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RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad causada por el protozoario del género Leishmania,
que se transmite a los humanos por la picadura de flebotomos infectados. EI Peru
reporté un promedio de 7000 casos de leishmaniasis cutanea y 430 de leishmaniasis
cutdneo-mucosa en el 2016. Las principales especies infectantes del género Leishmania
son Leishmania (Viannia) braziliensis, causante del 98% de los casos de leishmaniasis
mucosa Yy cutaneo-mucosa; Leishmania (V.) peruviana, causante de la leishmaniasis
cutanea y en menor proporcion Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.) lainsoni,
Leishmania (Leishmania) amazonensis y Leishmania (V.) shawi. La diversidad de
especies del género Leishmania y su amplia distribucion en el territorio peruano
requieren la bdsqueda de métodos que permitan identificar las especies de forma
sencilla, reproducible y eficiente. En la investigacion se realizd el analisis por PCR-
High Resolution Melting (HRM) para cuatro marcadores moleculares, la region
conservada del minicirculo, ITS-1, hsp70 y cyt b en 243 laminas coloreadas con Giemsa
de los afios 2010-2013 procedentes de pacientes con lesiones cutaneas. El andlisis de
genotipificacion identifico las especies de Leishmania (V.) peruviana, Leishmania (V.)
braziliensis, Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.) lainsoni, Leishmania (L.)
amazonensis, cuya sensibilidad de técnica fue 93.00%. Ademas, el andlisis de las curvas
de disociacion o0 HRMA permiti6 la identificacion de especie de Leishmania desde la
concentracion equivalente a 1 parasito/reaccién. La identificacion de especies, el limite
de deteccidn y la eficiencia en la identificacion especies de Leishmania spp a partir de
laminas coloreadas con Giemsa mediante la técnica de PCR- HRM requiere el uso de
marcadores multicopia, como la regién conservada del minicirculo. La aplicacion de la
técnica PCR-HRM en muestras de ldminas es una herramienta molecular novedosa,
sencilla y atil por el facil almacenamiento y transporte de las muestras de pacientes
desde las regiones mas lejanas del pais, lo cual podria permitir el prondstico del
desarrollo de la enfermedad y estudios epidemioldgicos.

Palabras clave: Leishmania, PCR, High Resolution Melting, marcadores moleculares



ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease caused by the protozoan of the genus Leishmania, and is
transmitted to humans by sandfly bites. Peru reported an average of 7,000 cases of
cutaneous leishmaniasis and 430 cases of cutaneous-mucosal leishmaniasis in 2016. The
most important causal agents of Leishmaniasis are Leishmania (Viannia) braziliensis,
which causes 98% of cases of mucosal and cutaneous-mucosal leishmaniasis,
Leishmania (V.) peruviana, which causes cutaneous leishmaniasis and Leishmania (V.)
guyanensis, Leishmania (V.) lainsoni, Leishmania (Leishmania) amazonensis and
Leishmania (V.) shawi in less rate. The diversity of species of the genus Leishmania and
its wide distribution in the Peruvian territory require the search of methods that allow to
identify the species in a simple, reproducible and efficient way. The investigation was
carried out by PCR — High Resolution Melting (HRM) analysis for four molecular
markers, the conserved region of the minicircle, ITS-1, hsp 70 and cyt b in 243 Giemsa
stained smears of the years 2010-2013 with lesions cutaneous. The genotyping assay
allowed the correct assignment of five Leishmania species (Leishmania (V.) peruviana,
Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.) lainsoni,
Leishmania (L.) amazonensis), whose sensitivity of technique was 93.00% . In addition,
the analysis of the dissociation curves or HRMA allowed the identification of
Leishmania species from the concentration equivalent to 1 parasite / reaction. The
identification of species, the limit of detection and the efficiency in identifying species
of Leishmania spp from sheets colored with Giemsa by the PCR-HRM technique
requires the use of multicopy markers, such as the conserved region of the minicircle.
The application of the PCR-HRM technique in sheet samples is a novel molecular tool,
simple and useful for the easy storage and transportation of patient samples from the
most distant regions of the country, which could allow the prognosis of the development

of the disease and epidemiological studies.

Keywords: Leishmania, PCR, High Resolution Melting, molecular markers



I. INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad causada por mas de 20 especies del protozoo
parasito Leishmania spp, que se transmite a los humanos por la picadura de fleb6tomos
hembras infectados del género Phlebotomus en el Viejo Mundo y Lutzomyia en el
Nuevo Mundo (OMS, 2017). Esta enfermedad afecta alrededor de 12 millones de
personas en mas de 98 paises. Se estima 1.3 millones de casos nuevos, de los cuales
entre 0.7 a 1.2 millones son casos de leishmaniasis cutanea y de 0.2 a 0.4 millones de

leishmaniasis visceral (Alvar, 2012).

La forma clinica de la leishmaniasis depende principalmente de la respuesta inmune del
hospedero y la especie infectante, donde las lesiones cutéaneas causadas por especies del
subgénero Viannia pueden evolucionar a formas mas agresivas de la enfermedad con
capacidad para invadir los tejidos mucosos o desarrollar formas cutaneo difusas (Osorio,
1998; Cuba, 2000; De Oliveira, 2011). En el Peru, las principales especies reportadas
son Leishmania (V.) braziliensis y Leishmania (V.) peruviana (Lucas, 1998; Kato,
2010).

Las técnicas consideradas como referenciales en la identificacion de las especies de
Leishmania spp son la Electroforesis Multilocus Enziméatica (MLEE) y la técnica de
Tipificacion por Secuenciamiento de Multilocus (MLST) (Mauricio, 2006; Tsukayama,
2013). Estas técnicas requieren un elevado nimero de parésitos viables en medios de
cultivo para la extraccion de proteinas o ADN, sin embargo en los ultimos afios las
investigaciones se han enfocado en mejorar aspectos relacionados a la obtencion rapida

de resultados desarrollando técnicas mas sencillas y eficientes, asi como la busqueda de



marcadores especificos que no requieran del secuenciamiento para definir la especie

infectante.

Las técnicas moleculares basadas en la amplificacién de &cidos nucleicos cuentan con
una elevada sensibilidad y especificidad en la identificacion de Leishmania spp,
mediante el uso de marcadores moleculares dirigidos a las regiones conservadas del
minicirculo y maxicirculo, ambos presentes en el ADN del kinetoplasto. Otros
marcadores son los segmentos intergénicos 1y 2 (ITS-1y ITS-2) presentes en el ARN
ribosomal y genes nucleares de la proteina de choque térmico 70 kDa y 20 kDa (hsp70 y
hsp20), la glicoproteina metaloproteasa 63 kDa (gp63), la manosa fosfato isomerasa
(mpi), entre otras (Foulet, 2007; Fraga, 2010; De Almeida, 2011; Chaouch, 2012).

La basqueda y el andlisis de marcadores moleculares multicopias presentes en el ADN
del ndcleo o kinetoplasto del paréasito empleando la técnica de PCR-High Resolution
Melting permite la identificacion sencilla, rapida y eficiente de este parasito, sin
embargo aln es necesaria la evaluacion de estos marcadores a fin de determinar
aquellos de mayor eficiencia, reproducibilidad y concordancia con respecto a una
prueba patron y que ademé&s no requieran el aislamiento previo del parésito para su
identificacion (Talmi, 2010; Khademvatan, 2011; Hernandez, 2014; Ceccarelli, 2014).

En base a lo expuesto se tiene como objetivo general:
Evaluar los marcadores moleculares hsp70, ITS-1, cyt b y la regién conservada del
minicirculo para la identificacion de especies de Leishmania spp a partir de frotises

coloreados con Giemsa, empleando la técnica de PCR-High Resolution Melting (HRM).

Objetivos especificos:

e Analizar el limite de deteccion y eficiencia en la identificacion de los cuatro
marcadores moleculares teniendo como especies representantes del Subgénero
Viannia y Leishmania a Leishmania (Viannia) braziliensis y Leishmania
(Leishmania) mexicana

e Realizar la distribucién geogréafica de las especies identificadas en 8

departamentos del territorio peruano.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. EPIDEMIOLOGIA

La leishmaniasis es una enfermedad de alta incidencia y endémica en 18 paises de las
Ameéricas, durante el periodo 2001-2016 se notificaron 892 846 nuevos casos de
leishmaniasis cutanea (LC), reportdndose 48 915 casos de LC y LM en el Gltimo afio del
intervalo mencionado previamente. Los paises con mayor nimero de casos registrados
fueron Brasil (12.690), Colombia (10.966), Nicaragua (5.423) y PerQ (7.271) que juntos
representaron el 74,3 por ciento del total de casos en la region (OPS/OMS, 2018).

En el Peru, hasta la semana epidemioldgica 45 del 2017 se notificaron 5369 casos de
leishmaniasis, de los cuales el 91.8 por ciento corresponden a leishmaniasis cutanea y el
8.2 por ciento a leishmaniasis cutaneo-mucosa. La incidencia acumulada para
leishmaniasis cutanea fue de 15.55 x 1000 habitantes menor a lo reportado en el mismo
periodo del afio 2016 (19.97 x 1000 habitantes).

El 85.7 por ciento de los casos de leishmaniasis cutanea se concentran en los
departamentos de Cusco, San Martin, Madre de Dios, Cajamarca, Junin, Ucayali, Piura,
Amazonas, Puno, Ancash, Loreto y La Libertad, por otro lado el 91.4 por ciento de los
casos de leishmaniasis cutdnea-mucosa, se concentran en los departamentos de Cusco,
Madre de Dios, Ucayali, Huanuco, Junin, Pasco y Ayacucho (Ministerio de Salud,
2017).

Las principales especies reportadas son Leishmania (Viannia) braziliensis, causante del

98 por ciento de los casos de leishmaniasis mucosa y cutdneo-mucosa en el Per(;



Leishmania (V.) peruviana, causante de la leishmaniasis cutdnea, endémica de los
Andes.

Leishmania (V.) guyanensis es de amplia distribucién en el Perd, desde la region oeste
de los valles interandinos de Ancash hasta Ucayali y las especies de menor distribucion
como Leishmania (V) lainsoni, Leishmania (Leishmania) amazonensis y Leishmania
(V.) shawi (Arana, 1990; Lucas, 1994; Lucas, 1998; Zhang, 2006; Kato, 2010).

2.2. DEFINICIONES CONCEPTUALES

2.2.1. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccion se basa en la replicacion in vitro del ADN usando termocicladores que
automaticamente regulan el aumento y disminucion de la temperatura en cada ciclo. La
reaccion consiste en ciclos repetitivos de desnaturalizacion de la doble hebra, seguido
por la unién de primers o cebadores especificos a la region que flanquea el ADN diana y
finalmente la extension de la cadena de ADN por la adicion de nucle6tidos a partir de
los primers utilizando una ADN polimerasa termoestable. Los productos de
amplificacion del PCR convencional y sus variantes se observan al final de la reaccion

en geles de agarosa.

2.2.2. Marcadores Moleculares

Los marcadores moleculares han sido definidos como cualquier molécula controlada
genéticamente que permite diferenciar a los individuos, puede ser una proteina, ADN o
ARN. Los marcadores del ADN se basan fundamentalmente en el analisis de las

diferencias en secuencias pequefias.

a) Kinetoplasto: Leishmania es un protozoo que pertenece al orden Kinetoplastida
dentro de la familia Trypanosomatidae que se caracterizan por tener una unica
mitocondria (kinetoplasto) con un genoma denso y largo que representa entre 10
— 20 por ciento del ADN celular. Incluye dos tipos de moléculas circulares

interrelacionadas en un sistema, los maxicirculos y minicirculos.
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e Minicirculos: Moléculas circulares pequefias de aproximadamente 800 pares de
bases, que presentan regiones conservadas de 120 nucle6tidos y una alta
variabilidad en la region codificante. La ventaja general del uso de minicirculos

es el alto numero de copias que es aproximadamente 10000 copias/parasito.

e Maxicirculos: Moléculas circulares de 20000 pares de bases anadlogas a otros
genomas mitocondriales en eucariotas, se encuentran entre 50 a 100
copias/célula. ElI gen del Cyt b se encuentra situado en el maxicirculo,

presentando entre 25 a 50 copias/parasito.

