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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Las leishmaniosis son un grupo de enfermedades causadas por protozoos parasitos
pertenecientes al género Leishmania, transmitidos mediante la picadura de hembras de
flebotomos infectadas. Afecta a animales domésticos, silvestres y al hombre con tres
formas clinicas: leishmaniosis cutanea (LC), leishmaniosis mucocutanea (LMC) y
leishmaniosis visceral (LV), relacionadas con la especie causante de la enfermedad y el
estado inmunoldgico del hospedador (WHO, 2010; 2013).

La distribucién geografica de Leishmania es muy amplia y varia segin la especie
estudiada. En la actualidad esta presente en 98 paises con una poblacion aproximada de
350 millones de personas en zona de riesgo (WHO, 2010; 2013). Anualmente se
registran alrededor de 1,3 millones de nuevos casos, de los cuales 300.000 son de LV
(el 90% registrados en Bangladesh, Brasil, Etiopia, India, Nepal, Sudan del Sur y
Sudéan) y 1 millon son de LC (principalmente en Afganistan, Argelia, Brasil, Colombia,
Republica Islamica de Iran, Pakistan, Pert, Arabia Saudi, Republica Arabe Siria y
Tdnez) o LMC (mayoritariamente en Brasil, Perd y Estado Plurinacional de Bolivia).
De los estimados 1,3 millones de casos solo 600.000 son declarados. Entre 20.000 y
30.000 personas mueren anualmente de LV en el mundo (WHO, 2013). Entre los
factores de riesgo para contraer la leishmaniosis se encuentran unas condiciones
socioecondémicas desfavorables con malnutricion, falta de higiene y dormir a la
intemperie, facilitando el contacto de las personas con los vectores; un sistema
inmunolégico deprimido, debido en muchas ocasiones a la infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana; los movimientos migratorios, en los cuales los individuos
no inmunes entran en contacto con el parasito; y los cambios climaticos y ambientales,

afectando a la distribucion y comportamiento del vector (WHO, 2010).

1.1. AGENTE ETIOLOGICO

1.1.1. Taxonomia del género Leishmania

Leishmania es un protozoo parasito perteneciente a la familia Trypanosomatidae, orden
Kinetoplastida (Levine et al., 1980; Lainson y Shaw, 1987; WHO, 2010), que se

clasifica taxondmicamente de la siguiente manera:
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Reino PROTISTA Haeckel, 1866

Subreino PROTOZOA Goldfuss, 1817

Phylum SARCOMASTIGOPHORA Honigberg, 1963

Subphylum  MASTIGOPHORA Deising, 1866

Clase ZOOMASTIGOPHOREA Calkins, 1909

Orden KINETOPLASTIDA Honigberg, 1963; modificada por Vickerman, 1976
Suborden TRYPANOSOMATINA Kent, 1880

Familia TRYPANOSOMATIDAE Doflein, 1901; modificada por Grobben, 1905
Género Leishmania Ross, 1903

Dentro del género Leishmania se describen dos subgéneros en funcién del lugar de
multiplicacion de los promastigotes en el tracto digestivo del vector (Lainson et al.,
1979; 1987): subgénero Leishmania presente en el Viejo Mundo (Saf'janova, 1982) con
reproduccion suprapilorica y subgénero Viannia en el Nuevo Mundo (Lainson y Shaw,
1987) de reproduccion peripilérica. Cada subgénero comprende varios complejos
separados por caracteristicas bioquimicas y moleculares, cada uno a su vez con una o
varias especies, de las cuales al menos 20 se consideran patogenas para el hombre
(Ashford, 2000).

1.1.2. Organizacion genomica y reproduccion

Los protozoos pertenecientes a la familia Trypanosomatidae se caracterizan por la
presencia de un unico flagelo y una mitocondria donde se localiza el kinetoplasto, un
organulo que contiene ADN (ADNK) con replicacion independiente (Simpson et al.,
2006). EI ADNk esta constituido por dos tipos de moléculas de ADN circular
entrelazadas y organizadas en red: docenas de maxicirculos y miles de minicirculos
(Shapiro y Englund, 1995). Los maxicirculos, equivalentes al genoma mitocondrial de
los mamiferos, tienen una composicion intramolecular rica en A+T (74 - 85%) y su
tamafio varia entre 20 a 40 kb segin la especie (Simpson et al., 1987). Estos codifican la
informacion genética mitocondrial mediante transcripciones modificadas en un proceso
conocido como RNA-editing, controlado por ARN del minicirculo y que es
especialmente activo dentro del genoma de los tripanosomatidos (Lukes et al., 2005;
Simpson et al., 2006). Los minicirculos, que representan entre el 95 - 99% del KDNA,

son una estructura circular de menos de 1 kb de tamafio formada por moléculas
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dispuestas en forma de malla divididas en dos regiones: una constante y una variable
(Simpson et al., 1987). El minicirculo representa una diana ideal para el diagnéstico de
las leishmaniosis debido al gran nimero de copias distribuidas en 10 clases de
secuencias distintas, cuya region variable ofrece discriminacion entre especies (Aransay
et al., 2000). A parte de los telémeros, que son idénticos a los de los humanos
(CCCTAA) (Ellis et al., 1989), otras secuencias repetidas de Leishmania han sido
caracterizadas: algunas secuencias de mini-satélites (Howard et al., 1991, Ravel et al.,
1995) y un gran nimero de microsatélites para cada especie de Leishmania. Los
microsatélites son secuencias cortas de ADN repetidas en tandem que presentan una
elevada variabilidad en el namero de repeticiones, permitiendo con su estudio la
diferenciacion interespecifica asi como intraespecifica (Rossi et al., 1994; Dikhit et al.,
2014). En la actualidad, se cree que el genoma de Leishmania presenta aneuploidia con
una organizacion mosaica en todos sus cromosomas (Lachaud et al., 2014; Sterkers et
al., 2014), en lugar de tratarse de un genoma estrictamente diploide como ha sido
considerado durante los ultimos 20 afios (lovannisci y Beverley, 1989; Bastien et al.,
1992). Este esta constituido por 32.816.678 pares de bases organizadas en cromosomas
(Ivens et al., 2005), las especies del Viejo Mundo tienen 36 cromosomas (Wincker et
al., 1996), mientras que las del Nuevo Mundo tienen 34 o 35 cromosomas (Britto et al.,
1998).

