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IDENTIFICACION DE ESPECIES DE Leishmania EN PACIENTES Y

FLEBOTOMINOS EN AREAS DE TRANSMISION EN
UNA REGION DEL PERU

Ofelia Cérdova'?, Franklin Vargas?®, Yoshihisa Hashiguchi®*¢, Hirotomo Kato®<®?, Eduardo Gémez*¢

RESUMEN

Objetivos. Identificar las especies de Leishmania presentes en las lesiones cutaneas del paciente y en las Lutzo-
myias que cohabitan en las areas endémicas de la region La Libertad en el Peru. Materiales y métodos. Se usaron
métodos moleculares basados en PCR y RFLP lo cual permitié obtener datos eficientes con poca muestra (pequefos
especimenes), debido a su alta sensibilidad y las facilidades de aplicacion en el trabajo de campo. Resultados. Los
resultados del PCR de pacientes y de vectores, mostraron la presencia de Leishmania (V.) peruviana como principal
agente causal de la Leishmaniosis tipo andina, transmitidas por Lutzomyia peruensis. Asi mismo, se reveld la presencia
de Leishmania (V.) guyanensis en Lutzomyia ayacuchensis. Conclusiones. Se mostro la presencia de L. (V.) peruviana
y L. (V.) guyanensis en las areas andinas en estudio. Hallazgos que exigen realizar una investigacion mas amplia sobre
la distribucién geografica de L. (V.) guyanensis y las caracteristicas clinicas relacionadas con la infeccién en areas en-
démicas de Leishmaniosis cutanea.
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IDENTIFICATION OF Leishmania SPECIES IN PATIENTS AND
PHLEBOTOMINES IN TRANSMISSION AREAS IN A REGION OF PERU

ABSTRACT

Objectives. To identify the species of Leishmania present in the skin lesions of patients and Lutzomyias living in endemic
areas of La Libertad, Peru. Materials and methods. Molecular methods based on PCR and RFLP were used, which
allowed to have efficient data with small amounts of samples (small specimens), due to their high sensitivity and ease of
application in the field work. Results. The results of PCR of clinical samples of patients and insect vectors showed the
presence of Leishmania (V.) peruviana as a major causative agent of andean leishmaniasis transmitted by Lutzomyia
peruensis. The presence of Leishmania (V.) guyanensis in Lutzomyia ayacuchensis, was found as well. Conclusions.
The presence of L. (V.) peruviana and L. (V.) guyanensis in the Andean areas under study was found. These findings
remark the need of a wider research about the geographical distribution of L. (V.) guyanensis and clinical features related
to the infection in endemic areas of cutaneous leishmaniasis.
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ARTICULO ORIGINAL

INTRODUCCION

La Leishmaniosis es una enfermedad zoonética produ-
cida por protozoos del género Leishmania y transmiti-
da por la picadura de insectos hemat6fagos del género
Phlebotomus en el viejo mundo y Lutzomyia en el nue-
vo mundo M. Afecta a aproximadamente 12 millones de
personas en 88 paises, con una ocurrencia anual de
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Incidencias acumuladas que exigen realizar un analisis
integral de los determinantes de riesgo del ambiente,
la constitucion genética del parasito o del hospedador;
asi como la distribucion y las tasas de infeccion de los
insectos transmisores ©.

Actualmente, se han descrito mas de 800 especies
de flebotominos, pero solo una parte de ellas pueden
transmitir Leishmania. Asimismo, se han encontrado
alrededor de veinte especies de Leishmania implicadas
como agentes causales de la Leishmaniosis humana en
el mundo, con caracteristicas clinicas que varian con
relacion a las especies responsables de la infeccién, de
la interaccion parasito-hospedador y de la correlacion
genética de tal interaccion ©. Por lo que, identificar la
especie de Leishmania en las areas endémicas, toma
gran importancia en la estimacion del pronéstico del
paciente y la eleccion del tratamiento, mayor aun en
las zonas en las que coexisten mas de una especie
patégena ©.