Maxicircle

L. braziliensis

@ ~650 bp &
“ich variable ro¥

Fig. DNAk del minicirculo de Leishmania sp. y sus componentes. Fig. DNAk del maxicirculo de Leishmania sp. y sus componentes
(CSB: Secuencias en blogue conservadas

b) ADN ribosomal: Region del ADN que codifica al ARN. Se estima que presenta
de 20 a 200 copias repetitivas en tandem por genoma del parasito. Cada unidad
contiene genes y espaciadores.

e |TS-1: Segmento intergénico ribosomal 1

r
SsU(185) i E 585

Fig. Representacion grafica de la region ribosomal.
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c) Genes nucleares

e Hsp70: Gen de la proteina de choque térmico Hsp70, implicada en el transporte
y plegamiento de otras proteinas. El gen tiene entre 5 a 10 copias en el genoma

de Leishmania.

HSPTO coding reglon (1977 bp)

AT s AT AT E AT AT AT AT AT AT AT F AT AT F AT AT E AT AT P AT p AT AT AT P AT g AT AT ATy AT A

Fiz. BEepresentacion grafica de= 1a region del gen heap 70

2.2.3. Técnicas moleculares para la identificacion de especies

a) PCR tiempo real

El PCR en tiempo real monitoriza la reaccion a medida que se va realizando por la
emision de sefial fluorescente que es proporcional a la cantidad de ADN amplificado.
Esta técnica utiliza fluoréforos que se intercalan en la doble hebra del ADN (bromuro
de etidio, SYBR Green |, Eva Green) y sondas de hibridacion (sondas TagMan, sondas
FRET, balizas moleculares), que permiten la amplificacion y monitoreo simultaneo del
producto en cada ciclo del PCR.

b) Curvas Melting

Finalizado el PCR en tiempo real, los productos de amplificacion son sometidos a un
incremento controlado de temperatura, para determinar la Temperatura Melting (Tm), a
partir de la Curva Melting de cada producto. La Tm se define como la temperatura a la
cual el 50 por ciento del ADN de la muestra estd en doble hebra y el otro 50 por ciento
en hebra simple, esta temperatura esta relacionada a la concentracion de guanina y

citosina presentes en la doble hebra del ADN.

c) PCR-HRM (HIGH RESOLUTION MELTING)

La técnica de HRM consiste en el andlisis de las curvas de disociacién de la doble hebra

del ADN o Curvas Melting obtenidas posteriormente al proceso de amplificacion por
6



PCR en tiempo real de la region del ADN de interés. Se emplean colorantes
intercalantes a la doble hebra, esta técnica es por lo tanto rapida, de alta sensibilidad y
especificidad que permite la deteccion de género, subgénero, especies y poblaciones de
microorganismos e incluso permite la deteccion de polimorfismos hasta de un solo

nucleétido.

d) PCR cuantitativo (qQPCR)

Basado en la proporcionalidad de la fluorescencia emitida y el producto formado
durante la reaccion del PCR en tiempo real es posible cuantificar el ADN presente en

una muestra problema.

e Cuantificacion absoluta: Comparacion de los valores de Ct (Ciclo umbral) de
muestras problemas contra la curva estandar preparada a través de diluciones
conocidas. En la curva estandar se puede determinar el punto en el cual la
fluorescencia sobrepasa la fluorescencia basal, donde la reaccion de

amplificacion empieza.

e Cuantificacion relativa: Relacion entre los niveles de expresion de un gen de
interés con los niveles de expresion de un gen de referencia que se expresa

constitutivamente.

e) Secuenciamiento automatizado

Es una técnica para determinar el orden nucleotidico del genoma de un organismo o un
fragmento del ADN. El uso del PCR y moléculas fluorescentes contribuyeron al
desarrollo de méaquinas automatizadas para secuenciar. Los equipos iniciales usaban
geles verticales para separar fragmentos y sistemas para la deteccion del orden de los
marcadores fluorescentes, posteriormente se basaron en la electroforesis capilar,
teniendo una separacion mas rapida y de alta resolucion. El secuenciamiento es
utilizado como patron de oro o “gold standard” para la identificacion de especies de

Leishmania spp.



I1l.  MATERIALES Y METODOS

Tipo y disefio de estudio: Estudio observacional descriptivo retrospectivo

Poblacion: Esta conformada por ldminas coloreadas con Giemsa de pacientes del
Instituto Nacional de Salud, procedentes de los Laboratorios Regionales Referenciales
(LRR) en el Marco del Control de Calidad para el diagnostico por examen directo del
2010-2013.

Marco Muestral: Registro de ingreso de las laminas de pacientes coloreadas con
Giemsa procedentes de LRR al Laboratorio de Referencia Nacional de Leishmaniasis
(LRNL) del 2010 al 2013.

Disefio y tipo de seleccion de muestra
Disefio: Probabilistico

Seleccién de la muestra: El tamafio muestral total fue hallado segun un estudio de

concordancia y bajo la formula:
M= 3x¢g?
Donde: g representa el nimero de categorias o especies.

Las muestras fueron agrupadas deacuerdo al sistema de cruces y a lo reportado por
Ramirez et al.,, 2000, el muestreo fue aleatorio estratificado en funcién a la
proporcionalidad. (Tabla 1).

Tabla N° 1: Laminas por grupos

Grupo |

Grupo Il

Grupo 11

Grupo IV

+

++

+++

++++

n1= M x (N1/MM)

n2= M x (NL/MM)

n3= M x (N1/MM)

n4= M x (NL/MM)




Do6nde:
MM: Marco Muestral
M: Muestra total
N: Numero total de laminas segun las categorias de +, ++, +++, ++++
n: Muestra por categorias de +, ++, +++, ++++

Muestra: Conformada por 243 laminas coloreadas con Giemsa, el nimero de ldaminas

fue seleccionado segun los siguientes criterios de inclusion y exclusion.

Criterio de inclusion:

e Laminas con resultado positivo para los LRR y confirmado por el LRNL de los
afios 2010-2013.

Criterios de exclusion:

e Laminas negativas para los LRR y confirmadas por el LRNL de los afios
2010-2013.

e Laminas sin procedencia o afio de obtencion.

e Laminas positivas con baja calidad de la muestra.

e Laminas positivas en mal estado de conservacion (rotas).

3.1. SELECCION DE LAMINAS

e Seleccionar las ldminas positivas procedentes de LRR que ingresaron al
LRNL del afio 2010 al 2013, por la técnica de diagnostico de
microscopia.

e Agrupar las laminas segun la densidad parasitaria, utilizando la siguiente

escala semicuantitativa (Ramirez et al., 2000).



Tabla N° 2: Clasificacién semicuantitativa de amastigotes en l&minas
Grupo | N°de
cruces Numero de amastigotes

+ 1 amastigote en toda la ldamina o en un total de al menos 100
! campos
] ++ 2-10 amastigotes por campo en un total de al menos 50 campos
I +++ | 11-20 amastigotes por campo en un total de al menos 50 campos
" ++++ 21 amastigotes 0 mas por campo en un total de al menos 10

campos

Codificar las laminas seleccionadas segun el afio, region de
procedencia y densidad parasitaria.

Registrar en una base de datos la muestra codificada.

3.2. EXTRACCION DEL ADN UTILIZANDO EL PROTOCOLO DEL KIT
COMERCIAL PURELINK ™ GENOMIC DNA (INVITROGEN).

Decolorar con metanol cada lamina y dejar secar a temperatura ambiente.
Colocar cada lamina en una placa petri para evitar la contaminacion entre
ellas.

Agregar 180uL de Buffer de Digestion sobre cada lamina por 5 minutos
y raspar con una hoja de bisturi hasta extraer toda la muestra.

Trasvasar la muestra a un criovial y rotular.

Centrifugar a 10 000 RPM por 10 segundos.

Agregar 20 pL de proteinasa K.

Mezclar utilizando un vortex.

Centrifugar a 6000 RPM por 10 segundos.

Incubar en bafio maria a 55°C por lhora.

Centrifugar a 10000 RPM por 3 minutos.

Trasvasar el sobrenadante a un nuevo criovial.

Agregar 20 pL de RNasa A.
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e Mezclar utilizando un vortex.

e Centrifugar 6000RPM por 10 minutos.

e Reposar por 3 minutos.

e Agregar 200 pL de Buffer de Lisis.

e Agregar 200 pL de Etanol absoluto frio.

e Mezclar utilizando un vortex.

e Trasvasar el sobrenadante a la Columna Cromatogréafica.
e Centrifugar por 10000 RPM por 1 minuto.
e Lavar con 500 pL del Wash 1.

e Centrifugar por 10000 RPM por 1 minuto.
e Descartar el tubo colector.

e Lavar con 500 pL del Wash 2.

e Centrifugar por 10000 RPM por 1 minuto.
e Descartar el tubo colector.

e Colocar la columna en un nuevo criovial

e Agregar 30 pL de Buffer de Elusion tibio.
e Centrifugar por 12000 RPM por 1 minuto.
e Agregar 30 uL de Buffer de Elusién tibio.
e Centrifugar por 12000 RPM por 1 minuto.

e Rotulary conservar a -30°C.

3.3. CUANTIFICACION DEL ADN

3.3.1. Cuantificacion del ADN de las Cepas Referenciales

Los promastigotes de las cepas referenciales fueron mantenidos en medio bifasico de
agar sangre base y Schneider Drosophila, suplementado al 20 por ciento con Suero Fetal
Bovino inactivado por un periodo de 5 dias hasta alcanzar la fase logaritmica de su

k ™ Genomic

desarrollo. La extraccion del ADN fue segun el protocolo de Kit PureLin
ADN (Invitrogen) y se cuantificd con la lectora EON .Gen5 .versién 2.04.11 (BioTek),
cuyo coeficiente de extincién es de 0.020 (ug/mL)‘ecm™ vy la calidad del ADN se

evaludé por la proporcion entre las absorbancias a 260nm/280nm.
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3.3.2. Cuantificacién del ADN de las muestra de pacientes

El ADN total obtenido de las ld&minas fue cuantificado en la lectora EON .Gen5
wversion 2.04.11 (BioTek), mientras que la cuantificacion del ADN parésitario fue
realizado con la técnica estandarizada de gPCR del Laboratorio de Leishmaniasis, la
cual emplea el gen ribosomal SSU RNA, con un producto esperado de 67pb. El
volumen total de la reaccién fue de 20uL, se utilizd 10uL del Mix Kapa Probe Fasta
gPCR Kit (2X) y primers a 0.2uM (Tabla 3). EI PCR consiste de 45 ciclos:
denaturalizacion a 95°C x 30 seg., alineamiento y extension a 60°C x 30 seg.

Tabla N° 3: Primersy Sonda para el PCR cuantitativo (QPCR)

Primers Leish. U1l- AAGTGCTTTCCCATCGCAACT
Leish. L1 - GACGCACTAAACCCCCTCCAA
Sonda LEIS.P1 - FAM 5' CGGTTCGGTGTGTGGCGCC-3' TAMR

La curva estandar se elaboré utilizando diluciones seriadas de ADN equivalentes a 10°,
10°, 10% 10%, 10° promastigotes de Leishmania (V.) braziliensis (Mary, 2004),
utilizando la media de 2 réplicas por punto. Esta curva ofrece un coeficiente de

determinacion de 0.99970 y una eficiencia del 1.08 (Fig. 1).

Fig 1. Curva Estandar para la cuantficacion de Leishmania spp.

[ Cycling A Green (Page 1):
] Re() 55470
R*2=( 55540
iv =3, 140
- B=14.847
020 r| Efficiency=1.08
13
10

A0 A0 10

Concentration
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3.4. EVALUACION DEL LIMITE DE DETECCION Y EFICIENCIA EN LA
IDENTIFICACION DE LA ESPECIE INFECTANTE

La evaluacion del limite de deteccion de los marcadores moleculares se realizd
empleando Leishmania (Viannia) braziliensis como representante del Subgénero
Viannia a diluciones de 49 x10%, 49 x10°, 49 x10% 49 x10' ,49 x 10°, 5x10° 10°
parasito y Leishmania (L.) mexicana del Subgénero Leishmania a las diluciones de 19
x10% 19 x10°, 19 x107% 19 x10*, 19 x10°, 10° parasito. En el caso de la eficiencia en la
identificacion, ademas de las especies descritas se utilizaron las cepas referenciales
para obtener los porcentajes de identidad entre las diluciones y las muestras patrén.

