla terapéutica.

6. Leishmania braziliensis outlier, ha sido aislada casi exclusivamente de lesiones cutaneas, a
excepcion de una cepa aislada de lesion de la mucosa, y ninguno de los pacientes infectados

con esta especie presento falla terapéutica.
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B) Evaluacion de la utilidad del MALDI-TOF MS en la caracterizacion de las especies de

Leishmania causantes de leishmaniosis tegumentaria en Bolivia

La técnica de MALDI-TOF MS discrimina, de forma correcta, cepas bolivianas de

Leishmania a nivel de género, subgénero y complejo.

La tecnica de MALDI TOF-MS, caracterizo correctamente el 82% de las cepas a nivel de
especie, incluyendo la totalidad de cepas de Leishmania braziliensis (23), Leishmania
braziliensis outlier (18), Leishmania lainsoni (2), Leishmania guyanensis (1) y Leishmania
amazonensis (1). Sin embargo, ha fallado en la identificado de Leishmania peruviana (1) y

Leishmania mexicana (2).

La técnica de MALDI-TOF MS no permite identificar hibridos potenciales de Leishmania,
mientras que el andlisis del polimorfismo del gen hsp70 puede detectar las caracteristicas

genéticas de ambas especies.

MALDI TOF-MS presenta las ventajas de su rapidez en la obtencion de resultados, su
simplicidad, el menor coste para la identificacion de aislamientos de Leishmania, una vez
obtenido el cultivo, y su facilidad de integrarse a un laboratorio clinico, por lo que podria
constituirse como una estrategia de caracterizacion de especies de Leishmania en paises

endémicos donde aun no se tienen implementada la caracterizacion molecular.

C) Evaluacion de la muestra bioldgica y el diagnostico parasitologico en el diagnostico de la

1.

leishmaniosis tegumentaria en Bolivia

La leishmaniosis tegumentaria fue confirmada en 96 pacientes (82%) por al menos una técnica

parasitologica y un método de muestreo, considerado como el patron de referencia.

La muestra de raspado tuvo mayor rendimiento (81%) que la de aspirado (78%), siendo asi en
las cuatro técnicas de diagnostico evaluadas (examen parasitologico directo, cultivos en
TSTB, MNCy MCC en medio Schneider), lo que le confiere una mayor idoneidad, juntamente
con el hecho de ser menos traumatica para el paciente y mas segura para el personal de

laboratorio.

La técnica de diagndstico utilizada que presento la mayor sensibilidad (94%) fue el cultivo en
TSTB, independientemente de la toma de muestra realizada.
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4. El porcentaje de positividad en los cultivos positivos aumenta con el tiempo de cultivo,
independientemente del método utilizado, pasando del 84% en el dia 7 al 100% en el dia 28,

lo que sugiere que los cultivos deben mantenerse durante este tiempo.

5. Se observo contaminacion bacteriana, por levaduras y hongos filamentosos en un 18,32% de
los cultivos, independientemente del método de muestreo y de cultivo, siendo la mas frecuente
la bacteriana (9,5% de los cultivos contaminados). A pesar de ello, se observo crecimiento de

las leishmanias en un 17% de los medios contaminados.

6. EI minicultivo en medio de Schneider presenta el porcentaje mas elevado de contaminacion,

aproximadamente del 33%.

7. EIl diagnostico por cultivo deberia ser implementado en Bolivia, por lo que se recomienda
capacitar al personal de los laboratorios de segundo y tercer nivel. Cuando no sea posible, la
muestra obtenida in situ podria ser enviada, en condiciones adecuadas, a un laboratorio

cercano equipado para realizar el cultivo.

V. CONCLUSIONS

A) Systematized study of the performance of the hsp70 gene sequencing of Leishmania
isolates causing tegumentary leishmaniasis in Bolivia with special emphasis on the study

of the Leishmania braziliensis complex and its relationship with clinical characteristics

1. The sequencing of the 1245 bp fragment of the hsp70 gene proved to be useful in the
characterization of 55 strains of Leishmania isolated in Bolivia in 2004-2015, allowing the
characterization of 23 strains of Leishmania braziliensis sensu stricto, 18 strains of
Leishmania braziliensis outlier, one strain of Leishmania peruviana, two strains of
Leishmania lainsoni, one strain of Leishmania guyanensis, two strains of Leishmania
mexicana, one strain of Leishmania amazonensis, two possible hybrid strains of Leishmania
braziliensis/Leishmania peruviana and five possible hybrid strains of Leishmania

mexicana/Leishmania amazonensis.

2. Genetic polymorphism of the hsp70 gene has been demonstrated in species of the Leishmania

braziliensis complex, with the identification of 16 different genotypes: six genotypes of
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Leishmania braziliensis sensu stricto, nine genotypes of Leishmania braziliensis outlier and

one genotype of L. peruviana.