En la identificacién de la especie de Leishmania
causal de Leishmaniosis cutanea, se han usado
técnicas cuya sensibilidad y especificidad se ven
afectados por la habilidad o experticia que tenga la
persona que toma y examina la muestra, el grado
de contaminacion bacteriana de la ulcera y la carga
parasitaria al momento del examen, entre otras (.
Estas dificultades se pueden superar con pruebas
como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
que es una técnica de alta sensibilidad y especificidad
para el diagnéstico de la Leishmaniosis © y potencial
herramienta de rapida deteccion e identificacion del
parasito en Lutzomyias silvestres ©®.

Los métodos aplicados al estudio y caracterizacion de
géneros y especies son diversos, por ejemplo el anali-
sis del ADN kinetoplastidico (ADNKk), la técnica de PCR
seguida de la restriccién del producto amplificado (PCR-
RFLP) y el uso de genes diana como el gen del citocro-
mo b (cyt b), gen multicopia altamente polimoérfico pre-
sente en los maxicirculos del kinetoplasto, muy util en la
identificacion de especies de Leishmania ©.

Efectuar una identificacion adecuada de especies o
un diagnéstico positivo, reduce notablemente el ries-
go de efectos adversos graves, asi como la duracion
del tratamiento, especialmente en nifios (9 Es, por
tanto, muy importante identificar las especies de Leis-
hmania empleando la técnica de PCR desde muestras
clinicas o en Lutzomyias infectadas naturalmente, con
resultados que contribuyan a predecir la intensidad de
la infeccidon y la tasa de riesgo de expansién de la
enfermedad, en las areas endémicas de la regién La
Libertad, Peru.

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se realizé6 en los caserios de La
Cuesta a 1800-2000 m de alturay Nambuque a 2500 m de
altura, distrito de La Cuesta, provincia de Otuzco, region
La Libertad, Peru. Areas endémicas de Leishmaniosis
ubicadas a 7° 55’ 0” latitud Sury 78° 43’ 0” latitud Oeste.

Para el examen de lesiones activas y aislamiento del
parasito, se estudié 108 muestras clinicas de pacientes
con antecedentes de vivir en zonas endémicas o de
haberlas visitado; 48 resultaron positivas al examen
clinico y parasitologico. Para el examen de las lesiones
activas, se procedié arealizarraspado del margen externo
de las lesiones cutaneas ('), confirmadas por examenes
dermatoldgicos. En los estudios parasitologicos se
procedid a fijar las muestras extraidas en metanol y tefir
con Giemsa para su observacion microscépica (frotis).
Otra parte de la muestra fue adsorbidas en tarjetas FTA®
(Whatman BioScience, Newton Center, MA) para su
correspondiente analisis molecular.

CAPTURA DE LUTZOMYIAS Y EXTRACCION DEL ADN

Se estudiaron 190 especies de Lutzomyias, capturadas
en trabajo de campo con trampa de luz Shannon, cebo
humano y trampa de luz CDC (Communicable Disease
Center).

En el empleo del método de cebo humano, las hembras
de Lutzomyias fueron atraidas sobre colectores y
aspirados con capturadores de vidrio. Para el caso de la
trampa CDC, las Lutzomyias fueron atraidas por la luz y
succionados por el flujo de aire generado por la hélice.
Utilizando capturas diurnas y nocturnas de Lutzomyias
cada dos meses, tanto en domicilio (intradomicilio), re-
fugios naturales (huecos de arboles, rocas, madrigueras
de animales, etc.) y alrededores (peridomicilio).

Las Lutzomyias fueron mantenidas vivas y transportadas
en contenedores de plastico correctamente rotulados
para su procesamiento en el laboratorio, donde fueron
sacrificadas exponiéndolas a -21 °C para luego ser disec-
cionadas bajo estereoscopio, se separo la parte terminal
del abdomen a fin de completar la identificacion taxono-
mica de acuerdo con las caracteristicas morfologicas de
sus espermatecas, empleando la clasificacion propuesta
por Young y Duncan (1994) (2. Los especimenes disec-
cionados e identificados fueron fijados individualmente en
etanol al 70 % para su posterior analisis molecular.