3.5. IDENTIFICACION DE LA ESPECIE DE LEISHMANIA SP A PARTIR
DE LAMINA

Se empled la técnica molecular PCR-High Resolution Melting (PCR-HRM) para la
identificacion de especies del género Leishmania spp, empleando el fluor6foro Eva
Green del kit comercial Type-it HRM PCR - Qiagen y como controles positivos el ADN
de las cepas referenciales OMS pertenecientes al Laboratorio Referencial de
Leishmaniasis — INS a una concentracion de 10 ng/ul de DNA, 0.7 uM de los primers
para la amplificacién de la region conservada del minicirculo del kinetoplasto, gen
hsp70 y ITS-1y 1uM para el gen del cyt b. EIl ADN de las cepas referenciales

procedia de las especies que se detallan a continuacion:

Leishmania (Viannia) braziliensis: MHOM/BR/75/M2904
Leishmania (V.) peruviana: MHOM/PE/84/LC26
Leishmania (V.) guyanensis: MHOM/BR/75/M4147
Leishmania (V) lainsoni: MHOM/BR/81/M6426
Leishmania (V.) panamensis: MHOM/PA/71/LS94
Leishmania (Leishmania) amazonensis: MHOM/BR/73/M2269
Leishmania (L.) mexicana: MNYC/BZ/62/M379

El control negativo estuvo constituido por agua libre de RNasa proveniente del Kit de
HRM. Los protocolos dirigidos a la region conservada del minicirculo y al gen del
citocromo B (cyt b) fueron estandarizados en el Laboratorio de Leishmaniasis del

Instituto Nacional de Salud. Mientras que para la region del gen de la proteina de
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choque térmico 70kDa (hsp70) y la region espaciadora 1 (ITS-1) fue utilizada la técnica

de PCR-HRM estandarizada por Carolina Hernandez et al., en el 2014, los

oligonucleotidos empleados en el estudio se detallan a continuacion:

Tabla N° 4: Marcadores y primers del PCR-HRM

Marcador Molecular

Primers

Region conservada

del minicirculo

OL1: (5’- GGG GAG GGG CGT TCT GCG AA -37)
OL2: (5>-CCG CCCCTATTT TAC ACC AAC CCC -3”)

LEI-CYTBI11 (5-TTT GTT ATT GAA TWT GAG GWA GTG A-

cythb
3)
LEI-CYTBI12 (5’-TGC TAA AAA ACC ACT CAT AAA TAT
ACT-3")
hsp70 HSP70F (5> AGG TGA AGG CGA CGA ACG 3)
HSP70R (5> CGC TTG TCC ATC TTT GCG TC 3°)
ITS-1 LITSR (5° CTG GAT CAT TTT CCG ATG 3)

L5.8S (5 TGA TAC CACTTATCG CACTT 3°)

3.5.1. Protocolo de PCR-HRM de la region conservada del minicirculo

El PCR en tiempo real de la region conservada del minicirculo se desarrollé segun el

siguiente protocolo:

Type-it Qiagen 2X
OL1 (10 uM)

OL2 (10 uM)

Agua libre de RNAsa
ADN

1X 5.0ul
0.7 uM 0.7 ul
0.7 uM 0.7 ul
1.6 ul

2.0 ul

Y a las siguientes condiciones de temperatura:

Denaturalizacion inicial de activacion de la enzima a 95°C x 5 minutos y 35 ciclos de:
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Denaturalizacion 95°C x 10 seg.

Alineamiento 55°C x 40 seg.

Extension 72°C x 10 seg.

Seguido por un incremento progresivo de 1°C / seg. de temperatura en el intervalo de
65°C a 95°C

3.5.2. Protocolo de PCR-HRM de cyt b

ElI PCR en tiempo real de la region del citocromo b se desarroll de la siguiente manera:

Type-it Qiagen 2X 1X 5.0ul
LEI-CYTB11 (10 uM) 1.0 uM 1.0 ul
LEI-CYTB12 (10 uM) 1.0 uM 1.0 ul
ADN 3.0ul

Y a las siguientes condiciones de temperaturas:
Denaturalizacidn inicial para la activacion de la enzima a 95°C x 5 minutos y 45 ciclos
de:

Denaturalizacion 95°C x 10 seg.
Alineamiento 50°C x 40 seg.
Extension 72°C x 60 seg.

Seguido por un incremento progresivo de 1°C / seg. de temperatura en el intervalo de
65°C a 95°C.

3.5.3. Protocolo de PCR-HRM de hsp70e ITS 1

El PCR en tiempo real de la region del HSP70 e ITS 1 se desarroll6 segun el protocolo
estandarizado por Carolina Hernandez et al., 2014:

Type-it Qiagen 2X 1X 5.0 ul
HSP70 F/ ITS1, LITSR (10uM)  0.7uM  0.7ul
HSP70 R/ L5.8S (10 uM) 0.7uM  0.7ul
ADN 3.6 ul

Y a las siguientes condiciones de temperatura:
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Denaturalizacion inicial o de activacion de la enzima 95°C x 5 minutos y 40 ciclos de:
Denaturalizacion 95°C x 10 seg.

Alineamiento y extension 60°C x 60 seg.

Seguido por un incremento progresivo de 1°C / seg. de temperatura en el intervalo de
65°C a 95°C

Se realiz6 el High Resolution Melting Analysis (HRMA) para la identificacion de
especies de Leishmania de forma independiente para cada marcador, a un intervalo de

confianza de 70 por ciento con el Software Rotor Gene.

3.6. SECUENCIAMIENTO DEL GEN DEL CITOCROMO B PARA LA
CONFIRMACION DE LAS CEPAS REFERENCIALES

El secuenciamiento se realiz6 a partir de los productos amplificados por PCR
convencional del gen cyt b empleando los siguientes primers LEI-CYTB9 (5°- TAT
GGT GTA GGT TTT AGT YTA GGT T - 3”) y LEI-CYTB12 (5’-TGC TAA AAA
ACC ACT CAT AAA TAT ACT - 3”) y consistié de 35 ciclos: Denaturacion a 95°C x
30seg, alineamiento a 53°C x 30 seg y la extension a 72°C x 1 minuto, los productos
fueron visualizados en agarosa al 1.5 por ciento y purificados por el kit de purificacion
PureLink PCR.

La reaccion de Secuenciamiento utilizé el kit de Secuenciamiento BigDye (Life
Technologies) independiente para cada primer. El primer forward tuvo 35 ciclos:
denaturalizacion a 96°C x 10 seg., alineamiento a 50°C x 40 seg. y una extension a
60°C x 4 minutos. En el caso del primer reverse la denaturalizacion fue a 96°C x 15
seg., el alineamiento a 51°C x 45 seg. y una extension a 60°C x 4 minutos.

Finalmente los productos fueron purificados por precipitacién con alcohol isopropilico y
resuspendidos en Formamida HiDi para ser llevados al secuenciador ABI 3500xl
(Aplied Biosystem). La edicion del Cromatograma se realizo con el programa Chromas
Version 2.6.4 y el alineamiento de las secuencias obtenidas en la amplificacion con el
programa Bioedit Versién 7.0.5, finalmente las secuencias nucleotidicas fueron

comparadas con la base de datos del GenBank.
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3.7.  ANALISIS ESTADISTICO

e Analisis del limite de deteccion y eficiencia en la identificacion de las especies
de Leishmania spp con los marcadores moleculares dirigidos a la region
conservada del minicirculo, gen del citocromo B (cyt b), gen de la proteina de
choque térmico70 (hsp 70) y el segmento intergénico 1 (ITS-1).

e Estimacion de la sensibilidad en los marcadores moleculares.

e Andlisis estadistico de la relacion entre la identificacion de las especies de
Leishmania spp con el grado de parasitemia de los extendidos en las laminas y

su antigliedad.

3.8. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Finalmente se realizé la distribucion geografica de las especies de Leishmania spp en

8 departamentos del territorio peruano.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 SELECCION DE LAS MUESTRAS INCLUIDAS EN EL ESTUDIO

La muestra del estudio estuvo constituida por 243 laminas coloreadas por Giemsa
conformado por 29 del 2010, 54 del 2011, 98 del 2012 y 62 del 2013, el nimero total de
laminas del frotis fue determinado mediante la formula descrita en material y métodos:
M = 3%g’

Se considerd 9 categorias relacionadas a las especies de Leishmania descritas para las
Américas (7 especies empleadas como controles en el presente estudio, mas las especies
Leishmania (Viannia) shawi y Leishmania (Leishmania) chagasi, circulantes en Brazil).
Por otro lado, el total de laminas fue agrupado segun la carga parasitaria encontrada por
campo durante la lectura microscopica a 1000X con objetivo de inmersion.

El nimero de cada grupo se resume en la siguiente tabla.

Tabla N° 5 : Laminas por grupos de clasificacion

Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV

+ ++ +++ ++++

ni= M * (NL/MM)

n2= M * (NL/MM)

n3= M * (NL/MM)

nd= M * (NL/MM)

nl=243*(33/861)
nl=9

n2 = 243*(309/861)
n2= 87

n3 = 243*(154/861)
n3= 44

n4 = 243*(365/861)
n4= 103




4.2 SECUENCIAMIENTO DEL CYT B DE LAS CEPAS REFERENCIALES

Las cepas referenciales utilizadas fueron identificadas fenotipicamente por
Electroforesis Multilocus Enzimatica (MLEE) por lo tanto para confirmar su identidad
se realizo la tipificacion genotipica mediante el secuenciamiento del cyt b. Las
secuencias nucleotidicas de las cepu. referenciales obtenidas mediante el
secuenciamiento fueron comparadas e identificadas con la base de datos del GenBank,
asegurando asi su identidad antes de utilizarlas como Cepas Referenciales en el analisis
de PCR-HRM (Tabla 6; Anexo 2).

Tabla 6.: Identificacién de Cepas Referenciales por Secuenciamiento del cyt b

Cepa Especie % de identidad
MHOM/BR/73/M2269 Leishmania (L.) amazonensis 99
MNYC/BZ/62/M379 Leishmania (L.) mexicana 97
MHOM/BR/81/M6426 Leishmania (V) lainsoni 99
MHOM/BR/75/M4147 Leishmania (V.) guyanensis 99
MHOM/BR/75/M2904 Leishmania (V.) braziliensis 99
MHOM/PE/84/L.C26 Leishmania (V.) peruviana 99
MHOM/PA/71/LS94 Leishmania (V.) panamensis 99

4.3 CUANTIFICACION DE ADN PARASITARIO DE LAS LAMINAS

Se cuantificd el ADN total mediante espectrofotometria (ADN del hospedero mas ADN
del parasito) y solo el ADN parasitario mediante qPCR procedentes de las laminas con
coloracién Giemsa. No se encontré asociacion estadisticamente significativa entre la
concentracion de ADN total con el ADN parasitario ni entre la concentracion de ADN

total y la carga parasitaria (Anexo 1).

4.4 LIMITE DE DETECCION Y EFICIENCIA EN LA IDENTIFICACION
DE LA ESPECIE INFECTANTE

La evaluacion del limite de deteccion se realizd por duplicado con las diluciones

descritas en materiales y métodos, mientras que la eficiencia en la identificacion de la
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especie fue desarrollada empleando ademas de las diluciones de Leishmania

(Leishmania) mexicana y Leishmania (Viannia) braziliensis descritas, los ADN de las

cepas referenciales de Leishmania (L.) amazonensis, Leishmania (L.) mexicana,

Leishmania (V) lainsoni, Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.) braziliensis,

Leishmania (V.) peruviana y Leishmania (V.) panamensis.

4.4.1 Regidn conservada del minicirculo

El limite de deteccion encontrado para la regidén conservada del minicirculo fue

equivalente a 1 parésito/reaccion en ambos subgéneros, con valores de Ct que fueron

incrementandose proporcionalmente segln las diluciones empleadas para ambas

especies (Fig.2, 3).