3. The genetic analysis of the Leishmania braziliensis complex allows us to observe that
Leishmania braziliensis outlier is clearly genetically separated from Leishmania braziliensis
and Leishmania peruviana while the possible hybrids of Leishmania braziliensis/Leishmania

peruviana are located between the branches of both species.

4. Leishmania braziliensis sensu stricto was identified in 19 patients, eleven with skin lesions and
eight with mucosal lesions. Four of the patients with cutaneous lesions and two with mucosal

lesions experienced therapeutic failure.

5. Leishmania peruviana has been isolated, for the first time in Bolivia, from a patient affected by

mucosal leishmaniasis with therapeutic failure.

6. Leishmania braziliensis outlier was isolated almost exclusively from skin lesions, except for
one strain isolated from mucosal lesions, and none of the patients infected with this species

experienced therapeutic failure.

B) Evaluation of the usefulness of MALDI-TOF MS in the characterization of Leishmania

species causing tegumentary leishmaniasis in Bolivia

1. The MALDI-TOF MS technique correctly discriminate Bolivian Leishmania strains at the

genus, subgenus, and complex level.

2. The MALDI TOF-MS technique correctly characterized 82% of the strains at species level,
including the totality of Leishmania braziliensis (23), Leishmania. braziliensis outlier (18),
Leishmania lainsoni (2), Leishmania guyanensis (1) and Leishmania amazonensis (1).

However, it failed to identify Leishmania peruviana (1) and Leishmania mexicana (2).

3. The MALDI-TOF MS technique cannot identify potential Leishmania hybrids, whereas analysis

of hsp70 gene polymorphism can detect genetic characteristics of both species.

4. MALDI TOF-MS has the advantages of providing rapid results, simplicity, lower cost for the
identification of Leishmania isolates once the culture is obtained, and ease of integration in a

clinical laboratory. The technique could therefore be suitable for the characterization of
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Leishmania species in endemic countries where molecular techniques have not yet been

implemented.

C) Evaluation of biological samples and parasitological techniques in the diagnosis of

tegumentary leishmaniasis in Bolivia

1. Tegumentary leishmaniasis was confirmed in 96 patients (82%) by at least one parasitological

technique and one sampling method, considered as the reference standard.

2. Scraping samples had a higher yield (81%) than aspirate samples (78%) in the four diagnostic
techniques evaluated (direct parasitological examination, and culture in TSTB, MNC and
MCC in Schneider’s medium), indicating higher effectivity. Additionally, they are less

traumatic for the patient and safer for laboratory personnel.

3. The diagnostic technique used that presented the highest sensitivity (94%) was the TSTB

culture, regardless of the sample taken.

4. The percentage of positivity in positive cultures increased with culture time, regardless of the
method used going from 84% at day 7 to 100% at day 28.

5. Bacterial, yeast and filamentous fungal contamination was observed in 18.32% of the cultures,
regardless of the sampling and culture method, with bacterial contamination being the most
frequent (9.5% of contaminated cultures). Nevertheless, leishmanias growth was observed in

17% of the contaminated media.
6. The miniculture in Schneider’s medium had the highest percentage of contamination
(approximately 33%).

7. Diagnosis by culture should be implemented in Bolivia, and second and third level laboratory
personnel should be trained accordingly. When this is not possible, the sample obtained in situ
could be sent, under suitable conditions, to a nearby laboratory equipped to perform the

culture.
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V. CONCLUSIONS

A) Etude systématisée de la performance du séquencage du gene hsp70 d'isolats de
Leishmania responsables de la leishmaniose tégumentaire en Bolivie avec un attention
particulier sur I'étude du complexe Leishmania braziliensis et sa relation avec les

caractéristiques cliniques

1. Le séquencage du fragment de 1245 pb du géne hsp70 a été utile dans la caractérisation de 55
souches du complexe Leishmania braziliensis isolées en Bolivie dans la periode entre 2004 et
2015, permettant la caractérisation de 23 souches de Leishmania braziliensis sensu stricto, 18
souches atypiques de Leishmania braziliensis, une souche de Leishmania peruviana, deuz
souches de Leishmania lainsoni, une souche de Leishmania guyanensis, deux souches de
Leishmania mexicana, une souche de Leishmania amazonensis, deux souches possibles
hybrides de Leishmania braziliensis/Leishmania peruviana et cing souches possibles hybrides

de Leishmania mexicana/Leishmania amazonensis.