La extracciéon del genoma de Leishmania en muestras
clinicas, como en Lutzomyias colectados, se realiza-
ron siguiendo los protocolos descritos por Marco et al.
(2006) (2,
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Para la extraccion y purificacién del ADN de Leishmania
adsorbidas en las tarjetas clasicas FTA®, se siguieron
las recomendaciones establecidas por la casa comer-
cial BioScience (2002); los discos de 2 mm de diametro
de las tarjetas FTA® (Whatman BioScience) formados
previamente, se lavaron por triplicado con el reactivo de
purificacion FTA, seguido de una elucion del purificado,
con 50 uL de tampén Tris-EDTA en columnas de extrac-
cion, utilizando 5 pL del eluido en la amplificacion por
PCR.

Para la extraccion de DNA a partir de Lutzomyias,
se lisaron los fragmentos de térax y de segmentos
proximales del abdomen de cada espécimen, en 50 L de
tampén de lisis (NaCl 150 mM, tris-HCI 10 mM pH 8,0,
EDTA 10 mM, y SDS al 0,1 %) con 3 pL de proteinasa
K (20 mg/mL), a 37 °C y por 12 h, seguido de un
centrifugado a 12 000 rpm durante 10 min. La fase
acuosa obtenida fue transferida a un nuevo tubo y se le
adicioné igual volumen de fenol saturado con cloroformo/
alcohol isoamilico (24:1). La fase acuosa de esta
ultima extraccion se precipitd en presencia de acetato
de sodio 1:10 (vol/vol), con dos volimenes de etanol
e isopropanol para precipitar el DNA. Finalmente, se
centrifugdé a 12 000 rpm por 5 min y el DNA precipitado
(pellet) fue digerido con RNAasa pancreatica durante
una hora a 37 °C, posterior lavado con etanol al 70 %
durante 30 s y guardado a -20 °C en 25 pL de agua
ultra pura, hasta su amplificacion.

IDENTIFICACION MOLECULAR DE ESPECIES DE
LEISHMANIA

En la identificacion molecular del parasito, se seleccio-
naron previamente los oligonucleétidos cebadores que
amplifican la region codificadora del gen del citocromo
b (Cyt b) (AB095960) de 863 pb ©: L.cyst-AS (5’-gcgga-
gaggaaagaaaaggc-3’) y L.cyst-AR (5’ccactcataaatatac-
tata-3’) para la identificacion del género Leishmania a
partir de muestras de lesiones cutaneas. Y L.cyst-innerS
(5’-ggtgtgggttttagtttagg-3’) con L.cyst-innerR (5-cta-
caataaacaaatcataatatg-3’) para la determinacién de
Leishmania en las Lutzomyias colectadas.

Las muestras de lesiones positivas para Leishmania,
fueron sometidas a una segunda PCR (PCR interna) con
los oligonucleétidos cebadores: L.cyst-innerS (5°-ggtg-
tgggttttagtttagg-3’) con L.cyst-innerR (5’-ctacaataaaca-
aatcataatatg-3’) con amplificaciones de 886 pb ©.

Como control positivo y de especificidad se utilizaron las
secuencias de referencia: L. (V.) braziliensis (MHOM/
BR/75/M2904), L. (V.) peruviana (MHOM/PE/84/LC39),
Leishmania (V) panamensis (MHOM/CO/87/CL-412), L.
(V.) guyanensis (MHOM/CO/85/CL-220). L. (L.) mexicana
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amazonensis (MHOM/ME/94/CL-856). Como control de
especificidad para Leishmania se utilizd una cepa de
Trypanosoma cruzi (MHOM/ CO/92/Fch).