El modo reproductivo de Leishmania es considerado clonal, junto con la teorica
existencia de una recombinacion genética poco frecuente reforzada por la observacion
de hibridos interespecificos (Bastien et al., 1992; Tibayrenc y Ayala, 2002; Ravel et al.,
2006; Rougeron et al., 2010). También se ha propuesto que las especies de Leishmania
podrian alternar los diferentes modos reproductivos dependiendo de la fase del ciclo
biolégico en la que se encuentran: clonalidad en el huésped vertebrado asi como en el
vector, y endogamia en el vector; ademas de poco frecuentes recombinaciones mediante
un proceso de parasexualidad entre individuos que sélo se producirian en el vector, cuya
progenie seria transmitida al hospedador vertebrado por la picada del flebdtomo
(Akopyants et al., 2009; Rougeron et al., 2010; Sterkers et al., 2014). La diversidad
observada en recientes estudios poblacionales de Leishmania ha sido atribuida a la
acumulacion de mutaciones con el tiempo, ademéas de proponerse la teoria de un
probable intercambio genético entre individuos generalmente producido en el vector
(Ravel et al., 2006; Gelanew et al., 2010; 2014).
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1.1.3. Formas evolutivas y ciclo bioldgico

Existen dos formas evolutivas principales: la forma amastigota y la promastigota. La
forma amastigota se multiplica dentro de los macrofagos y células del sistema
mononuclear fagocitico del hospedador vertebrado. Presenta una forma oval o
redondeada, de 2-5 um de longitud. En su citoplasma se distingue muy bien un gran
nacleo, un bolsillo flagelar para el desarrollo del flagelo y un corpusculo baciliforme
localizado entre la extremidad anterior y el nlcleo, que corresponde al kinetoplasto.
Dentro del macrofago, el parasito se divide hasta romper la célula, liberdndose asi para
infectar otros macrofagos. La forma promastigota es la que se desarrolla en el fleb6tomo
vector; tiene aspecto fusiforme, de entre 7-15 um de longitud, con un nicleo oval o
redondeado en la parte media del cuerpo y un kinetonucleo visibles al microscopio tras
tincion. Posee un flagelo libre en la porcion anterior del cuerpo que permite su
movimiento, siendo perceptible en fresco y con tincion (Killick-Kendrick, 1990).
Ambas formas se dividen repetidamente por fision binaria longitudinal (Ashford, 2000).

El ciclo bioldgico de Leishmania difiere en cuanto a epidemiologia, tejidos afectados y
manifestaciones clinicas segun la especie implicada. En lineas generales, se trata de un
parasito digenico, que realiza parte de su ciclo biologico en el tubo digestivo del
hospedador invertebrado (insectos de la familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae) y parte dentro de células del sistema fagocitico mononuclear del
hospedador vertebrado (Chang et al., 1985; Handman, 1999).

o8
@S
® @@ P

Figura 1. Ciclo biol6gico de Leishmania spp, adaptado de DPDx ///A

http:/Amww.dpd.cdc.govidpdx
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Cuando un fleb6tomo parasitado ingurgita sangre de un vertebrado (1), inocula los
promastigotes presentes en la probdscide. El parasito en los capilares cutaneos del
hospedador vertebrado es fagocitado por el macrofago (2), quien lo engloba en una
vacuola parasitofora para tratar de eliminarlo mediante una cascada de metabolitos
derivados del oxigeno y la liberacién de hidrolasas lisosomales. En el espacio
intravacuolar, Leishmania evade las reacciones inmunoldgicas inespecificas y se
transforma en forma amastigota (3), multiplicAndose en el interior del macrofago (4). La
progresion de la enfermedad dependerd de la virulencia de los amastigotes y de su
capacidad de sobrevivir a la respuesta inmune. Los macrdfagos parasitados circundantes
pueden ser ingurgitados por otro fleb6tomo (5), en cuyo aparato digestivo se liberan los
amastigotes (6) para transformarse en promastigotes (7), que se multiplican activamente
en la luz del estomago e intestino del insecto (8). Tras varios dias, los promastigotes
alcanzan la capacidad infectiva (promastigotes metaciclicos) y se localizan en la
probdscide del fleb6tomo pudiendo ser inoculados a otro hospedador vertebrado,

cerrandose asi el ciclo (Figura 1).

1.2. VECTORES

Los vectores de Leishmania spp son los fleb6tomos, pequefios dipteros nematdceros de
2 a 3 mm, color amarillento, alas lanceoladas, patas muy largas y con todo el cuerpo
recubierto por cerdas. Estos pertenecen a la familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae; los géneros capaces de transmitir este protozoo son Lutzomyia en el
Nuevo Mundo y Phlebotomus en el Viejo Mundo, distribuidos preferiblemente en zonas
intertropicales y templadas desde la selva himeda a regiones muy aridas, entre el nivel
del mar y los 1.500 metros de altura o incluso mas (Killick-Kendrick, 1999). El género
Sergentomyia es vector de Sauroleishmania, propia de reptiles y no patdégeno para el ser
humano (WHO, 2010). De las estimadas 800 existentes, sdlo 98 especies son
reconocidos o probables vectores de leishmaniosis humana, 42 de éstos presentes en el
Viejo Mundo (Maroli et al., 2013).

En la Peninsula Ibérica, las principales especies que actian como vectores de L.
infantum son P. perniciosus, vector muy abundante y ampliamente distribuido en zonas

aridas y temperadas, y P. ariasi, que se encuentra en territorios mas elevados, frescos y
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hamedos (Aransay et al., 2004; Suarez et al., 2012). Su periodo de maxima actividad en
el clima mediterraneo va desde el crepusculo hasta la medianoche, siempre y cuando la
temperatura ronde los 18-20°C y no haya viento; solo las hembras son hematdfagas
(Killick-Kendrick, 1999). En el sur de Espafa, P. perniciosus entra en actividad a
finales de febrero y termina a principios de diciembre, mientras que en el norte
comienza en mayo Yy acaba a principios de noviembre. La época de maximo riesgo de
transmision del parasito es a finales de septiembre y principios de octubre (Morillas
Marquez et al., 1991; Suarez et al., 2012). En areas tropicales los flebdtomos realizan su
ciclo vital completo durante todo el afio.

Ademas de estas especies, P. sergenti también se encuentra distribuido por el centro y
sur del territorio peninsular; este fleb6tomo es un reconocido vector de L. tropica y,
aunque dicha especie de Leishmania no es endémica en esta zona, podria llegar a serlo
debido al constante flujo migratorio de personas infectadas (Gil Collado et al., 1989;
Baron et al., 2013). Junto a P. sergenti, en la Peninsula Ibérica también encontramos
otras especies vectores de leishmaniosis, como P. papatasi, vector de L. major, o P.
perfiliewi y P. alexandri, vectores de L. infantum en otras zonas endémicas (Maroli et
al., 2013). La adaptacion de los flebotomos a nuevos territorios viene condicionada
principalmente por factores climaticos y por las caracteristicas del terreno, asi como la

proximidad de otras zonas endémicas (Amela et al., 2012; Baron et al., 2013).