Tabla N° 7: Diluciones de L. (L.)mexicana para la region conservada del

minicirculo
Concentracion de ADN N° de parésitos Ct Especie %
16.15 ng/ L 19 x 10* parasitos 5.56 L. (L.)mexicana 86.60
1.615 ng/ pL 19 x 10° parasitos 8.37 L. (L.)mexicana 99.78
0.1615 ng/uL 19 x 10° parasitos 11.70 L. (L.)mexicana 98.89
0.1615 ng/ pL 19 x 10" parasitos | 15.18 | L. (L.)mexicana 97.88
0.01615 ng/ uL 19 x 10° parasitos | 19.00 | L.(L.)mexicana | 98.52
0.001615ng/ uL 1 x 10° parésitos 22.37 | L. (L.)mexicana 98.06
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Figura N°2:Representacion grafica del Ct para L(L.)mexicana con el marcador del minicirculo.
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La especie Leishmania (Leishmania) mexicana fue identificada correctamente en las 6
diluciones empleadas, el intervalo de identificacion a las concentraciones de 19 x 10% a
1 x 10° parésitos/reaccién alcanzaron valores de similitud por encima del 95 por ciento,
mientras que a la concentracion 19 x 10* parasitos/reaccion, el porcentaje de similitud
con la muestra patron fue menor al 90 por ciento, en este caso del 86.6 por ciento (Tabla
7).

Similar a lo anterior, Leishmania (V.) braziliensis fue correctamente identificada en
todas las diluciones empleadas, la identificacion a las concentraciones de 49 x 10° a 5 x
10° parésitos/reaccién alcanzaron un valor de similitud mayor al 95 por ciento, al igual
que Leishmania (L.) mexicana. Sin embargo, a las concentraciones de 49 x 10*
parésitos/reaccion y 1 parasito/reaccion el porcentaje de similitud fue menor, 92.2 por

ciento y 89.6 por ciento respectivamente (Tabla 8).

Tabla N° 8: Diluciones de L. (V.)braziliensis para la region conservada del
minicirculo

Concentracion de ADN N° de parasitos Ct Especie %
41.00 ng/ pL 49 x 10" parasitos | 5.85 L. (V.)braziliensis | 92.92
4.1 ng/ pL 49 x 10° parasitos | 5.60 | L. (V.)braziliensis | 96.67
0.41 ng/pL 49 x 10° parasitos | 8.60 | L. (V.)braziliensis | 98.98
0.041 ng/ pL 49 x 10" parasitos | 11.86 | L. (V.)braziliensis | 99.03
0.0041 ng/ pL 49 x 10° parasitos | 15.34 | L. (V.)braziliensis | 98.41
0.00041ng/ pL 5x 10° parésitos | 18.83 | L. (V.)braziliensis | 97.64
0.000041 ng/ pL 1 x 10° parasito 23.00 | L. (V.)braziliensis | 89.59

Por otro lado, las concentraciones de ADN no produjeron variaciones significativas en
la temperatura melting (Tm) de las especies evaluadas en concordancia con estudios
previos realizados a intervalos de concentraciones de ADN correspondientes a 0.1 a 10°
parasitos /reaccion en especies del Viejo Mundo (Nicolas, 2002; Khademvagtan, 2011).
El anélisis del presente estudio fue realizado con las diluciones de 49 x10* a 1
parasito/reaccion, encontrando valores de Tm promedio para Leishmania (V.)
braziliensis de 83°C + 0.29 y 85.1°C = 0.19 para L. (L.) mexicana.
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Figura N°3:Representacion grafica del Ct para L(V.)braziliensis con el marcador del minicirculo

El limite de deteccion de parésitos de Leishmania spp empleando la regién conservada
de los minicirculo fue equivalente a 1 parasito/reaccion tanto para L. (V.) braziliensis
como L. (L.) mexicana, en concordancia con los resultado obtenido para el mismo
marcador en especies del Viejo Mundo, como Leishmania (L.) major cuyo limite de

deteccion fue de 0.1 a 1 parésito/reaccion (Anders, 2002; Nicolas, 2002).

En contraste a los resultados obtenidos investigaciones previas determinaron como
limite de deteccidn el equivalente a 0.012 parasitos /reaccion con el uso del PCR
convencional, asi como los resultados del andlisis de PCR cuantitativo (QPCR) cuyo
limite de deteccion fue optimizado a partir de 0.0125 parasitos/mL para la especie de
Leishmania (L.) infantum (Salotra, 2001; Nicolas, 2002; Mary, 2004).

Asimismo los limites de deteccion para especies del Nuevo Mundo con la técnica de
PCR cuantitativo fueron concentraciones menores. Segun Jara, 2013 quien evalud
lesiones de biopsias procedentes de manifestaciones clinicas cutaneas y mucosas la
concentracion minima de ADN para la identificacion y cuantificacion en el Subgénero
Viannia fue equivalente a 0.005 parasitos/reaccion. Otro estudio evalué la misma
técnica en la especie de L. (V.) braziliensis para el diagnostico en humanos y
reservorios, obteniendo como limite de deteccion el equivalente a 1.2 paréasitos
[reaccion, mientras que Leon, en el 2017 determind como limite de deteccion para 6
especies de Leishmania en Colombia en equivalente a 0.01 parasitos /mL (Jara, 2013;
Ledn, 2017).
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Analisis de las Curvas Melting para muestras de pacientes

Las Tm promedio de las muestras obtenidas por el software del Rotor Gene fueron
representados en gréficas de cajas en la plataforma R, indicando la media y la
desviacién estandar para cada una de las especies evaluadas, el analisis identifico los

Subgéneros Viannia y Leishmania (Fig. 4).

Tabla N° 9: Temperatura Melting de las muestras por PCR-HRM

Especie Posible Cepa ™™ S (LS-LI)
L. (L.)amazonensis - 83.63 | 0.13 83.50-83.76
L. (L.)mexicana - 85.03 | 0.15 84.88-85.18
A 80.38 | 0.29 80.09-80.67
L. (V.)lainsoni B 81.20 | 0.19 81.01-81.39
C 82.47 | 0.17 82.30-82.64
L. (V.)panamensis A 84.38 | 0.19 84.19-84.57
B 82.11 | 0.14 81.97-82.25
L. (V.)guyanensis A 80.60 | 0.14 80.46-80.74
B 8157 | 0.11 81.46-81.68
C 82.05 | 0.08 81.97-82.13
D 83.33 | 0.19 83.14-83.52
L. (V.)braziliensis A 82.39 | 0.19 82.20-82.58
B 84.45 | 0.15 84.30-84.60

C 85.00 - 85.00
L. (V.)peruviana - 82.37 | 0.16 82.21-82.53

Las especies del Subgénero Leishmania, L. (L.) amazonensis y L. (L.) mexicana fueron
identificadas efectivamente debido a que las temperaturas melting entre ellas no se solapan a
diferencia de las especies del Subgénero Viannia. Las temperaturas melting de las especies
L. (V.) lainsoni, L. (V.) panamensis, L. (V.) guyanensis y L. (V.) braziliensis presentan

variaciones que indican la presencia de diferentes cepas dentro de cada especie.

Algunas de las temperaturas melting promedio de las cepas pueden solaparse con otras
especies generando errores de identificacion, en el caso de L. (V.) braziliensis, presenta
3 cepas, la posible cepa A (Tm = 82.39, s= 0.19) puede solaparse con la temperatura
melting de L. (V.) peruviana (Tm = 82.37, s= 0.16) a diferencia de las otras dos cepas

que si permiten la diferenciacion entre ambas especies.

El solapamiento también ocurre en otras especies que pertenecen al mismo complejo, en

el caso de L. (V.) guyanensis que presenta 4 cepas, la cepa B (81.57, s= 0.11) y cepa C
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(82.05, s= 0.08) tienen valores promedio de las temperaturas melting que se solapa con la cepa

B de L. (V.) panamensis, ambas especies del complejo L.guyanensis.

Ademaés del solapamiento entre especies del mismo complejo también se genero entre
especies de complejos diferentes como son los casos entre la cepa de C de L. (V.)
lainsoni (82.47, s = 0.17), L. (V.) peruviana (Tm = 82.37, s= 0.16) y la cepa A de la
especie de L. (V.) braziliensis (Tm = 82.39, s= 0.19), asi también entre las cepas A de L.
(V.) lainsoni (Tm = 80.38, s=0.29) y L.guyanensis (Tm = 80.60, s=0.14).

Los resultados indican la presencia de posibles variaciones en las secuencias
nucleotidicas de la region conservada de los minicirculos dentro de una misma especie,
resultados que coinciden con investigaciones recientes del secuenciamiento de alto
rendimiento de toda la molécula en la regién Neotropical, donde coexisten una alta
diversidad de especies del género Leishmania. Debido a que estas moléculas genémicas
tienen la peculiaridad de coexistir en varias clases dentro de una sola célula parésita es
necesario para su caracterizacion, el aislamiento de la poblacion de minicirculos, el

clonamiento de los productos de PCR y el secuenciamiento posterior (Kocker, 2017).

Otra dificultad en la evaluacion del minicirculo como marcador molecular es la
variabilidad en el numero y la identidad de las clases de minicirculos entre las cepas e
incluso dentro de la misma especie, para lo cual se esta utilizando la estrategia similar al
Barcoding que no se basa en el conocimiento previo de homologia entre los

minicirculos.

Por lo tanto, a pesar de que los minicirculos son considerados marcadores de alta
sensibilidad por las aproximadamente 10000 copias/ parasito y sus secuencias
conservadas de amplia cobertura de identificacion, la diversidad de la region
conservada del minicirculo reportada por el secuenciamiento de alto rendimiento
demostro los posibles solapamientos entre las temperaturas melting, entre las especies,
dentro de ellas o incluso en una sola celula parasitaria lo que llevaria a un error en la

identificacion de especies.
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4.4.2. Marcador hsp 70

El limite de deteccion encontrado fue equivalente a 1 parasito para ambas especies, con
valores de Ct proporcionales a la dilucién empleada en Leishmania (L.) mexicana, similar
al marcador descrito lineas arriba (Fig. 5), sin embargo en Leishmania (V.) braziliensis los

valores de proporcionalidad no se mantuvieron en las diluciones (Fig. 6).

La identificacion de Leishmania (L.) mexicana fue correcta en 4 de las 6 diluciones
empleadas, las concentraciones de 19 x 10° y 19 x 10° parésitos/reaccién presentaron un
valor de similitud con la muestra control superior al 95 por ciento, sin embargo a la
concentracién de 19x10%/reaccion el valor de similitud fue de 89.3 por ciento y a la

concentracion de 19x10' parasitos/reaccion la similitud fue del 87.6 por ciento , por debajo

de esta concentracion no se logré identificar las diluciones restantes (Tabla 10).

Figura N*5:Representacion grafica del Ct de L. (L.) mexicana con el marcador hsp70

Tabla N° 10: Diluciones de L. (L.)mexicana para hsp 70
Concentracion de ADN N° de parésitos Ct Especie %
16.15 ng/ pL 19 x 10* parésitos 17.39 L. (L.) mexicana | 89.29
1.615 ng/ pL 19 x 10° parésitos 17.50 L. (L.) mexicana | 97.05
0.1615 ng/pL 19 x 10° parésitos 21.41 L. (L.) mexicana | 98.71
0.1615 ng/ pL 19 x 10" parasitos | 24.35 | L.(L.) mexicana | 87.60
0.01615 ng/ pL 19 x 10° parasitos | 27.45 Variacion -
0.001615ng/ pL 1 x 10° parésitos 29.62 Variacion -
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En el caso de Leishmania (V.) braziliensis hubieron discordancias debido a que 2 de las 3
diluciones fueron identificadas como Leishmania (Viannia) guyanensis. La identificacion
eficiente de la especie fue posible a la concentracion de 49 x10° parésitos/reaccion, con
una similitud del 99.93 por ciento con la muestra control, mientras que a las
concentraciones de 49 x 10* y 49 x 10% parésitos/reaccion la muestra de Leishmania
(Viannia) braziliensis fue identificada como Leishmania (Viannia) guyanensis con una
similitud del 98.83 por ciento y 94.85 por ciento respectivamente, concentraciones por

debajo de 49x10? parésitos/reaccion no lograron ser identificadas (Tabla 11).
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Figura N°6: Representacion grafica del Ctpara L.(V.) brz;';i:nsis con el marcador hsp70
Tabla N° 11: Diluciones de L.(V.) braziliensis para hsp70

Concentracion de ADN N° de parasitos Ct Especie %

41.00 ng/ pL 49 x 10" parasitos | 20.29 L. (V.) guyanensis 98.83

4.1 ng/ pL 49 x 10° parasitos | 18.89 L. (V.) braziliensis 99.93

0.41 ng/uL 49 x 10° parasitos | 22.28 L. (V.) guyanensis 94.85
0.041 ng/ uL 49 x 10" parasitos | 25.46 Variacion -
0.0041 ng/ puL 49 x 10° parésitos | 28.68 Variacion -
0.00041ng/ pL 5 x 10° parasitos 28.86 Variacion -
0.000041 ng/ pL 1 x 10° parasito | 28.47 Variacion -
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Al igual que en el marcador anterior se determind la Tm en cada una de las diluciones, en
Leishmania (L.) mexicana, la Tm promedio fue 93.1°C £ 0.17, mientras para Leishmania
(V.) braziliensis fue 94°C en este caso se solapo con la Tm de Leishmania (V.) guyanensis
impidiendo la correcta identificacion de la especie, la causa probable del resultado es la
cercana relacion entre las especies del subgénero Viannia, resultados similares fueron
obtenidos en estudios previos donde evaluaron diluciones de 50ng a 50fg
(correspondientes al ADN de 5.0 x 10° a 0.5 parasitos) identificando fluctuaciones en los

valores de la Tm y el solapamiento con otras especies (Zampieri, 2016).