Para la diferenciacion de especies se utilizaron los
oligonucledtidos cebadores que amplifican la region
codificadoradelgendelaisomerasamanosafosfato (MPI)
(EU 327892): MPI-S (5-gctcttccgtcggacagegage-3')
y MPI-R (5'-tcactctcgaagggagticg-3’). Una porcion
del amplificado del PCR fue sometida a una segunda
PCR con los oligonucledtidos iniciadores: MPI-
innerS  (5’-gagcacacgcgtacatcag-3’) y MPl-innerR
(5’-tcggacacgtgccgctcaag-3’).

AMPLIFICACION POR PCR
Y ANALISIS ELECTROFORETICO

Las amplificaciones fueron realizadas en mezclas de 50 pL
de volumen final, con 2,5 uL de DNA'y 47,5 uL de mez-
cla de reaccién (conteniendo 2 yM de cada oligonucle6-
tido iniciador), 2 puL de cada dNTPs, 5 pyL de tampon
de PCR 10X (conteniendo 50 mM MgCl, 10 mM KCI;
Tris-HCI (pH 8,3), 20 uL de agua destilada de alto grado
molecular ultrapura M de dNTPs; y 10 U/ uL de Taq DNA
polimerasa (Biotools B&M Labs, S.A. Madrid, Espafia).

La amplificacién de PCR fue realizada con un calentamien-
to inicial de placa a 95 °C por 10 min, seguido de 35 ciclos
conteniendo los siguientes parametros: desnaturalizacion
a 94 °C por 30 s, alineacion a 45 °C por 30 s; y extension
a 72 °C por 1 min, amplificaciéon que fue completada con
una incubacién a 72 °C por 5 min hasta la completa ex-
tension de los productos de PCR.

Una fraccion de cada uno de los productos de PCR
se mezcldé con tampon de muestra 6X y separados
por electroforesis en geles de poliacrilamida al 4 %
conteniendo SYBR Green, usando TAE 1X (89 mM
Tris HCL, 90 mM de acido bdérico y 20 mM de EDTA,
pH = 8,3) como tampdn de corrido. Los productos se
visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta
(Biorad). El tamario del fragmento fue determinado al
comparar los pares de bases del amplificado con los
pares de bases de los marcadores de bases (ladder
de 1 kb Bitools)

Para la diferenciacién entre especie, se realiz6é un ana-
lisis de polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) de
los amplificados que codifica los genes MPI de L. (V.)
braziliensis (MHOM/BR/75/M2904), L. (V.) peruviana
(MHOM/PE/84/LC39) de las muestras en estudio, di-
geridos con las enzima de restriccion Ava Il (Takara
BioShiga, Japon). Una vez digeridos, fueron separados
mediante electroforesis en geles de agarosa al 0,8 y
visualizados con luz ultravioleta.
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ANALISIS DE HOMOLOGIA

Los productos de amplificacion del PCR fueron purifica-
dos utilizando el kit de purificacion (Wizard® PCR Preps
DNA Purificacion System Kit-Promega). Para el analisis
de homologia se accedié a la busqueda de secuencias
en el genbank de doce especies de Leishmania: L. (L.)
donovani (AB095957), L. (L.) chagasi (AB095959), L. (L.)
aethiopica (AB095962), L. (L.) major (AB095961), L. (L.)
tropica (AB095960), L. (L.) amazonensis (AB095964), L.
(L.) garnhami (AB095965), L (L.) mexicana (AB095963),
L. (L.) panamensis (AB095968), L. (L.) braziliensis
(AB095966), L. (L.) guyanensis (AB095969) y L. (L.) pe-
ruviana. El alineamiento multiple de las secuencias se
realizé con el programa Clustal W (" y |a identificacion de
sustituciones homologas y no homadlogas, determinando
los sitios polimérficos y las distancias genéticas pareadas
netas (p), asi como la distribucién de la variabilidad gené-
tica a lo largo del alineamiento multiple del gen citocromo
b, y la estimacién de probabilidad maxima (MLE) trasla-
dadas a aminoacidos en el programa MEGA 3.1 (19,

Todos los participantes dieron su consentimiento infor-
mado, luego de las charlas informativas que se les brin-
do en la zona de estudio. Los cuestionarios fueron pre-
parados segun la ocupacién de cada sujeto de estudio,
historia natural de la enfermedad, lesiones leishmania-
sicas (localizacion, tipo, tamario, tiempo de evolucion) y
tratamiento. El protocolo de estudio fue aprobado por el
Comité de Etica del Instituto Nacional de Salud (INS).