1.3. RESERVORIOS

Se considera que un animal es huésped reservorio de una enfermedad cuando garantiza
tanto la existencia del agente etiolégico como facilita su posterior transmision,
manteniendo de esta manera la poblacion parasitaria a largo plazo (WHO 1984; 2010).
Un mamifero debe reunir ciertos requisitos para ser incriminado como reservorio, que
en el caso de las leishmaniosis son, principalmente: estar presente en abundancia en el
foco de leishmaniosis, ser suficientemente longevo, permitir un buen contacto con el
vector, contener suficientes parasitos en la piel o sangre para que puedan pasar al
fleb6tomo, existir una proporcion considerable de individuos parasitados y estar
infectados de manera perdurable de una época de transmision a la siguiente.

Generalmente existe un unico reservorio principal para una determinada especie de
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Leishmania en un foco en particular, pero en la misma zona pueden verse infectados
otros mamiferos, que pueden actuar como huéspedes secundarios y participar en el
mantenimiento del foco endémico (WHO 2010). Las leishmaniosis pueden ser
zoondticas, cuando el reservorio es un animal (ya sean animales domésticos,
peridomésticos o salvajes) o antropondticas cuando los humanos actlan como Unicos
reservorios; aunque algunas especies de Leishmania no siempre siguen esta regla
(WHO, 2010).

En la zona Mediterranea, coexisten diferentes leishmaniosis zoonéticas que involucran
distintas especies de Leishmania, cuyos reservorios dependeran de la especie implicada
y de la zona geogréfica considerada. Asi, la especie L. infantum se extiende desde el
nordeste de China hasta el Mediterraneo occidental, habitualmente en zonas himedas o
semi-himedas, aunque también se ha encontrado en zonas semi-aridas junto a L.
tropica. Su principal reservorio en toda la cuenca Mediterranea es el perro doméstico
(Canis familiaris) (Rioux et al., 1973; Bettini y Gradoni, 1986; Abranches et al., 1991;
Gramiccia y Gradoni, 2005), con una prevalencia de leishmaniosis entre el 5-30% en el
area Mediterranea (Fisa et al., 1999; Solano-Gallego et al., 2009), aunque en algunos
focos la infeccion puede llegar al 70% teniendo en cuenta los casos asintomaticos
(Solano-Gallego et al., 2001; Leontides et al., 2002). También se han descrito como
reservorios de un ciclo salvaje de poca interaccion con los humanos al lobo (Canis
lupus), el chacal (Canis aureus) y el zorro (Vulpes vulpes), éste Gltimo implicado en un
ciclo peridoméstico con una prevalencia de infeccion muy parecida a la del perro
(Martin Luengo y Quiles Mora, 1982; Fisa et al., 1999; Criado-Fornelio et al., 2000;
Alvar et al., 2004). Entre otros reservorios implicados en determinados focos de
leishmaniosis se han citado las ratas (Bettini et al., 1978; Morillas-Marquez et al.,
1985), conejos (Chitimia et al., 2011; Jiménez et al., 2014) y liebres (Molina et al.,
2012; Jiménez et al., 2013). Ademas se han encontrado evidencias de parasitacion en
gatos domésticos y salvajes (Martin-Sanchez et al., 2007; Solano-Gallego et al., 2007a;
Millan et al., 2011), jinetas comunes (Portus et al., 2002), comadrejas (Millan et al.,
2011), y erizos (Mufioz-Madrid et al., 2013), entre otros.

L. major se encuentra en zonas aridas y semi-aridas desde el Senegal hasta las Ilanuras
de Asia central (Desjeux et al., 1982). Los reservorios mas habituales de esta especie
son los roedores Psammomys obesus (Bellazoug, 1986) y Rhombomys opimus

(Latyshev y Krujukova, 1941). También estan implicadas en la transmision del parasito
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diversas especies del género Meriones (Rioux et al., 1982; Ben-Ismail et al., 1989;
Morsy et al., 1993; Derbali et al., 2012). Estudios previos en Asia durante los afios 70
indicaron la implicacion de una especie de erizo (Hemiechinus albulus major) como
reservorio natural de L. major en la ex-URSS (Petrisceva, 1971; Faizulin et al., 1975).
También se han detectado algunos casos de parasitacion en el perro, tanto a nivel
cutdneo como visceral; asi como estudios recientes sugieren que los gorilas salvajes

podrian ser también reservorios de L. major (Hamad et al., 2014).

La especie L. killicki, antes considerada como L. tropica (Rioux y Lanotte, 1993), se
encuentra en zonas de Tunez, Republica de Yemen, Kenia, y recientemente también ha
sido descrita en Argelia (Harrat et al., 2009). Sus principales reservorios son los
mamiferos hiracoideos, cominmente conocidos como damanes; aunque también se han
dado casos de infeccion por esta especie en los gondis (Ctenodactylus gundi) en Tlnez
(Jaouadi et al., 2011). Otra especie cuyos reservorios son los damanes es L. aethiopica,
especie causante de leishmaniosis cutaneas en Etiopia (Ashford, 1984; Morsy et al.,
1997). L. gerbilli, L. turanica y L. arabica son especies que afectan a los damanes,
roedores y perros (Strelkova, 1996; Strelkova et al., 2001; Akhavan et al., 2010), sin
que se haya registrado de momento ningin caso en humanos. L. tropica, especie
considerada antropondtica, también ha sido encontrada en algunas ocasiones en
animales. Entre ellas, se relaciond un caso de leishmaniosis visceral canina en
Marruecos con dicha especie (Guessous-Idrissi et al., 1997); asi como en Tunez se
descubrié que los gondis también estaban infectados por L. tropica en un foco de LC

situado en el sudeste del pais (Bousslimi et al., 2012).

1.4. LAS LEISHMANIOSIS HUMANAS

Las leishmaniosis humanas presentan formas clinicas diversas con afectacion cutanea,
mucocutanea y visceral, relacionadas con la especie del parasito implicada, la
interaccidn entre paréasito y hospedador y la respuesta inmune producida. La LC o boton
de Oriente, junto a la LMC, son las formas de leishmaniosis mas frecuentes,
representando entre el 50-75% de los casos a nivel mundial. Las principales especies
causantes de LC en el Viejo Mundo son L. major, L. tropica, L. infantum, L. aethiopica

y L. killicki (Bafiuls et al., 2011). Inicialmente aparece como una picadura persistente de
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insecto que va creciendo gradualmente, siendo de un color rojizo, aunque no caliente, y
sin causar dolor. El sistema inmunoldgico acaba aislando el area afectada dando lugar a
necrosis de los tejidos y a la formacion de un granuloma en la base de la lesion.
Dependiendo de la especie causante, puede dar lugar a una gran ulcera abierta (L.
major) o ser mas leve sin causar ulceracion (L. tropica, L. infantum y L. aethiopica).
Las lesiones suelen aparecer principalmente en rostro y extremidades con un tamafio
que varia desde pocos milimetros hasta varios centimetros de diametro. Estas tienden a
curar espontaneamente en un periodo de tiempo que depende de la especie causante y
del lugar afectado, aunque en algunos casos, especialmente en infecciones de L. major,
pueden llegar a causar importantes discapacidades en los pacientes, asi como cicatrices
permanentes debido a la aparicién de numerosas lesiones simultdneamente (Ashford,
2000; WHO, 2010). En el Viejo Mundo, los casos de LC difusa estan relacionados con
episodios de inmunosupresion debidos a la co-infeccion con el VIH, y estan causados
por L. infantum, L. major y L. donovani. En estos enfermos se suelen producir
erupciones cutaneas generalizadas (Ashford, 2000; WHO, 2010).