El analisis de Melting para el marcador hsp70 determiné al intervalo 19x10% a 19 x 10
parasitos/reaccion como la concentracion de ADN adecuada para la identificacion eficiente
de Leishmania (Leishmania) mexicana, en el caso de Leishmania (Viannia) braziliensis,
este marcador sélo permitié la identificacion a la concentracién de 49x10° parasitos, otros
autores evaluaron series de diluciones (factor 10) para la identificacion de Leishmania spp
en el Nuevo Mundo, en el 2014, Ledn et al., en muestras procedentes de cultivo axénico y
empleando el mismo marcador, determind que el equivalente a 0.1 parasito/reaccion es la
concentracion minima necesaria para generar las curvas de disociacion especificas, 0.5
parasitos/reaccion en el 2016 segun Zampieri, y el equivalente a 10 parasitos/ mL en 6

especies de Leishmania spp en Colombia (Hernandez , 2014, Zampieri, 2016, Ledn, 2017).

Analisis de las Curvas Melting para muestras de pacientes

La T° Melting de las especies con el marcador hsp70 diferencié el Subgénero Leishmania
de Viannia, resultado que se evidencio previamente en el estudio realizado en el 2014 por
Hernéndez et al, que a su vez diferencid el complejo L.(L.) mexicana de L (L.) infantum -
L.(L.) amazonensis, asi como L. (V.) panamensis de L. (V.) guyanensis - L. (V.) braziliensis
(Hernandez et al.,2014), sin embargo los resultados de la presente evaluacién que solo
diferenciaron los subgéneros son atribuidos al minimo nimero de muestras evaluadas,
correspondientes a las cepas referenciales usadas durante la identificacion por la técnica
PCR- HRM (Tabla 12, Fig.7).
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Tabla N° 12: Temperatura melting hsp 70

Especie m S (LS-LI)
L.(L.)Jamazonensis 93.17 040 | 92.77-93.57
L.(L.)mexicana 93.17 0.15 93.02-93.32
L.(V.)lainsoni 93.60 0.17 93.43-93.77
L.(V.)panamensis 93.93 0.12 93.81-94.05
L.(V.)guyanensis 93.83 0.29 93.54-94.12
L.(V.)braziliensis 94.00 0 94.00
L.(V.)peruviana 94.00 0 94.00
HSP 70
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Figura N° 7: Diagrama en cajas del Tm de las muestras para el marcador de hsp70

4.4.3. Marcador de la region intergénica 1 (ITS-1)

Al igual que los marcadores anteriores, este presentd un aumento proporcional del Ct segln
las diluciones para ambas especies (Fig.8, 9). El limite de deteccion fue diferenciado, para
la especie Leishmania (Viannia) braziliensis fue de 5 x 10° parésitos/reaccion, mientras

para Leishmania (Leishmania) mexicana fue a partir de 1 x 10° parasito/reaccion.
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Tabla N° 13: Diluciones de L. (V.)braziliensis para ITS-1
Concentracion de ADN N° de parésitos Ct Especie %
41.00 ng/ pL 49 x 10" parasitos 24.46 | L. (V.)braziliensis 86.93
4.1 ng/ pL 49 x 10° parasitos 16.83 | L. (V.)braziliensis 98.87
0.41 ng/uL 49 x 10° parasitos 19.12 | L. (V.)braziliensis 99.70
0.041 ng/ L 49 x 10" parasitos 22.18 | L. (V.)braziliensis 97.26
0.0041 ng/ pL 49 x 10° parésitos | 28.80 | L. (V.)braziliensis 95.39
0.00041ng/ pL 5 x 10° parasitos | 33.73 | L. (V.)braziliensis 75.83
0.000041 ng/ pL 1 x 10° parésito - Variacion -

En el caso de Leishmania (Viannia) braziliensis se pudo identificar correctamente 6 de las
7 diluciones empleadas, el intervalo de identificacion con un porcentaje de similitud mayor
del 95 por ciento fue de 49 x 10° parésitos a 49 x 10° parésitos/reaccion, mientras para la
concentraciones de 49 x 10* parasitos y 5x10° parasitos/reaccion el porcentaje alcanzado es
de 87 por ciento y 76 por ciento de similitud con la muestra referencial. A la concentracion

de 1 x10° parésito/reaccion no se logré la identificacion de la especie. (Tabla 13).

Theeshold e —

Norm . Fhuoro
|
|
|

S 10 15 20 25 30 38 40 45

Cycle
Figura N*8: Representacion grafica del Ct para L. (V. )braziliensis con el marcador ITS-1
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En cambio para la especie Leishmania (Leishmania) mexicana sélo se identificd

adecuadamente en 4 de las 6 diluciones, las concentraciones de 19 x 10® y 19 x 10?

parasitos/reaccion alcanzaron porcentajes de similitud mayores al 95 por ciento, mientras

que a la concentracion 19x 10* parasitos/reaccion disminuye hasta el 79 por ciento de

similitud, por otro lado a la concentracion 19 x 10' parasitos/reaccion la identificacion es

correcta con un porcentaje de similitud del 94.6 por ciento. A las concentraciones de 19 x

10°y 1 x 10° parésito/reaccion no se logré realizar la identificacion de especie (Tabla 14).

Tabla N° 14: Diluciones de L. (L.)mexicana para ITS-1
Concentracion de ADN N° de parésitos Ct Especie %
16.15 ng/ pL 19 x 10* parésitos | 22.74 | L. (L.) mexicana 79.22
1.615 ng/ pL 19 x 10° parésitos | 18.17 | L. (L.) mexicana 99.10
0.1615 ng/uL 19 x 107 parésitos | 21.32 | L. (L.) mexicana 98.93
0.1615 ng/ pL 19 x 10" parasitos | 25.21 | L. (L.) mexicana 94.58
0.01615 ng/ puL 19 x 10° parésitos | 28.89 Variacion -
0.001615ng/ pL 1 x 10° parésito | 32.05 Variacion -
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Figura N*9:Representacion grafica del Ct para L. (L.) mexicana con el marcador ITS-1
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La Tm promedio de las diluciones de Leishmania (Viannia) braziliensis fue 85.39 £ 1.08,
la desviacién amplia es producida por la Tm de la maxima y minima dilucién, 49 x 10*
parasitos/reaccion y 1 parasitos/reaccion respectivamente, mientras para Leishmania (L.)

mexicana la Tm encontrada fue de 85.02 + 0.18.

El analisis Melting con el marcador ITS-1 empleando el equipo Rotor Gene Q, determing el
limite de deteccion de 5 parasitos / reaccién para Leishmania (Viannia) braziliensis y el
equivalente a 1 parasito / reaccion para Leishmania (Leishmania) mexicana , sin embargo
investigaciones previas obtuvieron mayor sensibilidad en la region evaluada del gen hsp70,
equivalentes a 0.1 parasitos/mL para especies de Leishmania en el Nuevo Mundo y a 0.25
parésitos/reaccion en el 2010 con la técnica de PCR cuantitativo para especies del Viejo
Mundo (Talmi, 2010,Hernandez , 2014 ,Le6n, 2017).

Analisis de las Curvas Melting para muestras de pacientes

Las medianas y las desviaciones estandar evidencian que el andlisis de la Tm para el
marcador ITS-1 tiene el alcance de identificar los Subgéneros Leishmania y Viannia, sin

embargo no diferencia especies dentro del mismo subgénero (Tabla 15, Fig.10).

Tabla N° 15: Temperatura melting ITS-1

Especie Tm S (LS-LD)
L.(L.)amazonensis 86.26 0.72 85.54-86.98
L.(L.)mexicana 86.12 0.69 85.43-86.81
L.(V.)lainsoni 83.84 1.74 82.10-85.58
L.(V.)panamensis 84.77 0.47 84.30-85.24
L.(V.)guyanensis 84.71 0.58 84.13-85.29
L.(V.)braziliensis 84.33 2.23 82.10-86.56
L.(V.)peruviana 84.86 0.68 84.18-85.54
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Figura N°10: Diagrama en cajas del Tm de las muestras para el marcador de ITS-1

Los resultados obtenidos contrastan con la investigacion previa de Hernandez et al., donde
se identificd eficientemente las especies de Leishmania spp por la técnica PCR- HRM en el
Nuevo Mundo usando el marcador ITS-1. Discriminé entre las especies de L.infantum
(78.32+0.41) de L. (L.) amazonensis (80.90+0.39), asi como L. (V.) braziliensis
(78.75+0.21) de L.(V.) guyanensis (79.23+0.02) (Hernandez ,2014), sin embargo en el
presente estudio los valores de Tm no diferenciaron especies dentro del mismo Subgénero
lo cual se atribuye al escaso nimero de muestras identificadas por el marcador, que
corresponde a las cepas referenciales de cada reaccion de PCR-HRM y 26 de las 243

laminas evaluadas en el estudio.

4.4.4. Marcador del cyt b
El limite de deteccion para este marcador fue de 1 parasito para ambas especies, sin
embargo solo se identificd correctamente la especie de L. (V.) braziliensis a la

concentracion 49 x 10" parésitos/reaccion con 98.55 por ciento de similitud con la muestra
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referencial (Tabla 16). Los errores en la identificacion de las diluciones 49 x 10° parésitos,
49 x 10° parésitos 'y 5 x 10° parasitos/reaccion es atribuido a la amplificacion irregular del

marcador (Fig.11).
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Figura N‘11:Representacion grafica del Ct para L. (V.) braziliensis con el marcador cytB

Tabla N° 16: Diluciones de L. (V.)braziliensis para cytb
Concentracion de ADN N° de paréasitos Ct Especie %
41.00 ng/ pL 49 x 10" parésitos | 10.55 Variacion -
4.1 ng/ uL 49 x 10° parésitos 23.48 | L. (V.)peruviana 99.12
0.41 ng/uL 49 x 107 paréasitos 30.77 L. (V.)lainsoni 96.03
0.041 ng/ pL 49 x 10" parésitos | 31.96 | L. (V.)braziliensis | 98.55
0.0041 ng/ pL 49 x 10° parasitos | 39.02 Variacion -
0.00041ng/ pL 5 x 10° parésitos 40.51 | L. (V.)peruviana 74.28
0.000041 ng/ pL 1 x 10 parasito 36.24 Variacion -
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En el caso de L. (L.) mexicana no se identifico ninguna de las diluciones, aunque los
valores del Ct aumentaron proporcionalmente a las diluciones como en el caso de L. (V.)
braziliensis (Tabla 17)

Tabla N° 17: Diluciones de L. (L.)mexicana paracytb

Concentracion de ADN N° de parasitos Ct Especie %
16.15 ng/ pL 19 x 10* parasitos | 26.17 Variacion -
1.615 ng/ pL 19 x 10° parasitos | 19.85 Variacion -
0.1615 ng/pL 19 x 10° parasitos | 22.98 Variacion -
0.1615 ng/ puL 19 x 10" parasitos | 26.24 Variacion -

0.01615 ng/ puL 19 x 10° parésitos | 30.24 Variacion -
0.001615ng/ pL 1 x 10° parésitos | 34.07 Variacion -

El comportamiento irregular durante el proceso de amplificacién del PCR en tiempo real
pudo ser causado por el tamafio de la region amplificada del cyt b, 480pb, ya que la
longitud adecuada de los productos de PCR se encuentra entre 70-350pb, mientras que para
un andlisis de Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) es recomendable secuencias mas
cortas de 70 a 150pb.