RESULTADOS

El 85 % de la poblacién de los caserios viven en el area
y se dedican a la agricultura (trigo y maiz como produc-
tos principales, ademas de papa, yuca, trigo y naranja,
entre otros vegetales) también crian vacas, cerdos, aves
de corral y cuyes, y conviven con perros, gatos, caba-
llos, ovejas, cuyes, pollos, etc.

En estos caserios, se colectaron 190 Lutzomyias, de
los cuales 175 fueron machos y 15 fueron hembras.
Se identificaron como Lu. peruensis (capturados con

Tabla 1. Identificacion de especies de flebotominos cap-
turados en La Cuesta y Nambuque, La Libertad, Peru

Especie de Lutzomyia Total
Caserio Lu. peruensis Lu. yacuchensis
La Cuesta 19 0 19
Nambuque 98 73 171
Total 117 (61,6 %) 73 (38,4 %) 190 (100 %)

trampa CDC) y Lu. ayacuchensis (capturados por cebo
humano protegido). Ambos especimenes resultaron po-
sitivos a la amplificacion de las secuencias de los genes
cyt b para Leishmania, como se describe en la Tabla 1.

Al realizar la amplificaciéon de la secuencia codificadora
del gen Cyt by gen MPI de los casos sospechosos para
Leishmania spp, mostraron que de las 48 muestras en
estudio, 31 eran positivas para el gen Cyt by 17 para el
gen MPI, como se muestra en la Tabla 2.

El porcentaje de homologia de la secuencia del gen
cytb, mediante el programa Clustal y MEGA v3.1, mues-
tran una alta identidad de las leishmanias aislada de
muestras clinicas como Lu. peruensis (recolectado en
La Cuesta), con L. (V.) braziliensis y L. (V.) peruviana.
Mientras que el analisis molecular del gen cit b en Lu.
ayacuchensis del caserio de Nambuque revelan alto
porcentaje de homologia con L. guyanensis, como se
muestra en la Tabla 3.

El estudio con la enzima Ava Il que solo digiere los frag-
mentos del gen MPI de L.(V.) peruviana de los aislados
en estudio (LC 01, 02, 04, 05, 07, 08; Nam 01, Nam 02
y LC 09, 10) con L. (V.) peruviana; como se ve en las
Figuras 1y 2.

DISCUSION

La identificacion del complejo o la especie de Leishmania
aislada en el presente estudio por amplificacion del
gen del citocromo b (cyt b) (9, ha permitido obtener

Tabla 2. PCR de los aislados obtenidos en las areas endémicas en estudio.

Caserio Aislados Gen cytb TOTAL Gen MP/ TOTAL
) ) () ()
La Cuesta Paciente (LC) 6 4 10 6 4 10
Lutzomyia (LC) 12 0 12 2 0 2
Nambuque Paciente (Nam) 5 3 8 2 3 5
Lutzomyia (Nam) 1 0 1 0 0 0
TOTAL 24 7 31 10 7 17

(+): Positivo (-): negativo
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Tabla 3. Homologia de la secuencia cyt b de Leishmania aislada de pacientes e insectos vectores, y su comparacion
con las cepas de referencias.