La LV, también conocida como kala azar, es la forma mas grave de leishmaniosis
siendo en muchos casos mortal si no es tratada a tiempo. La LV es a veces precedida
por la aparicién de una lesion o Ulcera en el lugar de la picadura del vector y su
sintomatologia consiste en fiebre, anemia, leucopenia, hepatoesplenomegalia y en
algunos casos linfoadenopatia, tos, diarrea y pérdida de peso. Dichos sintomas derivan
de la invasion de los 6rganos diana: bazo, higado, médula 0sea, etc., y aparecen después
de un periodo de incubacion largo. La LV antroponética causada por L. donovani se
encuentra presente en el este de Africa y en la India afectando a personas de todas las
edades, aunque otras especies como L. tropica pueden visceralizar ocasionalmente
(Sacks et al. 1995). En la zona Mediterranea, la LV es causada por la especie zoondtica
L. infantum, afectando fundamentalmente a nifios y personas inmunodeprimidas
(Desjeux, 2004).

La leishmaniosis cutanea post-kala-azar (LCPK) es causada por L. donovani y
representa una secuela de LV tratada y curada con anterioridad. Suele aparecer en los
siguientes dos afios de la aparente curacion de la LV y se caracteriza por la aparicion de
placas hiperpigmentadas o nodulos indurados dispersos en la piel, localizados
habitualmente en la cara, los brazos, el tronco y otras partes del cuerpo. Esta forma se

encuentra principalmente en Africa oriental y en la India, donde hasta el 50% vy entre el
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5-10% de los pacientes con LV, respectivamente, manifiestan la enfermedad. La LCPK
se considera una forma donde el hombre actla como reservorio en zonas donde la
transmision de la LV es principalmente antropondtica, debido a que las lesiones
presentan una gran concentracion de amastigotes; es por eso que su diagnéstico y
tratamiento es muy importante para el control y eliminacion de la leishmaniosis en la

zona de estudio (Rahman et al., 2010).

La co-infeccion de Leishmania con el VIH en el area del Mediterrdneo ha representado
un incremento en el nimero de casos de LV en los ultimos afios, debidos en muchas
ocasiones a la reactivacion de una leishmaniosis asintomatica o criptica. El
debilitamiento del sistema inmune que presentan los enfermos infectados por el VIH,
junto a una supresion de su inmunidad celular, hace que las infecciones oportunistas
sean frecuentes en este grupo de enfermos, entre ellas la leishmaniosis (Ashford, 2000;
WHO, 2010). Recientemente también se ha relacionado la LCPK con L. infantum en
casos de co-infeccion con VIH (Antinori et al., 2007; Farooq et al., 2013).

1.4.1. Co-infeccion Leishmania/VIH en el Mediterraneo

El primer caso de leishmaniosis asociada al virus de la inmunodeficiencia humana VIH
en el sur de Europa fue declarado en 1985 (De la Loma et al. 1985), desde entonces los
casos de co-infeccion detectados han ido en aumento. La infeccion por VIH aumenta
entre 100-2.320 veces el riesgo de padecer también LV en areas endémicas, que es la
forma clinica mas frecuente asociada al VIH, a la vez que reduce la respuesta al
tratamiento y aumenta considerablemente las probabilidades de recaer en la enfermedad
una vez controlada (Alvar et al., 2008). Los amastigotes de Leishmania y el VIH
pueden infectar tanto células dendriticas como macréfagos, cuya presencia
concomitante en éstos produce efectos reciprocos que promueven la expresion y
multiplicacion de uno o ambos patégenos (Cruz et al., 2002; Ezra et al., 2010),

produciendo un dafio sinérgico en la respuesta inmune celular (Alvar et al., 2008).

Un total de 35 paises han declarado casos de co-infeccion Leishmania/VIH (Figura 2),
que representan el 2-12% del total de casos de LV. En el sur de Europa, 1.911 casos
fueron declarados hasta finales del afio 2001 entre Francia, Italia, Portugal y Espafia;

717 de éstos se produjeron en un pico entre los afios 1996 y 1998. Con la introduccion
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en Europa de la terapia HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy) como
tratamiento para el VIH en el afio 1997, dichas cifras de co-infeccion disminuyeron
considerablemente en todos los paises excepto, por causas desconocidas, en Portugal.
Entre 2001-2006 se produjeron 241 nuevos casos, 95 de los cuales en Espafa. La
mayoria de estos casos se declaran en centros de referencia de areas urbanas,
estimandose una posible subestimacion de éstos en &reas rurales. Otros paises como
Alemania, Grecia, Suiza y Reino Unido declaran casos esporadicos importados (WHO,
2007).
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Figura 2. Distribucion de los casos declarados de leishmaniosis y los de co-infeccién Leishmania/VIH
entre 1990-1998. (http://www.who.int/csr/resources/publications/CSR_ISR_2000_1leish/en/)

Los casos de leishmaniosis asociados a VIH en el area Mediterranea son producidos
basicamente por L. infantum. Estos pueden ser adquiridos por la picada del vector, en la
Peninsula Ibérica pertenecientes a las especies P. perniciosus y P. ariasi (WHO, 2010),
por reactivaciones de una infeccion previa asintomatica (Alvar et al., 2008), o bien
nuevas infecciones adquiridas por otras vias, como podria ser compartir jeringas
contaminadas entre drogadictos, creando asi un nuevo ciclo antroponotico en el que la
jeringa haria la funcion del vector (Morales et al., 2002). La forma de leishmaniosis mas
habitualmente asociada a VIH es la visceral, aunque también se dan casos de cutanea

que suelen manifestarse como formas anomalas de la enfermedad, mas severas y poco
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frecuentes, debido a que el parésito alcanza tejidos que normalmente no habita debido a
un sistema inmunolégico debilitado (Pintado y Lopez-Vélez, 2001). Asimismo, especies
de Leishmania tipicamente viscerotrépicas pueden dar sintomatologia cutanea e incluso
encontrarse en piel sana (Paredes et al., 2003). Las manifestaciones clinicas de la LV
también suelen verse alteradas, como la ausencia de esplenomegalia y la afectacion, en
cambio, de los pulmones o el sistema gastrointestinal (Romeu et al., 1991; Mondain-
Miton et al., 1995).