Por lo tanto, una alternativa es el uso del marcador en el Secuenciamiento. El gen del cyt b
estd conformado aproximadamente por 1077 a 1100 pares de bases ,de los cuales se
requiere una extension aproximada de 500 pares de bases para la identificacion de todas las
especies de Leishmania del Viejo y Nuevo Mundo, menor cantidad identificaria un nimero
reducido de especies. Por lo tanto, investigaciones previas realizaron el secuenciamiento de
regiones de 872pb y 510pb a partir de muestras directas de sangre, aspirados de médula y
biopsias con alta carga parasitaria identificando eficientemente especies de Leishmania spp
(Foulet , 2007; Gebhardt, 2015).
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45. ANALISIS DE PCR- HIGH RESOLUTION MELTING (HRM) DE LAS
MUESTRAS

El software del Rotor Gene evalud la identificacion de las especies para cada marcador,
segun los resultados el analisis fue centrado en el marcador de la region conservada del
minicirculo, por el alto porcentaje de muestras identificadas (Anexo 1). En el caso del
marcador ITS-1 el nimero de muestras identificadas fue 26 de las 243 evaluadas,
procedentes todas ellas del grupo de clasificacion 1V (Tabla 18), mientras que para los

marcadores hsp70 y cyt b la identificacion no fue posible en su totalidad.

Tabla N° 18. Identificacion de especies por ITS-1 para las laminas del Grupo 1V

Especie Porcentaje respecto al total
L. (V.)guyanensis 5.83%
L. (V.)braziliensis 2.91%
L. (V.)panamensis 9.71%
L. (V.)lainsoni 6.80%
ND 74.76%

El minimo nimero de ldminas identificadas por el marcador ribosomal ITS-1 y la nula
identificacion para los marcadores hsp70 y cyt b se atribuye a 3 aspectos fundamentales, el
namero de copias de los marcadores moleculares a comparacion de las aproximadamente
10 000 copias de la regiéon conservada del minicirculo, la longitud del amplificado que

excede la recomendacion en el disefio del ensayo para el HRM y la calidad del ADN.

El ADN procedente de las ldminas probablemente contenia residuos del colorante Giemsa,
aceite de inmersion y tejido del paciente, los que pueden generar problemas en la deteccion
e identificacion por interferencia o inhibicion en la amplificacién por PCR en tiempo real a
diferencia del PCR convencional, cuya robustez es mayor como se evidencia en estudios
previos donde se identific especies de Leishmania spp en el Viejo Mundo a partir de

laminas.

Kheirandish et al., evalud la region intergénica ribosomal ITS-1 en 178 laminas
identificando las especies de L. (L.) tropica y L. (L.) major comprobandose la efectividad
de la técnica para la identificacion en areas endémicas, posteriormente el mismo marcador

fue evaluado mediante las técnicas de PCR-RFLP y Nested PCR con el posterior
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Secuenciamiento en 48 y 22 laminas confirmadas de leishmaniasis respectivamente,
identificando las especies L. (L.) major, L. (L.) infantum y L. (L.) tropica (Kheirandish,
2013; Kazemi-Rad, 2008; Mohammed , 2010).

Identificacion de la especie infectante usando el marcador de la region conservada del

minicirculo.

El marcador identificd 226 de las 243 laminas evaluadas, el cual representa una sensibilidad
en la identificacion de la especie infectante de 93.00 por ciento. La region conservada de
los minicirculos permitid identificar  97/103 laminas del Grupo 1V, 40/44 laminas del

grupo 111, 81/87 laminas del Grupo 11 y 8/9 laminas pertenecientes al Grupo | (Tabla 19).

Tabla N° 19: Identificacion de especies con el minicirculo por HRM

Especie Clasificacion de laminas
Grupo IV Grupo 111 Grupo Il Grupo | % Porcentaje
respecto al
total

Identificadas | 97 (94.17%) | 40 (90.91%) | 81 (93.10%) | 8 (88.89%) |  93.00%

No Identificadas | 6 (5.83%) 4 (9.09%) 6 (6.90%) | 1(11.11%) 7.00%

Total 103 44 87 9 243

Por lo tanto, se evalud el efecto del grado de parasitemia de la muestra con la identificacion
de las especies, determinandose que estadisticamente no existe relacion significativa entre
las variables (p-valor: 0.08493) a diferencia de los resultados de Khademvatan S et al., que
implican la disminucién de la sensibilidad en laminas con baja carga parasitaria
(Khademvatan, 2011), los resultados discordantes se atribuyen al escaso nimero de

muestras del grupo I.

Las laminas coloreadas con Giemsa fueron almacenadas en el Laboratorio Referencial de
Leishmaniasis procedentes de los afios 2010 al 2013, investigaciones previas también
utilizaron laminas almacenadas para realizar el diagnostico de la enfermedad con la técnica
molecular de PCR convencional , Motazedian et al., en el 2002 analiz6 el PCR de la region
del kinetoplasto en 92 laminas con 4 afios de antigliedad concluyendo que es una técnica

adecuada para casos complejos como son las lesiones crénicas (Motazedian , 2002 ) ,asi
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mismo Lima, R et al., en el 2007 evalué 91 laminas con el mismo marcador para aspirados
de la medula espinal almacenadas por 4 afios , determind la sensibilidad y especificidad del
PCR 92.3 por ciento y 97.5 por ciento respectivamente , permitiendo el diagnostico

retrospectivo de leishmaniasis visceral en laminas almacenadas (Lima, 2007) .

Para evidenciar si el tiempo de antigiiedad de las laminas almacenadas afecta la
identificacion especies por HRM se realiz6 el analisis de contingencia, determinandose que
estadisticamente si existe relacion significativa (p-valor: 0.0002) (Tabla. 20), a diferencia
de previas investigaciones donde no se evidencio diferencias significativas en el tiempo de
almacenamiento (Kazemi-Rad, 2107; Mohammed, 2010). Por lo tanto las laminas con
menor tiempo de almacenamiento tienen mayor probabilidad en la identificacion de la

especie infectante.

Tabla N° 20: Identificacion de especies con el minicirculo por HRM
Especie Afio de antigiiedad de las laminas almacenadas
2010 2011 2012 2013 % Porcentaje
respecto al

total
Identificadas | 22 (75.86%) | 48 (88.89%) | 95 (96.94%) | 61 (98.39%) 93.00%
No 7 (24.14) 6 (11.11%) | 3(3.06%) 1(1.61%) 7.00%

Identificadas
Total 29 54 98 62 243

4.6. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

El andlisis por HRM de la region conservada del minicirculo permitid la identificacion de
las especies circulantes en los 8 departamentos a partir de las ldminas coloradas con Giemsa
enviadas al Laboratorio de Referencia Nacional de Leishmaniasis (LRNL) en marco del
Control de Calidad. Las especies identificadas por la técnica de HRM fueron L (V.) lainsoni
(36.6 por ciento), L (V.) guyanensis (22.3 por ciento), L (V.) braziliensis (17.36 por ciento),
L (V.) peruviana (8.26 por ciento), L. (V.) panamensis (7.9 por ciento) y L (L.) amazonensis

(0.83 por ciento).
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Tabla N° 21: Identificacion de especies con el minicirculo por HRM
Especie Departamentos de procedencia

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8

L. (L.) amazonensis 1 - - - - - - 2

L. (V.) panamensis 5 1 - 1 - 11 - -

L. (V.) guyanensis 19 4 - 6 1 20 3 1

L. (V.) braziliensis 3 2 - 1 - 34 2 -

L. (V.) peruviana 8 - - 2 1 8 - 1

L. (V.) lainsoni 31 4 2 10 - 40 1 1
Donde:

P1: Amazonas

P2: Ancash

P3: Ayacucho

P4: Cajamarca

P5: Junin

P6: La Libertad

P7: Lima

P8: San Martin

Las especies se encuentran distribuidas en las regiones andinas y amazonicas del pais, en

este estudio se encontr6 a L. (V.) lainsoni en laminas procedentes de las regiones de
Amazonas, San Martin, Ancash, Ayacucho, Cajamarca, la Libertad y Lima. L (V.)
guyanensis en las regiones de Amazonas, San Martin, Ancash, Cajamarca, Junin, La
Libertad y Lima. L (V.) braziliensis en Amazonas, Ancash, Cajamarca, La Libertad y Lima.
L (V.) peruviana en Amazonas, San Martin, Cajamarca, Junin y La Libertad. , L. (V.)
panamensis en Amazonas, Ancash, Cajamarca, La Libertad y L (L.) amazonensis en
Amazonas y San Martin, resultados que se grafican en el mapa del Pert donde cada especie

esta representada con una figura geométrica en cada departamento de muestreo (Fig. 12).

La amplia distribucion coincide con las investigaciones previas de la distribucion
geografica de las especies en el Per( basadas en técnicas como el gold estdndar MLEE,
andlisis de Secuenciamiento del cyt b y el PCR-RFLP del gen MPI (Lucas, 1998; Kato,
2010). Investigaciones previas reportaron la presencia de Leishmania (Viannia) guyanensis
en la region de la Libertad en vectores, evidenciando el fenémeno de dispersion de esta

especie, al igual que Leishmania (Viannia) braziliensis.

Se observo el fenomeno de la dispersion a regiones de la Sierra central y Norte de

Leishmania (Viannia) peruviana, especie considerada endémica para la zona costa centro y
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norte del pais, del mismo modo, Leishmania (Viannia) lainsoni. Se evidencio el incremento

de la presencia de Leishmania (Viannia) panamensis, especie que hasta la fecha habia sido

esporadica y sélo en las regiones de Cusco (Urbano, 2011).

Por otro lado, no se evidencid la dispersion de Leishmania (Leishmania) amazonensis, en el

presente estudio esta especie fue encontrada en Amazonas y San Martin, areas que junto

con las regiones del VRAEM han reportado su circulacion.

V-/‘\‘

Especies de Leishmania spp

B L (L.)amazonensis

® L (V)braziliensis
L. (V)peruviana

A L. (V)guyanensis

@ L. (V)panamensis

® L. (V)laginsoni

Figura N° 12. Distribucion geografica de especies de Leishmania spp. en 8

departamentos del Pert
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V. CONCLUSIONES

La identificacion de especies de Leishmania spp por PCR-HRM de muestras
procedentes de ldminas almacenadas es aplicable utilizando marcadores con alta
sensibilidad como la region conservada del minicirculo que posee méas de 10 000

copias /parasito.

El marcador de la regidon conservada del minicirculo identifica eficientemente
especies que pertenecen a diferentes complejos. Sin embargo, dentro del mismo
complejo la diversidad del marcador puede generar el solapamiento de las
temperaturas melting durante el PCR en tiempo real, lo que conduce a un error en la

identificacion de las especies.

El limite de deteccion e identificacion es dependiente del nimero de copias del
marcador empleado, en el presente estudio se detectaron concentraciones de ADN
equivalentes a 1 parésito para la region conservada del minicirculo en especies
representativas del Subgénero Viannia y Leishmania con el aumento proporcional

del valor Ct en las respectivas diluciones.

La conservacion y el tiempo de almacenamiento de las ldminas coloreadas con
Giemsa presenta una relacion estadisticamente significativa con la eficiencia en la

identificacion de las especies de Leishmania spp por PCR-HRM.



e El uso de marcadores multicopia permite realizar un analisis retrospectivo de las
especies circulantes en determinadas regiones a partir de laminas cuyo
almacenamiento y transporte no requiere de altos costos 0 instalaciones

especializadas.
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VI. RECOMENDACIONES

Desarrollar la identificacion simultanea a partir de ldminas coloreadas con Giemsa y
los cultivos en medio bifasico agar sangre mediante el PCR-HRM y un método de
identificacion de especies de Leishmania estandar con la finalidad de evaluar el

grado de correlacién entre los resultados.

Evaluar el grado de interferencia causada por colorantes u otros reactivos durante la
amplificacion del marcador de interés en la identificacién de especies por PCR en

tiempo real.