La Cuesta (LC) %
LCO1 LC02 LCO04 LCO5 LCO7 LCO8 LCO9 LC10

Nambuque (Nam) %
Nam01 Nam02 NamO03

Cepa de referencia

L. donovani donovani

o525 Co oM 900 90,1 898 900 895 892 902 90,1 899 903 885
"M‘:%‘“‘;I‘/’gg /‘7’27@;% 899 90,0 897 900 894 893 90,1 90,2 899 898 884
k/u:gmgu seisianop 836 889 886 89 883 887 890 891 894 887 875
k/i%",{/?;su 73/EASKH 888 890 887 890 881 885 891 889 888 889 874
kn:gtn:l/oEpTK/:?z 1L100 883 885 883 885 879 881 884 88,1 887 884 869
k/i:gxg;?;;iﬂzzsg 891 892 890 891 887 880 894 895 894 891 878
533177\73;6 UAPTS 891 892 890 891 887 891 891 895 896 891 878
"Mzrgiﬂ"jg;i% M2904 996 997 99,8 998 999 998 997 99,8 998 999 965
bﬁg@g;’;ﬁwg . 987 988 987 987 984 987 988 97,8 97,3 988 973
"Ma‘gfﬂr/‘ggji?ss Md147 987 988 987 987 988 986 988 986 97,9 988 998
L. peruviana

MHOM/PE/84/LC39 998 999 996 998 996 997 999 996 99,8 997 974
Cepa WHO

resultados similares a los hallados por Marco et al. (®
en la identificacion de especies de Leishmania en
Argentina. De igual manera, la presencia de Leishmania
(Viannia) peruviana en lutzomyias por métodos
moleculares, confirma los observado previamente por
Zhang et al. (2007) ('® quienes informan a L. peruviana
como el agente mas importante y de gran pertinencia
epidemioldgica de la Leishmaniosis cutédnea en la region
La Libertad.

Los pacientes incluidos no presentaron mal nutricion,
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Figura 1. Analisis electroforético de productos PCR en geles
de poliacrilamida, obtenidos con los iniciadores L.cyst-innerS
y L.cyst-innerR.

Linea 1: marcador de tamafo de ADN-ladder 1kb, lineas 2 a 7: muestras
aisladas de pacientes en La Cuesta. Lineas 8 a 12: muestras aisladas
de pacientes en Nambuque. Lineas de 13 a 23: muestras aisladas de
Lutzomyia colectadas en La Cuesta. Linea 24 corresponde a la muestra
aislada de Lutzomyia colectada de Nambuque. Linea 25 control negati-
vo [DNA de T. cruzi (MHOM/ CO/92/Fch)].
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infeccion generalizada ni hepatomegalia, esplenomega-
lia o adenitis, particular de una Leishmaniosis visceral,
por el contrario, las lesiones se caracterizaron por ser
localizadas y, en algunos casos, aparentemente metas-
tasicas y clinicamente concordantes con lo descrito por
Lambrechts et al. ©.

La obtencién de resultados positivos con la técnica de
PCR tiene la ventaja de necesitar poco volumen de
muestra para el diagndstico, de forma similar a lo que
sucede con otros métodos utilizados en investigaciones
clinicas. La identificacion de especie de Leishmania

(1) (2) ) (4) (5) (6) (7) (8) (9)(10) (11) (12) (13) (14)

700 -
600 -
500 -
400 -

300-

200 -

100 -

Figura 2. Analisis electroforético de PCR-RFLP de Leishmania.

(1) ladder 1kb, (2) cepa control de L.(V.)braziliensis, (3) cepa control de
L.(V.)peruviana, (4) LCO1, (5) LC02, (6) LCO4, (7) LCO5, (8) LCO7, (9)
LCO08, (10) LCsf1 (11) LCsf2, (13) Nam 01, y (14) Nam03.
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directamente a partir de lesiones (Tabla 2) abre la posi-
bilidad de aplicar la PCR directamente en muestras cli-
nicas, evitando el paso por cultivos tediosos y con riesgo
de contaminacién bacteriana .