Los pacientes co-infectados con VIH normalmente sufren sucesivos episodios de LV,
de los cuales alrededor de un 90% son considerados recaidas clinicas en lugar de
reinfecciones. En &reas donde la leishmaniosis es endémica, el ratio de reinfecciones
puede ser mayor de lo esperado, lo que en muchos casos puede ser interpretado como
una recaida de la enfermedad. Por esta razon, cuando no es posible distinguir entre
reinfeccion y recaida se dificulta la correcta evaluacion de los protocolos de tratamiento
(Morales et al., 2002). Si un paciente co-infectado no recibe tratamiento con la terapia
HAART, el ratio de recaidas aumenta un 60% entre los 6-9 meses post-tratamiento y
hasta un 90% en los siguientes 12 meses, con un intervalo entre cada uno de estos
episodios cada vez menor (LoOpez-Vélez, 2003). Dichas recaidas también suelen
producirse en un alto porcentaje a pesar de la incorporacion del tratamiento (Mira et al.,
2004). Recientemente, el uso de la gPCR en sangre periférica para la monitorizacion de
la carga parasitaria ha facilitado el seguimiento de los pacientes, demostrando una
elevada parasitemia en los casos de co-infeccion con VIH (Molina et al., 1999;
Colomba et al., 2009).

1.5. DIAGNOSTICO

Un diagndstico preciso y rapido es necesario para la eleccion y el establecimiento del
tratamiento de las leishmaniosis. En el diagnostico de la enfermedad es importante la
observacion de signos clinicos caracteristicos, entre los que se encuentran las lesiones
cutaneas propias de la LC, o en el caso de LV, sera necesario averiguar la existencia de
fiebre, fatiga, pérdida de apetito y, en consecuencia, de peso; asi como el desarrollo de
hepato-esplenomegalia e inflamacion de los nodulos linfaticos, que podra averiguarse
en el examen fisico (Reus et al., 2005; Artan et al., 2006; Del Olmo et al., 2009). Las
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alteraciones clinico-patolégicas mas frecuentes son la anemia, hipoalbuminemia,
hiperglobulinemia, linfopenia, trombocitopenia y proteinuria entre otras. Estas
alteraciones pueden ser muy distintas entre los humanos y los animales, como por
ejemplo los perros, que también padecen esta enfermedad (Solano-Gallego et al., 2001).
Otro punto a tener en cuenta es el conocimiento de la procedencia del paciente, que va a
permitir relacionar la zona geogréfica con las especies presentes en ella. Dado que la
mayoria de los signos y alteraciones mencionadas son comunes para muchas otras
enfermedades, serd necesario realizar un diagnostico de confirmacion, para el cual en la

actualidad existen diferentes técnicas.

1.5.1. Diagnostico directo

El examen microscépico es un diagnostico directo de confirmacion que se basa en la
observacion del parasito. Este se suele realizar sobre aspirados de tejido procedente del
bazo, médula dsea y nddulos linfaticos en el caso de las LV, y de las lesiones cutaneas
en las LC (Srividya et al., 2012), con la posterior realizacion del frotis y tincién con
Giemsa o Diff-Quick®. En el caso del reservorio canino, la muestra biolégica de
eleccion es el aspirado de ganglio linfatico o de médula Gsea (Slappendel y Ferrer,
1998). Los resultados parasitologicos dependeran del tejido observado, de la carga
parasitaria, de la fase de la enfermedad, asi como de la experiencia del personal técnico
encargado de la observacion. Las técnicas inmunohistoquimicas (IHQ) se realizan sobre
cortes de biopsias parafinadas y empleando anticuerpos monoclonales o policlonales
anti-Leishmania, permitiendo localizar el parasito facilmente gracias al contraste que da
su coloracion (Martin-Ezquerra et al., 2009), y mejorando la sensibilidad de técnicas

convencionales de Hematoxilina-Eosina.

El cultivo in vitro a partir de la muestra biolégica permite mejorar la sensibilidad y
poder aislar la cepa con fines taxondmicos. Los medios habitualmente empleados para
el aislamiento de Leishmania son el medio NNN (Novy-McNeal-Nicolle) o el medio de
Schneider suplementado con suero bovino fetal. El cultivo requiere disponer de un
laboratorio de nivel 2 de seguridad, y mantener la muestra en estufa a 26°C al menos

durante un mes antes de ser descartado como negativo. Para facilitar el proceso, se han
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desarrollado los métodos de microcultivo (MCM) en tubo de microhematocrito o en
placa de microtitulacion (Allahverdiyev et al., 2005; Hide et al., 2007).

La dificultad que plantea la microscopia y el cultivo in vitro ha hecho que se desarrollen
otras técnicas alternativas para detectar el parasito, como la técnica de KAtex (Urine
Latex Agglutination Test), capaz de detectar fracciones antigénicas de Leishmania en la
orina de los pacientes (El-Safi et al., 2003; Vilaplana et al., 2004; Riera et al., 2004a;
Sundar et al., 2005; Chappuis et al., 2006; Ghatei et al., 2009). Es un test con una alta
especificidad y sensibilidad especialmente util en los casos en que el paciente no
desarrolla suficiente cantidad de anticuerpos, como por ejemplo en la co-infeccién con
VIH (Srividya et al., 2012). Sus ventajas son la simplicidad de la técnica, su rapidez y
que no se trata de una técnica cara, por lo que es til en trabajos de campo para la
deteccion de LV (Rijal et al., 2004; Singh et al., 2010; Salam et al., 2011). Como
desventajas, es necesario hervir la orina para evitar falsos positivos y, ademas, es facil

confundir un positivo bajo con un resultado negativo.

1.5.2. Diagnostico seroldgico

Las técnicas serologicas basadas en la deteccion en suero de los anticuerpos generados
frente al parasito son muy utiles en el diagnostico de la LV y la LMC, asi como para la
deteccién de casos asintomaticos en estudios epidemioldgicos, puesto que indican
contacto con el parasito. En algunas LC no suele ser el método de eleccion ya que,
debido a la baja respuesta inmunoldgica humoral, el titulo de anticuerpos suele ser muy
bajo y a veces incluso indetectable. La sensibilidad y especificidad de estas
metodologias dependera de la técnica utilizada y del antigeno escogido, que puede ser
total o recombinante. Las desventajas que presenta la serologia es la presencia de
reacciones cruzadas con otros agentes patdgenos, y que no nos permiten diferenciar
entre infecciones recientes y pasadas debido a la larga duracion de la respuesta inmune
(Srividya et al., 2012).

La técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI) se considera la técnica serologica de
referencia en el diagndstico de la LV y la leishmaniosis canina dada su buena
sensibilidad y especificidad (Mancianti y Meciani, 1988; Gradoni, 2002). Esta técnica

permite el diagndstico poco tiempo después de la infeccion y la observacion de una
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disminucidn de la tasa de anticuerpos meses después de la curacion de los pacientes. La
IFI también ha sido utilizada en el seguimiento de pacientes con LV, tanto para la
deteccion de recaidas como para el control de la respuesta al tratamiento (Sakru et al.,
2011). Como desventaja, necesita de un microscopio de fluorescencia y esta sujeta a la
lectura subjetiva del observador (Srividya et al., 2012). El test de aglutinacion directa
(DAT) se utiliza de manera rutinaria en los casos de LV por su rapidez, fécil
manipulacién, alta sensibilidad y especificidad, y no precisa de equipos sofisticados
(Sreenivas et al., 2002; El Harith et al., 2003; EI Mutasim et al., 2006; Jacquet et al.,
2006). Este test se puede realizar sobre muestras de suero, sangre e incluso orina, y €s
de facil realizacion, lo que facilita el trabajo cuando no se dispone de un laboratorio
analitico adecuado (Islam et al., 2004; Chappuis et al., 2006; Sundar et al., 2007;
Mandal et al., 2008; Bhattarai et al., 2009; Oliveira et al., 2009). Para solventar algunos
de los problemas del DAT, como las largas incubaciones que requiere, se desarrollo la
técnica del FAST (Fast Agglutination Screening Test), que ha sido utilizada en el
diagnostico de la leishmaniosis en perros (Schallig et al., 2002), asi como de LC y LV
en humanos (Silva et al., 2005; Hailu et al., 2006). Esta se basa en el mismo principio
que el DAT pero utiliza tan solo una dilucién y los resultados se obtienen en 3 horas, en

contraste con las 18-20 horas que requiere el DAT (Schallig et al., 2002).

La técnica de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) se ha desarrollado
utilizando una gran diversidad de antigenos, ya sean antigenos totales, solubles o
recombinantes, para el diagnostico de las leishmaniosis. Al igual que ocurre con otras
técnicas seroldgicas, su especificidad y sensibilidad dependeran del antigeno testado,
por lo cual hay que prestar especial atencion en la eleccidn de éste ya que es frecuente la
aparicion de reacciones cruzadas (Srividya et al., 2012). La utilizacion de un antigeno
total a partir de las formas promastigotas del parasito permite obtener una alta
sensibilidad en la técnica, como han demostrado estudios previos tanto en pacientes
humanos como en perros (Fisa et al., 1997; Riera et al., 1999; Cruz et al., 2006; Mandal
et al., 2008; Rodriguez-Cortés et al., 2010; 2013).

Con el objetivo de evitar las posibles reacciones cruzadas con otros tripanosomatidos y
diferentes microorganismos, se estan utilizando antigenos recombinantes; uno de los
mas utilizados es la proteina de kinesina rk39, para la que existe un test de diagndstico
rapido basado en la inmunocromatografia (rkK39 dipstick test) y que es de gran utilidad

en trabajos de campo por su rapidez y facilidad de uso (Chappuis et al., 2005; Ter Horst
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et al., 2009). Esta proteina ha dado buenos resultados utilizada en ELISA para
confirmar casos sospechosos de LV, asi como en la deteccion de infecciones
asintomaticas para L. donovani (Kurkjian et al., 2005). Es capaz de detectar el 98% de
los casos siempre y cuando la leishmaniosis se encuentre en su forma activa (Badaro et
al., 1996; Singh et al., 2010); ademas, ha demostrado ser de gran utilidad para la
deteccion de la leishmaniosis canina (Ferroglio et al., 2013). Otras proteinas de kinesina
han sido testadas en el diagnostico de la LV presentando sensibilidades menores y
variables, como por ejemplo la K26, K9, KRP42 y la KE16 (Sivakumar et al., 2006;
Takagi et al., 2007; Mohapatra et al., 2010). Ademas de éstas, también se utilizan
proteinas especificas de amastigotes, como la A2, aunque se ha encontrado una
sensibilidad muy variable dependiendo de la zona de estudio (Ghedin et al., 1997;
Carvalho et al., 2002; Rafati et al., 2006). Por ultimo, para el diagnostico de las LV
también se han utilizado, con resultados dispares, proteinas heat-shock (HSP70 y
HSP83), éstas mas conservadas que las anteriores, y las proteinas de histonas (H2A,
H2B, H3 y H4); asi como antigenos no proteicos como el acido 9-O-acetilsiacilico
(Bandyopadhyay et al., 2004; Maache et al., 2005).

La técnica de WB (Western Blot) ha sido considerada una técnica altamente sensible y
especifica que permite determinar seroreactividad frente a determinadas fracciones
antigenicas del parasito consideradas especificas y se utiliza tanto para el diagnostico de
la LV sintomatica y asintomatica como de la LC o la leishmaniosis canina. La eficacia
del WB dependera de las bandas escogidas como diagndsticas, siendo las comprendidas
entre 14 y 31 kDa (Mary et al., 1992) buenos marcadores de LV; mientras que las de 14
y 16 kDa estan siempre presentes en la LV aguda y pueden aparecer en individuos
asintomaticos, indicando contacto con el parasito (Mary et al., 1992; De Colmenares et
al., 1995; Aisa et al., 1998; Le Fichoux et al., 1999; Riera et al., 1999; 2004b).

Para solventar problemas de sensibilidad y especificidad, se ha sugerido el uso de dos
técnicas serologicas combinadas para aumentar la fiabilidad en el diagnostico;
normalmente se trata de la técnica de referencia IFI o el ELISA junto con la
inmunocromatografia o rK39 dipstick test, obteniendo muy buenos resultados tanto en
asintomaticos como en animales enfermos (Riera et al., 2004b; Da Silva et al., 2014).
También se esta trabajando en la combinacién de diferentes antigenos en un dnico test,
como los arrays de diagndstico, que pueden ser de gran utilidad para evitar falsos
negativos (Chappuis et al., 2006; Singh et al., 2010).
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1.5.3. Diagnostico molecular