Desarrollar la validacion del gPCR con un mayor nimero de muestras confirmadas
por visualizacion microscopica del parasito y con muestras negativas a la

enfermedad.
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VIII.

ANEXOS

ANEXO 1: Tablas de identificacion de especies para los cuatro marcadores
moleculares por la técnica de PCR-HRM y la concentracion de ADN de las muestras.

Tablal. Identificacion de las especies de Leishmania spp en laminas de ++++

Concentracion del ADN

ADN
Muestra | ADN total parasitario Marcador Molecular
Lectora
N° EON gPCR MINICIRCULO ITS-1 HSP70| cytb
1 5.53ng/ul 1.18E-03 L.lainsoni / / /
2 9.24ng/ul 1.61E-03 L.peruviana | L.(V.)braziliensis / /
3 7.27ng/ul 1.23E-03 L.braziliensis / / /
4 2.30ng/ul 1.29E-03 L.peruviana / / /
5 0.66ng/ul 4.19E-03 L.guyanensis L.(V.)lainsoni / /
6 8.60ng/ul 3.10E-03 L.peruviana | L.(V.)braziliensis / /
7 4.24ng/ul 8.60E-03 L.guyanensis / / /
8 2.13ng/ul 2.92E-03 L.guyanensis / / /
9 2.25ng/ul 3.94E-02 L.lainsoni / / /
10 6.70ng/ul 2.92E-02 L.lainsoni / / /
11 10.29ng/ul 1.37E-02 L.lainsoni / / /
12 6.28ng/ul 9.58E-03 L.lainsoni / / /
13 11.81ng/ul 1.98E-03 L.guyanensis / / /
14 6.59ng/ul 1.66E-02 L.lainsoni / / /
15 3.80ng/ul 8.18E-03 L.lainsoni / / /
16 3.45ng/ul 6.41E-03 L.lainsoni / / /
17 3.18ng/ul 8.72E-03 L.braziliensis L.(V.)lainsoni / /
18 2.87ng/ul 2.79E-03 L.panamensis | L.(V.)braziliensis / /




Continuacion...

Concentracion del ADN

Muestra Marcador Molecular
AR paélsjitl:rio

N° Lectora EON gPCR MINICIRCULO ITS-1 HSP70| cytb
20 8.27ng/ul 7.04E-03 / / / /
21 9.20ng/ul 2.33E-02 L.lainsoni / / /
22 9.69ng/ul 1.58E-03 L.lainsoni / / /
23 4.13ng/ul 9.97E-03 L.guyanensis / / /
24 12.59ng/ul 4.46E-02 L.peruviana / / /
25 2.09ng/ul 2.00E-03 L.peruviana / / /
26 4.00ng/ul 1.66E-03 L.peruviana / / /
27 1.31ng/ul 1.64E-03 L.guyanensis / / /
28 1.60ng/ul 3.64E-03 L.peruviana / / /
29 3.65ng/ul 8.19E-03 L.lainsoni / / /
30 1.73ng/ul 6.03E-03 L.peruviana / / /
31 1.64ng/ul 6.83E-03 L.guyanensis / / /
32 2.87ng/ul 9.57E-03 L.peruviana / / /
33 10.36ng/ul 2.60E-02 L.lainsoni / / /
34 10.54ng/ul 2.60E-02 L.guyanensis / / /
35 5.40ng/ul 9.70E-03 L.guyanensis / / /
36 9.61ng/ul 9.31E-04 / / / /
37 1.83ng/ul 6.46E-03 L.guyanensis / / /
38 3.45ng/ul 9.31E-03 L.lainsoni / / /
39 5.22ng/ul 5.92E-04 L.lainsoni / / /
40 3.58ng/ul 3.08E-03 L.lainsoni / / /
41 3.58ng/ul 3.08E-03 /

42 5.80ng/ul 1.30E-03 L.lainsoni / / /
43 9.95ng/ul 3.60E-03 L.lainsoni / / /
44 6.38ng/ul 1.18E-03 L.lainsoni / / /
45 4.92ng/ul 5.45E-03 L.peruviana L.(V.)panamensis / /
46 11.46ng/ul 4.89E-03 L.braziliensis / / /
47 4.67ng/ul 5.75E-03 / / / /
48 7.70ng/ul 5.07E-03 L.panamensis / / /
49 5.43ng/ul 2.20E-03 L.guyanensis L.(V.)panamensis / /
50 9.68ng/ul 1.13E-02 L.braziliensis L.(V.)guyanensis / /
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Continuacion...

Concentracion del ADN

Muestra Marcador Molecular
AR paélsjitl:rio
N° Lectora EON gPCR MINICIRCULO ITS-1 HSP70 | cytb
51 6.20ng/ul 8.94E-02 L.panamensis / / /
52 10.31ng/ul 2.97E-03 L.braziliensis | L.(\V.)guyanensis / /
53 4.71ng/ul 9.11E-03 L.guyanensis | L.(V.)panamensis / /
54 4.57ng/ul 4.92E-03 L.braziliensis / / /
55 9.29ng/ul 1.40E-03 L.panamensis / / /
56 5.73ng/ul 3.86E-03 L.braziliensis / / /
57 4.98ng/ul 6.99E-03 L.guyanensis [ L.(V.)panamensis / /
58 5.45ng/ul 2.56E-03 L.braziliensis | L.(V.)guyanensis / /
59 6.25ng/ul 1.00E-03 L.panamensis | L.(V.)panamensis / /
60 7.72nglul 2.32E-03 L.braziliensis | L.(V.)guyanensis / /
61 4.36ng/ul 3.17E-03 L.peruviana / / /
62 8.33ng/ul 1.47E-01 L.guyanensis | L.(V.)panamensis / /
63 9.84ng/ul 1.46E-03 L.braziliensis | L.(V.)panamensis / /
64 5.63ng/ul 1.30E-03 L.braziliensis | L.(V.)panamensis / /
65 5.89ng/ul 2.79E-03 L.guyanensis | L.(V.)panamensis / /
66 4.14ng/ul 1.37E-03 L.guyanensis / / /
67 6.10ng/ul 1.28E-03 L.lainsoni / / /
68 6.67ng/ul 3.55E-02 / / / /
69 6.13ng/ul 1.23E-02 L.guyanensis / / /
70 23.30ng/ul 8.48E-02 L.panamensis / / /
71 24.64ng/ul 1.47E-01 L.braziliensis L.(V.)lainsoni / /
72 9.41ng/ul 5.31E-03 L.panamensis | L.(V.)guyanensis / /
73 10.11ng/ul 4.59E-02 L.panamensis / / /
74 7.51ng/ul 3.75E-03 L.lainsoni / / /
75 8.00ng/ul 5.42E-03 L.guyanensis / / /
76 39.00ng/ul 1.37E-01 L.braziliensis / / /
77 4.61ng/ul 2.87E-02 L.peruviana | L.(V.)guyanensis / /
78 12.96ng/ul 2.66E-02 L.guyanensis / / /
79 8.81ng/ul 5.90E-03 L.guyanensis / / /
80 12.26ng/ul 1.60E-03 L.panamensis / / /
81 5.23ng/ul 4.93E-03 L.lainsoni / / /
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Continuacion...

Concentracion del ADN

Muestra Marcador Molecular
AR pagsl?itlzrio
N° Lectora EON gPCR MINICIRCULO ITS-1 HSP70| cytb
82 3.68ng/ul 4.50E-03 L.peruviana | L.(V.)panamensis / /
83 4.45ng/ul 3.85E-03 L.peruviana / / /
84 4.73ng/ul 8.79E-03 L.panamensis L.(V.)lainsoni / /
85 4.10ng/ul 1.69E-03 L.guyanensis / / /
86 5.74ng/ul 4.86E-03 L.lainsoni / / /
87 6.56ng/ul 4.10E-03 L.lainsoni / / /
88 8.08ng/ul 7.79E-03 L.braziliensis L.(V.)lainsoni / /
89 6.04ng/ul 1.23E-03 L.lainsoni / / /
90 10.44ng/ul 9.48E-03 L.guyanensis / / /
91 7.40ng/ul 1.79E-02 / / / /
92 5.88ng/ul 1.41E-02 L.guyanensis / / /
93 31.88ng/ul 4.67E-02 L.guyanensis / / /
94 6.45ng/ul 1.08E-03 L.lainsoni / / /
95 2.97ng/ul 1.61E-03 L.guyanensis / / /
96 30.69ng/ul 6.80E-02 L.lainsoni / / /
97 12.14ng/ul 7.44E-02 L.guyanensis / / /
98 4.94ng/ul 1.22E-02 L.panamensis / / /
99 6.65ng/ul 7.34E-03 L.lainsoni L.(V)lainsoni / /
100 7.97ng/ul 4.05E-03 L.guyanensis / / /
101 24.41ng/ul 2.13E-02 L.lainsoni / / /
102 7.86ng/ul 1.88E-02 L.lainsoni / / /
103 3.86ng/ul 1.28E-02 L.guyanensis / / /
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Concentracion del ADN

ADN total ADN parasitario
Lectora EON gPCR (ng/pL)

1 5.53ng/pL 1.03E-03 L.(V.)lainsoni / / /
2 2.20ng/pL 6.83E-04 L.(V.)guyanensis / / /
3 12.28ng/pL 2.73E-04 L.(V.)lainsoni / / /
4 12.13ng/pL 7.23E-08 L.(V.)lainsoni / / /
5 4.40ng/pL 4.41E-04 L.(V.)lainsoni / / /
6 5.12ng/pL 2.70E-03 L.(V.)lainsoni / / /
7 12.78ng/uL 1.60E-03 L.(V.)lainsoni / / /
8 5.91ng/pL 0.013340166 L.(V.)lainsoni / / /
9 10.23ng/pL 6.16E-03 L.(V.)lainsoni / / /
10 5.68ng/uL 3.06E-03 L.(V.)lainsoni / / /
11 4.39ng/pL 5.50E-03 L.(V.)lainsoni / / /
12 |15.51ng/uL 4.27E-04 / / / /
13 |8.7ng/pL 3.14E-03 L.(V.)lainsoni / / /
14 |8.67ng/uL 1.07E-03 L.(V.)lainsoni / / /
15 2.89ng/uL 1.69E-04 L.(V.)guyanensis / / /
16 5.38ng/uL 8.59E-04 L.(V.)guyanensis / / /
17 4.76ng/uL 4.32E-03 L.(V.)guyanensis / / /
18 12.84ng/pL 3.04E-03 L.(V.)lainsoni / / /
19 7.62ng/pL 3.02E-03 L.(V.)lainsoni / / /
20 | 5.65ng/pL 7.69E-03 L.(V.)lainsoni / / /
21 11.56ng/uL 3.97E-03 L.(V.)lainsoni / / /
22 17.19ng/uL 1.07E-03 / / / /
23 7.55ng/uL 4.78E-03 L.(V.)lainsoni / / /
24 11.04ng/pL 5.86E-04 L.(V.)lainsoni / / /
25 32.69ng/uL 3.82E-03 L.(V.)lainsoni / / /
26 7.47ng/uL 1.86E-03 L.(V.)lainsoni / / /
27 3.66ng/uL 6.66E-05 L.(V.)guyanensis / / /
28 7.31ng/pL 4.44E-04 L.(V.)lainsoni / / /
29 7.96ng/uL 6.08E-03 L.(V.)lainsoni / / /
30 6.08ng/uL 9.55E-04 L.(V.)lainsoni / / /
31 4.27ng/uL 9.53E-04 L.(V.)lainsoni / / /
32 12.51ng/uL 1.27E-03 L.(V.)lainsoni / / /
33 9.20ng/pL 3.83E-03 L.(V.)guyanensis / / /
34 9.21ng/pL 7.01E-03 L.(V.)lainsoni / / /
35 4.98ng/uL 1.06E-03 L.(V.)lainsoni / / /
36 2.41ng/puL 8.22E-04 L.(V.)lainsoni / / /
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Continuacion. ..