El analisis molecular de la secuencia génica del cyt b
de los casos sospechosos (Tabla 2) muestra valores
por debajo de lo esperado, sugiriendo la existencia de
heterogeneidad de cebador en la PCR, por lo que de
optimizarse el disefio con cebadores mas especificos,
permitiria su uso como gen diana de determinacion de
heterogeneidad de cepas (.

La identificacion de especie, mediante el secuencia-
miento del gen cyt b (Tabla 3) sugiere que todos los pa-
cientes fueron infectados con especies del subgénero
Viannia, resultados corroborados a su vez con el RFLP
(Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccién)
después de la PCR (Figura 1) proporcionando datos fa-
ciles de informatizar e intercambiar entre laboratorios,
construir un arbol filogenético e identificar la especie de
Leishmania patégena para los humanos de las especies
no patégenas para los humanos (9,

La eleccion de los oligonucleodtidos cebadores L.cyst-AS
y L.cyst-AR, utilizados con éxito en otras investigacio-
nes ©19 y el disefio de L.cyst-innerS con L.cyst-innerR,
utilizados en una PCR anidada, dieron amplificaciones
de fragmentos de 886 pb de tamario, semejantes a los
obtenidos en el control positivo de subgénero y similares
a lo descrito por y Kato et al. (2007)"® para Leishmania
del subgénero Viannia. El uso de una PCR mejorada con
PCR interna o nested, (realizacion de dos PCR consecu-
tivas), en la que el producto amplificado de la primera re-
accion sirve de molde para la segunda, siempre optimiza
la identificacion genética.

Contar con esta técnica molecular en el laboratorio per-
mitiria la identificacion genética de especies y podria
constituir una herramienta util para la identificacion de
blancos terapéuticos, factores de virulencia, antigenos
vacunales e individualizacion de especies patégenas,
sobre todo en viajeros con infecciones leishmaniasicas
cutaneas en el nuevo o viejo mundo.

Los fragmentos del gen MPI digeridos con las enzimas
Ava /I, enzimas que se comportan como buenos marca-
dores de diferenciacion de especie, dado que digieren
solo los fragmentos de L. (V.) peruviana y no de L. (V.)
braziliensis '® y evidenciados en la Figura 1, revelan una
infeccion con L. (V.) peruviana (Figura 2); hallazgos se-
mejantes a los encontrados en muchas investigaciones
en los que se indica a L. (V.) peruviana como el principal
agente causal de Leishmaniosis cutanea tipo andina en
el Pera 7,

Se considera que en zonas andinas de la regién La
Libertad, prevalece la forma cutanea andina o uta cau-
sado por L. (V.) peruviana; ademas, es factible que
exista mas de una variedad genotipica asociada con
variedades clinicas de la forma cutanea “. En relacién
con la identificacion de especie de Lutzomyias en los ca-
serios de La Cuesta y Nambuque (Tabla 1), se observa
la existencia de Lu. peruensis 'y Lu. ayacuchensis. Los
oligonucledtidos cebadores utilizados en este estudio,
confirmaron su presencia en insectos transmisores de
Leishmaniosis en zonas andinas de la regién La Liber-
tad. Los patrones de amplificacion de secuencias del
gen cyt b de Leishmania concuerdan con el subgénero
Vianni; lo cual corrobora su utilidad como gen diana al-
tamente eficaz para la identificacién molecular de espe-
cies de Leishmania en los insectos vectores de Leish-
maniosis cutanea en areas endémicas (9.