Las técnicas de diagnostico molecular se han basado fundamentalmente en las
metodologias de amplificacion del ADN mediante la técnica de PCR (Polymerase
Chain Reaction) por ser altamente sensibles, rapidas, seguras y especificas para el
diagnostico de las leishmaniosis. Estas técnicas han sido utilizadas sobre diferentes
dianas, entre ellas genes del ARN ribosémico (Lachaud et al., 2000; Srivastava et al.,
2011); ADN del kinetoplasto (ADNK) (Salotra et al., 2001; Cortés et al., 2004; Maurya
et al., 2005) genes de ARN derivados del miniexon (med RNA), y repeticiones
genomicas (Kuhls et al., 2007), genes de la region de la B-tubulina (Akman et al., 2000;
Dey y Singh, 2007), genes de la glicoproteina 63 (gp63) (Guerbou;j et al., 2001; Quispe
Tintaya et al., 2004), y regiones de la ITS (Internal Transcribed Spacer) (Schdnian et
al., 2003; Mauricio et al., 2004). Con el objetivo de mejorar la sensibilidad del analisis
se han desarrollado técnicas de PCR anidadas (Fisa et al., 2001; 2002). Para simplificar
la deteccion del producto de PCR se disefid una PCR-ELISA, basada en un método de
hibridacion reversa donde los amplicones son visualizados por colorimetria utilizando
un ELISA. Esta técnica presenta una alta sensibilidad en el diagnostico de pacientes no
inmunodeprimidos (De Doncker et al.,, 2005). Otra variante es la OC-PCR
(oligochromatography-PCR), que realiza la lectura de los amplicones mediante
cromatografia utilizando conjugados en oro (Deborggraeve et al., 2006). Estas
metodologias permiten la utilizacion de una gran variedad de muestras bioldgicas, como
por ejemplo sangre periférica, nédulos linfaticos, médula 6sea, suero y piel, asi como en
otras de mas facil obtencién como orina 0 hisopos conjuntivales, muy utiles para ser
usados en nifios ya que se trata de muestras poco invasivas, evitando ademas posibles
infecciones secundarias derivadas de la extraccion de la muestra (Fisa et al., 2008;
Motazedian et al., 2008; Pilatti et al., 2009).

Una variante muy utilizada en la actualidad para el diagnostico es la gPCR (Real-Time
Polymerase Chain Reaction), que a diferencia de la PCR convencional, monitoriza el
proceso de amplificacion a tiempo real permitiendo la cuantificacion ademas de la
identificacion de Leishmania a nivel de género o especie, dependiendo de los cebadores
y las sondas utilizadas. Para la lectura del producto de amplificacion se trabaja con
sondas de hidrdlisis, como TagMan, o sondas de hibridacion FRET (Fluorescence
Resonance Energy Transfer) y también fluoréforos de union al ADN como el SYBR-
green (Espy et al., 2006; Reithinger y Dujardin, 2007; Martin-Ezquerra et al., 2009). El
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uso de la qPCR ha sido utilizado en el diagndstico y monitorizacion de pacientes con
leishmaniosis, tanto de formas cutaneas como viscerales, y en la co-infeccidon con el
VIH (Mary et al., 2004; Martin-Ezquerra et al., 2009; Bourgeois et al., 2010; Verma et
al., 2010; Molina et al., 2013); ademas del estudio en reservorios animales (Francino et
al., 2006; Solano-Gallego et al., 2007b; Chitimia et al., 2011). Esta técnica permite
ademas analizar diferentes secuencias en un unico andlisis en ensayos multiplex, como
el que fue disefiado para el diagnostico simultaneo de Yersinia pestis, Bacillus anthracis
y L. donovani directamente desde aspirados de sangre o médula ésea (Selvapandiyan et
al., 2005; 2008), u otros para la identificacion de diversas especies de Leishmania
(Oliveira et al., 2011). En general, la qPCR presenta una excelente sensibilidad y
especificidad, es rapida y al estar automatizada dentro de un proceso cerrado disminuye
el riesgo de contaminacion, sin embargo, resulta una técnica cara que precisa de equipos

sofisticados.

Actualmente, nuevas metodologias de amplificacion no basadas en la PCR estan siendo
implementadas, entre ellas el LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification), que es
un método de amplificacion dotado de una alta especificidad (requiere 6 cebadores para
su desarrollo) y sensibilidad, capaz de discriminar entre diferencias de un solo
nucleotido. Esta técnica se ha aplicado en el diagnostico de Leishmania utilizando el
ADNK y el 18S ARNr como dianas bajo condiciones isotérmicas (entre 60-65 °C) y el
SYBR-green como marcador, que presenta un buen rendimiento y ha eliminado la
necesidad de utilizar un termociclador, acortando también el tiempo de desarrollo de la
técnica en menos de una hora (Notomi et al., 2000; Adams et al., 2010). Esta ha sido
utilizada en el diagnostico de L. donovani en muestras de sangre de pacientes con LV,
obteniendo unos resultados comparables a la PCR (Takagi et al., 2009; Khan et al.,
2012). En estudios recientes se ha probado su utilidad para el diagnéstico de LCPK
(Verma et al., 2013), asi como LC utilizando muestras no invasivas consistentes en
hisopos hervidos, obteniendo también buenos resultados (Mikita et al., 2014). EI LAMP
es una metodologia asequible a laboratorios pequefios, especialmente en areas
endémicas rurales en trabajos de campo, ya que sus reactivos son estables a temperatura
ambiente (Takagi et al., 2009) y no requiere de un equipo muy sofisticado (Notomi et
al., 2000). Otras metodologias como el NASBA (Nucleic Acid Sequence Based
Amplification) es también muy sensible y especifica, y se basa en la amplificacion del

ARN bajo condiciones isotérmicas (Van der Meide et al., 2005). Entre las utilidades
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que se le ha dado al NASBA para las leishmaniosis estan los estudios de respuesta al
tratamiento (Van der Meide et al., 2005; 2008; De Vries et al., 2006), asi como los
ensayos mediante oligocromatografia (NASBA-OC) con los que se pretende
estandarizar la técnica para el diagndstico de Leishmania de una manera mas simple
mediante Kits de diagnostico (Saad et al., 2010; Basiye et al., 2010).

1.6. CARACTERIZACION DE LEISHMANIA SPP

Todas las especies del género Leishmania son similares morfol6gicamente, por lo que
no es posible su identificacion a nivel de especie mediante técnicas de microscopia y
son necesarias técnicas bioquimicas y moleculares (Asford, 2000). Por esta razén es
necesario contar con metodologias de caracterizacion que permitan diferenciar las
especies de Leishmania de manera fiable, facil y lo mas rapido posible. Esta
diferenciacion es especialmente Util en areas donde coexisten diversas especies del
parasito, como en la cuenca Mediterranea, donde los casos de LC pueden ser causados
por L. infantum, L. major o L. tropica. De la misma manera, estas técnicas seran
necesarias para profundizar en los estudios epidemiologicos, en los estudios de genética
de poblaciones o en los de filogenia (Schénian et al., 2011). En general, los métodos de
caracterizacion se dividen en extrinsecos, basados en el fenotipo, o intrinsecos, basados

en el genoma.