2. Le polymorphisme genétique du gene hsp70 a été démontré chez les leishmanies du complexe
Leishmania braziliensis, obtenant 16 génotypes différents : six génotypes de Leishmania
braziliensis sensu stricte, neuf génotypes de Leishmania braziliensis atypiques et un génotype

de Leishmania peruviana.

3. L'analyse génétique du complexe Leishmania braziliensis permet de constater que les souches
atypiques de Leishmania braziliensis sont clairement séparées génétiqguement de Leishmania
braziliensis et de Leishmania peruviana tandis que les hybrides possibles de Leishmania

braziliensis/Leishmania peruviana sont situés entre les branches des deux especes.

4. Leishmania braziliensis sensu stricto a été identifiée chez 19 patients, onze présentaient des
Iésions cutanées et huit des Iésions muqueuses. Quatre patients avec lesions cutanes et deux

patients avec lesions muqueuses ont présenté un échec thérapeutique.

5. Leishmania peruviana a été isolée, pour la premiere fois en Bolivie, chez un patient atteint de

leishmaniose muqueuse qui présentait un échec thérapeutique.
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6. Leishmania braziliensis atypique a été isolé presque exclusivement a partir de Iésions cutanées,
a I'exception d'une souche isolée de lésions muqueuses, et aucun des patients infectés avec

cette espéece n'a présenté d'échec thérapeutique.

B) Evaluation de I'utilitt du MALDI-TOF MS dans la caractérisation des espéces de

Leishmania responsables de la leishmaniose tégumentaire en Bolivie

1. Latechnique MALDI-TOF MS est capable de discriminer correctement les souches boliviennes

de Leishmania au niveau du genre, du sous-genre et du complexe.

2. La techniqgue MALDI TOF-MS a correctement caractérisé 82% des souches a niveu d’espéce,
y compris toutes les souches de Leishmania braziliensis (23), Leishmania. braziliensis
atypique (18), Leishmania lainsoni (2), Leishmania guyanensis (1) et Leishmania
amazonensis (1). Cependant, elle n’a pas réussi a identifier Leishmania peruviana (1) et

Leishmania mexicana (2).

3. La technique MALDI-TOF MS ne peut pas identifier les hybrides potentiels de Leishmania,
tandis que l'analyse du polymorphisme du gene hsp70 peut détecter les caractéristiques

génétiques des deux espéces.

4. MALDI TOF-MS présente les avantages de sa rapidité d'obtention des résultats, de sa simplicité,
du moindre co(t pour I'identification des isolats de Leishmania, une fois la culture obtenue, et
de sa facilité d'intégration dans un laboratoire clinique, donc qui pourrait étre constitué comme
stratégie de caractérisation des espéces de Leishmania dans les pays endémiques ou la

caractérisation moléculaire n'a pas encore été mise en ceuvre.

C) Evaluation de I'échantillon biologique et du diagnostic parasitologique dans le diagnostic

de la leishmaniose tégumentaire en Bolivie

1. La leishmaniose tégumentaire a été confirmée chez 96 patients (82%) par au moins une
technique parasitologique et une méthode de prélévement, considérées comme standard de

référence.
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2. L'échantillon gratté a eu un rendement plus élevé (81%) que I'échantillon aspiré (78%), ceci
étant le cas dans les quatre techniques de diagnostic évaluées (examen parasitologique direct,
cultures en TSTB, MNC et MCC en milieu Schneider), ce qui lui confére une plus grande
aptitude, outre le fait qu'il est moins traumatisant pour le patient et plus sir pour le personnel

du laboratoire.

3. L La technique de diagnostic utilisée qui présentait la sensibilité la plus élevée (94%) était la

culture TSTB, quel que soit I'échantillon prélevé.

4. Le pourcentage de positivité dans les cultures positives augmente avec la durée de la culture,
quelle que soit la méthode utilisée passant du 84% au jour 7 a 100% au jour 28, ce qui suggére

que les cultures doivent étre maintenues pendant cette période.

5. Des contaminations bactériennes, levures et champignons filamenteux ont été observées dans
18,32 % des cultures, quelle que soit la méthode d'échantillonnage et de culture, la
contamination bactérienne étant la plus fréquente (9,5 % des cultures contaminées). Malgré

cela, une croissance des leishmanies a été observée dans 17 % des milieux contaminés.

6. La mini-culture du millieu de Schneider présente le pourcentage de contamination le plus élevé,
environ 33%.

7. Le diagnostic par culture devrait étre mis en ceuvre en Bolivie, il est donc recommandé de former
le personnel des laboratoires de deuxiémes et troisiémes niveaux. Lorsque cela n'est pas
possible, I'échantillon obtenu "in situ" pourrait étre envoyé, dans des conditions adaptées, a un
laboratoire proche équipé pour réaliser la culture.
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