Por otro lado, los resultados positivos a la amplificacion
de las secuencias de Leishmania (V.) guyanensis 9y
los encontrados en el analisis de homologia de la es-
pecie de Leishmania aisladas de Lutzomyia, revelan un
alto nivel de homologia con L. (V.) peruviana presente
en Lu. peruensis, y de L. (V.) guyanensis en Lu. aya-
cuchensis (Tabla 3), e indican que L. (V.) peruviana es
la especie mas frecuente en el caserio de La Cuesta y
trasmitida por Lu. peruensis; mientras que, L. (V.) guya-
nensis es la especie mas persistente en el caserio de
Nambumque y que se encuentra infectando a Lu. aya-
cuchensis. Hallazgos que guardan coherencia con los
diversos estudios realizados en el Peru, donde la Leish-
maniosis cutanea andina se debe a L. (V.) peruviana, y
transmitida principalmente por Lu. peruensis, Lu. verru-
carum, Lu. ayacuchensis o Lu. tejadai "¢'7),

Por otro lado, existen pocos casos estudiados con
L. (V.) guyanensis, pues se ha informado su presencia
en 24 pacientes de 351 casos residentes en los depar-
tamentos de Amazonas, Ancash, Cuzco, San Martin,
Huénuco, Ucayali y de Junin, excepto uno, que fue ais-
lado de la selva amazénica a altitudes de entre 80 y
1000 m. Al comparar esta informacién con nuestro es-
tudios, L .(V.) guyanensis se encontro en el caserio de
Nambuque, region La Libertad, comunidad andina a
2500 m de altura aproximadamente, en la que antes
no se habia registrado; marcando una gran diferen-
cia con la distribucion conocida de esta especie de
parasito (17 19),

Encontrar Lu. ayacuchensis infectado con L. (V.) guya-
nensis es un hallazgo de gran interés, sobre todo por-
que Lu. ayacuchensis es un vector conocido por ser muy
antropofilico y transmitir L. (V.) peruviana en los valles
andinos, sugiriendo la posibilidad de ser transmitida a
los seres humanos.
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L. (V.) guyanensis es una especie poco comun en
pacientes peruanos, segun los estudios retrospectivos
sobre la distribucidon geogréafica de los agentes causa-
les de especies de la Leishmaniosis en el Pert 9, su
identificacion sugiere la existencia de un nuevo nicho
ecolégico para el parasito, importante factor de riesgo
de brotes epidémicos en la poblacion. Riesgo que se ve
exacerbado por la presencia de lesiones metastasicas
con localizaciones subcutaneas linfonodulares, frecuen-
te en la zonas endémicas de Leishmaniosis en la region
La Libertad. Caracteristicas clinicas descritas por Cuba (19
al examinar cierto porcentaje de individuos parasitados
con algunas especies del subgénero Viannia y en los
que observo el desarrollo de lesiones caracteristicas cli-
nicas atribuidas a las formas esporotricoides causadas
por L. (V).guyanensis 7.

Realizar analisis con un mayor numero de enzimas de
restriccion permitira la tipificacion de nuevas regiones
de ADN nuclear o kinetoplasto y marcadores especifi-
cos de especies, a fin de precisar la real magnitud de la
variabilidad genética de la Leishmania y la presencia de
nuevas especies del parasito. No obstante, estas
variantes pueden estar asociadas con la L. (V.) peru-
viana, L. (V.) guyanensis. Continuar con estos estudios
permitira delimitar microregiones con potenciales ries-
gos de transmisién de la enfermedad al conocer la diver-
sidad de las especies de Lutzomyias infectadas, favore-
ciendo de esta manera, la comprension de los factores
ecoldgicos y geograficos que influirian en la transmision
de la enfermedad, conocimientos necesarios para dise-
Aar futuras medidas de control epidemiolégico.

Una investigacion mas amplia sobre los parasitos en
los pacientes y Lutzomyias en Nambuque, como en
otras areas andinas y endémicas de Leishmaniosis
cutanea, proporcionaria conclusiones mas interesan-
tes sobre la distribucién geografica de L. (V.) guya-
nensis y las caracteristicas clinicas relacionadas con
la infeccién.

En conclusion, se observa la existencia de Lu. peruen-
sis 'y Lu. ayacuchensis, siendo Lu. peruensis la especie
mas predominante. Y Leishmania peruviana, es la es-
pecie parasitante en el humano y en las Lutzomyia, y L.
(V.) guyanensis, esta parasitando a Lu. ayacuchensis.
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