37 8.44ng/uL 2.88E-04 / / / /
38 6.03ng/pL 1.29E-03 / / / /
39 7.46ng/uL 3.59E-03 L.(V.)lainsoni / / /
40 2.61ng/uL 8.64E-03 L.(V.)peruviana / / /
41 3.59ng/pL 3.30E-03 L.(V.)lainsoni / / /
42 0.20ng/pL 2.19E-03 L.(V.)peruviana | / / /
43 1.87ng/uL 1.31E-03 L.(V.)lainsoni / / /

1 4.36ng/uL 4.41E-03 L.(V.)lainsoni / / /
2 8.01ng/uL 6.66E-07 / / / /
3 3.07ng/uL 1.18E-03 L.(V.)braziliensis / / /
4 4.64ng/uL 8.18E-03 L.(V.)braziliensis / / /
5 1.62ng/pL 4.45E-05 L.(V.) guyanensis / / /
6 2.26ng/uL | 4.18024E-05 L.(V.)lainsoni / / /
7 0.30ng/uL 5.14E-04 L.(V.)lainsoni / / /
8 1.73ng/uL 3.18E-03 L.(V.)lainsoni / / /
9 1.73ng/uL 4.11E-04 L.(V.) guyanensis / / /
10 19.31ng/uL / L.(V.) guyanensis / / /
11 4.14ng/pL 7.29E-04 L.(V.)lainsoni / / /
12 3.14ng/uL 6.41E-04 L.(V.) guyanensis / / /
13 3.14ng/uL 4.32E-03 / / / /
14 | 22.79ng/uL | 0.031643983 L.(V.)lainsoni / / /
15 1.40ng/uL 1.17E-04 / / / /
16 1.30ng/pL 7.59E-05 L.(V.)lainsoni / / /
17 0.61ng/uL 1.03E-03 L.(V.) guyanensis / / /
18 0.91ng/pL 7.97E-08 / / / /
19 4.25ng/uL 3.07E-03 L.(V.)lainsoni / / /
20 8.54ng/uL 1.20E-03 L.(V.)lainsoni / / /
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Continuacion...

Concentracion del ADN

Muestra — Marcador Molecular
ADN total |ADN parasitario
Ne "écotﬁa gPCR MINICIRCULOS ITS-1 | hsp70 | cytB
21 1.88ng/pL 2.13E-04 L.(V.) guyanensis / / /
22 3.48ng/uL 1.78E-05 L.(V.)lainsoni / / /
23 3.48ng/uL 1.66E-02 L.(V.) guyanensis / / /
24 1.74ng/uL 8.89E-04 L.(V.)lainsoni / / /
25 1.74ng/uL 6.48E-03 L.(V.) guyanensis / / /
26 4.09ng/uL 2.15E-03 L.(V.)lainsoni / / /
27 4.09ng/uL 2.66E-04 L.(V.) guyanensis / / /
28 3.04ng/uL 1.66E-03 L.(V.)lainsoni / / /
29 7.16ng/pL 8.91E-04 L.(V.) guyanensis / / /
30 6.15ng/pL 3.88E-03 L.(V.) guyanensis / / /
31 6.10ng/pL 8.68E-03 / / / /
32 4.25ng/uL 4.05E-03 L.(V.)lainsoni / / /
33 7.72ng/uL 5.95E-05 L.(V.) guyanensis / / /
34 8.67ng/uL 1.47E-02 L.(V.) guyanensis / / /
35 2.03ng/pL 3.93E-04 L.(V.)braziliensis / / /
36 11.17ng/pL 5.83E-03 L.(V.)lainsoni / / /
37 20.87ng/pL 7.36E-02 L.(V.)lainsoni / / /
38 3.96ng/uL 1.99E-03 L.(V.)panamensis / / /
39 3.38ng/uL 2.89E-04 L.(V.)lainsoni / / /
40 3.65ng/uL 1.90E-03 L.(V.)braziliensis / / /
41 4.38ng/uL 6.58E-03 / / / /
42 1.72ng/uL 1.61E-04 L.(V.)braziliensis / / /
43 4.47ng/uL 2.27E-03 L.(V.)lainsoni / / /
44 2.36ng/pL 1.80E-03 L.(V.)peruviana / / /
45 6.44ng/uL 6.06E-04 L.(V.)peruviana / / /
46 5.63ng/uL 1.21E-03 L.(V.) guyanensis / / /
47 4.08ng/pL 4.86E-03 L.(V.)braziliensis / / /
48 5.25ng/pL 8.20E-04 L.(V.)lainsoni / / /
49 2.14ng/pL 2.37E-03 L.(V.)peruviana / / /
50 2.94ng/puL 5.20E-04 L.(V.)braziliensis / / /
51 3.96ng/puL 3.54E-04 L.(V.)braziliensis / / /
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Continuacion...

Concentracion del ADN

Muestra — Marcador Molecular
ADN total | ADN parasitario
N° Lectora EON gPCR MINICIRCULOS ITS-1 | hsp70 | cytB
52 3.43ng/uL 3.62E-03 L.(V.)braziliensis / / /
53 2.51ng/uL 1.35E-04 L.(V.)panamensis / / /
54 6.09ng/uL 1.40E-02 L.(V.)braziliensis / / /
55 1.56ng/pL 8.45E-03 L.(V.)braziliensis / / /
56 2.95ng/uL 3.61E-04 L.(V.)lainsoni / / /
57 3.38ng/uL 2.44E-03 L.(V.)braziliensis / / /
58 8.87ng/uL 5.04E-06 L.(V.)lainsoni / / /
59 3.20ng/puL 4.21E-03 L.(V.) guyanensis / / /
60 9.84ng/uL 2.19E-04 L.(V.)braziliensis / / /
61 5.88ng/uL 3.17E-04 L.(V.)braziliensis / / /
62 3.96ng/uL 2.05E-04 L.(V.)braziliensis / / /
63 3.38ng/uL 9.92E-05 L.(V.)braziliensis / / /
64 3.05ng/puL 4.60E-04 L.(V.)braziliensis / / /
65 4.93ng/uL 1.09E-04 L.(V.)braziliensis / / /
66 6.44ng/uL 2.96E-03 L.(V.)panamensis / / /
67 6.40ng/uL 0.013948496 L.(V.)panamensis / / /
68 4.10ng/uL 4.32E-03 L.(V.)lainsoni / / /
69 3.50ng/uL 1.15E-03 L.(V.)peruviana / / /
70 6.50ng/uL 2.05E-04 L.(V.)braziliensis / / /
71 5.60ng/puL 4.45E-03 L.(V.)panamensis / / /
72 3.15ng/uL 5.90E-05 L.(V.)braziliensis / / /
73 5.08ng/pL 2.08E-03 L.(V.)braziliensis / / /
74 3.93ng/uL 3.83E-03 L.(V.)panamensis / / /
75 24.06ng/uL 3.58E-03 L.(V.) guyanensis / / /
76 1.99ng/puL 1.61E-04 L.(V.)braziliensis / / /
77 11.67ng/puL 2.86E-03 L.(V.)braziliensis / / /
78 6.79ng/pL 1.01E-03 L.(V.)panamensis / / /
79 5.74ng/puL 1.18E-04 L.(V.)braziliensis / / /
80 1.99ng/pL 7.44E-06 L.(L.)amazonensis / / /
81 13.41ng/uL / L.(V.) guyanensis / / /
82 2.25ng/puL 4.37E-04 L.(V.)panamensis / / /
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83 70.88ng/pL 4.39E-03 L.(V.)braziliensis / / /
84 27.83ng/uL | 0.022523552 L.(V.) guyanensis / / /
85 1.78ng/uL 4.89E-04 L.(L.)amazonensis / / /
86 1.9ng/pL 2.40E-05 L.(V.)braziliensis / / /
87 17.59ng/uL 3.62E-03 L.(V.)braziliensis / / /

Concentracién del ADN

ADN total | ADN parasitario
Lectora
EON gPCR
1 7.18ng/ul 5.21E-04 ABUNDANTE L.lainsoni / / /
2 2.18ng/ul 1.94E-04 ADECUADO L.lainsoni / / /
3 15.73ng/ul 3.35E-04 ABUNDANTE L.lainsoni / / /
4 7.06ng/pl 2.56E-04 ADECUADO L.lainsoni / / /
5 1.57ng/ul ESCASO / / / /
6 1.77ng/ul 5.51E-05 ABUNDANTE L.lainsoni / / /
7 2.30ng/pl 9.37E-06 ESCASO L.guyanensis / / /
8 5.78ng/ul 1.42E-04 ABUNDANTE | L.guyanensis / / /
9 0.86ng/ul 3.76E-05 ESCASO L.lainsoni / / /
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ANEXO

2

Resultados del Secuenciamiento de las Cepas Referenciales

Secuencia de la region del gen citocromo b de Leishmania braziliensis

Leishmania braziliensis kinefoplast pre-edited version of Cytb gene for cytochrome b, strain: MHOMER/TS/M2904
Sequence [O: ABD258G6.1 Length: 1078 Mumber of Matches: 1

Range 1: 61 bo 9B4 GenBank Graphics

Score

Expect

Identities

Gaps

Strand

1676 bits[907) 0.0 920/326(95%) 2/926(0%) Plus/Flus
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Query 121 atttag Ltttﬁ; aa dd dLaLdtdLLt LT LaCATCATTACTA CTTC 188
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Query 1Bl TTTATGTTCATATATTTARATGLatagtattaataatattattigatactcatatittag 248
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Secuencia de la region del gen citocromo b de Leishmania panamensis

Leizhmania panamensis kinefoplast pre-edited version of Cytb gene for cytochrome b
Saquence I0: ABDS50G2.1 Length: 10728 Mumber of Matches: 1

Range 1: 62 bo 984 GenBank Graphics
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Secuencia de la region del gen citocromo b de Leishmania guyanensis

Leizhmania guyanensis kinetoplast pre-edited version of Cytb gene for cytochrome b
Sequence I0: ABDBE0GE.1 Length: 1078 Mumber of Matches: 1

Range 1: 54 bo 874 GenBank  Graphics

Soore Enpact Identities Gaps Stranmd
1491 hits(807) 0.0 814/321(95%) 0/221(0%) Plus/Plus
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Secuencia de la region del gen citocromo b de Leishmania lainsoni

Leishmania lainsoni kinetoplast cyt b gene for cytochrome b, partial cds, isolate: 13-8EC14
Sequence ID; LCOG5632.1 Length: 817 Mumber of Matches: 1

Range 1: 1 to B17 GenBank Graphics
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Secuencia de la region del gen citocromo b de Leishmania amazonensis

Leizhmania amazenensiz kKinetoplast pre-edited version of Cyib gene for cytochrome b
Sequence I0- ABDSESS54 1 Length: 1078 Mumber of Matches: 1

Range 1: 58 to 974 GenBank Graphics
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Secuencia de la region del gen citocromo b de Leishmania amazonensis

Leizshmania mexicana mexicana kinetoplast pre-edited version of Cytb gene for cytochrome b
Sequence ID: ABD252G3.1 Length: 1078 Mumber of Matches: 1
b See 1 maore filels)

Range 1: 309 to BOT GenZank Graphics
Score Expect Identitizs Gaps Stramd
848 bits(45%) 0.0 487/502(97%) 4/502(0%) Plus/Plus

iyttt
oyttt it i
oypongifiminithittiirwinimithviit g

Query 1B8 CTAETTM.&'I'[AE LLiLLLLLt atptittattac ttLLELdLdeLdLL 119

it g 1

Sbjct 4BS ATAE

Query 248 ttatpcatitattttgettacatiatittatGAGTTCAGATE LLLL ata LLLl.lz %

et 50 HHMHH%MM htlitith it g

Query 358 cllll.littdltitﬁzl mltdlﬁﬂ.]lLTLTIﬁtELLLtdLHHi-Ii:Lﬂ thtll.clll.l; 159

Sbjct  GE7 (l_ﬂll .L'I'l 'IEAIL 'HJL.III L.MEI' IMH' T“'hl TAL 666
i

Query 3o

X Ld-:lt-:lLLat_l.IU-:lt taatatattttatitttattaatt LLL1.1. Lttt 419
N i1 N
Query 428 ATGAN E.ﬂ.l:.?lC'ITETLTI'I'ACTETEEIITH.C.&TEMMMCCTETE&TMMTTETG{CMM 479
sjet 77 ksehtia b te b AU e

Query d4Ed TEEALLLLtLtdLLLLL.ﬂ.ﬂEE a1

Sbjct 'lEETl' l’l’l’l’l‘l’ltﬁ a7

=

=

68