1.6.1. Caracterizacion isoenzimatica

La caracterizacion de isoenzimas mediante MLEE (Multilocus Enzyme Electrophoresis)
es la técnica fenotipica mas utilizada y en la que se basa la clasificacion de Leishmania
(Rioux et al., 1990). Se trata de enzimas que comparten una misma funcion pero
presentan una movilidad electroforética distinta al ser sometidos a un campo eléctrico
(Markert y Moller, 1959); de este modo, las cepas pertenecen al mismo zimodema
cuando comparten un mismo perfil enzimatico (Lumsden, 1977). Los sistemas
utilizados en Europa y en Sud-América son distintos, ya que se estudian diferentes
grupos de enzimas (Rioux et al., 1990; Cupolillo et al., 1994). El protocolo de analisis

isoenzimatico en el sur de Europa esta unificado, utilizando los mismos 15 sistemas
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enzimaticos y el almidon como sustrato. La caracterizacion de cepas de L. infantum en
Espafia ha permitido observar la presencia de mas de 29 zimodemas en el hombre,
perro, caballo, rata y vector (Morillas Marquez et al., 1985; Gallego et al., 2001;
Chicharro et al., 2003; Solano-Gallego et al., 2003; Martin-Sanchez et al., 2004). Esta
técnica ha sido ampliamente utilizada para la identificacién del parasito a nivel de
especie y subespecie aunque presenta importantes limitaciones, como su bajo poder de
discriminacion intraespecifica dando lugar a una poblacién mayormente perteneciente al
zimodema MON-1 (Pratlong et al., 2003) que en estudios posteriores, utilizando
metodologias mas discriminantes basadas en el genotipo, se ha podido separar en
diferentes poblaciones (Hide et al., 2001; Chicharro et al., 2003; Martin-Sanchez et al.,
2004; Mauricio et al., 2006; Kuhls et al., 2008; Alam et al., 2009). Estudios
moleculares han demostrado que pueden darse diferencias en la movilidad
electroforética como consecuencia de variaciones en una sola posicion de un nucleotido
(Jamjoon et al., 2004; Mauricio et al., 2006; Zemanova et al., 2007).

1.6.2. Técnicas genotipicas

Las técnicas genotipicas son de gran utilidad cuando se trata de la caracterizacion de
especies. EI genoma de los parasitos permanece invariable durante la vida de éstos,
independientemente de los cambios que se producen durante su ciclo biolégico o los
posibles dafos que el sistema inmunoldgico puede causarles (Blackwell, 1992). Desde
la llegada de la PCR, se han desarrollado numerosas técnicas basadas en ésta para
distinguir Leishmania a nivel de especie e incluso de cepa, cada una con un poder
discriminatorio distinto y con diferentes ventajas e inconvenientes. En general, la
principal ventaja de estas técnicas es que combinan una alta sensibilidad con una gran

especificidad, permitiendo identificar sin necesidad de aislar el parasito.

La diferenciacion a nivel de especie puede llevarse a cabo mediante diferentes técnicas,
la PCR-RFLP (PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism) ha sido muy utilizada
en el diagndstico y tipado a nivel de especie de Leishmania. Esta es una técnica en la
que se utilizan endonucleasas de restriccion capaces de encontrar blancos especificos en
la secuencia del ADN, previamente amplificada, de entre 4 a 6 nucleétidos y cortar en

tantos fragmentos como puntos de corte encuentren. Los fragmentos obtenidos se
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separan por su tamafio mediante electroforesis en geles de agarosa obteniéndose un
patron de bandas. Para su realizacion se han utilizado diferentes dianas, como la ITS
(Ribosomal Internal Transcribed Spacer) (Cupolillo et al., 1995; Schonian et al., 2003;
Nasereddin et al., 2008), el mini-exon (Harris et al., 1998), el gen de la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (Castilho et al., 2003), genes del gp63 (Victoir et al., 1998),
genes del hsp70 (Garcia et al., 2004, Fraga et al., 2010), genes del citocromo b (Kato et
al., 2005) y secuencias del gen ribosémico 7SL (Zelazny et al., 2005). De todas las
secuencias, la més utilizada para la deteccion directa de Leishmania spp y también para
la identificacion de especies en el Viejo Mundo es la ITS-1 (Harms et al., 2003; Al-
Jawabreh et al., 2004; Rhajaoui et al., 2007). En este caso, al producto de PCR se le
realiza una digestion con el enzima de restriccion Haelll, permitiendo distinguir las
especies mas relevantes de Leishmania (Schonian et al., 2003). Esta misma técnica ha
sido utilizada con el hsp70, demostrando ser muy Util en el tipado de especies
sudamericanas, las cuales no pueden ser separadas con la ITS-1 (Garcia et al., 2004; Da
Silva et al., 2010).

Para el tipado de especies también se han llevado a cabo PCRs que utilizan cebadores o
sondas especificas dirigidos a amplificar una secuencia de ADN especifica de una
especie en concreto (Salotra et al., 2001; Fisa et al., 2002; Jirku et al., 2006; Laurent et
al., 2009), aunque pueden dar lugar a falsos negativos si no se combinan con otras PCR
especificas de género. El analisis por HRM (High Resolution Melting) ha sido
recientemente desarrollado para el tipado de Leishmania spp en el Viejo Mundo, previa
gPCR en la secuencia ITS-1 (Talmi-Frank et al., 2010) o en 7SL (Nasereddin y Jaffe,
2010). Esta tecnica presenta ventajas, como que se trata de un analisis en tubo cerrado,
evitando asi contaminaciones; aunque los valores de temperatura de disociacion que
obtiene estan muy proximos entre especies, con el consecuente riesgo de fallos en la

interpretacion de éstos (Schonian et al., 2011).

El MLST (Multilocus Sequence Typing) se basa en el anélisis de las secuencias de ADN
de multiples genes diana (Maiden et al., 1998). Esta técnica ha sido utilizada en el
estudio de L. donovani con 10 dianas distintas (Mauricio et al., 2006; Zemanova et al.,
2007), y para L. Viannia con 4 dianas (Tsukayama et al., 2009), entre otros; llegando a
discriminar tanto a nivel de especie como de cepa. La principal ventaja que presenta es
su gran reproducibilidad, haciendo que los resultados puedan ser comparables entre

laboratorios, lo que la convierte una buena candidata a convertirse en la técnica de
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referencia para el estudio taxondémico y de identificacion de Leishmania spp, en
sustitucion del MLEE, en el futuro (Schénian et al., 2008; 2011).

Para el andlisis y discriminacion de Leishmania spp a nivel de cepa también existen
diferentes técnicas genotipicas ampliamente utilizadas. Una de ellas es el RAPD (Noyes
et al., 1996). Esta es una técnica rapida y simple aunque poco reproducible, basada en la
amplificacion al azar de diferentes secuencias del genoma que son separadas
posteriormente por electroforesis, obteniendo un patron de bandas que se usard como
perfil gendmico. Se requieren cebadores de diez bases poco especificos que se unen a
multiples lugares homélogos, generando un gran nimero de fragmentos de ADN. El
RAPD ha sido utilizado para caracterizar cepas de L. tropica en distintos focos como
Israel (Jacobson et al., 2003); o para la deteccion de variaciones intraespecie de L.
donovani (Hide et al., 2001; Zemanova et al., 2004).

ElI MLMT (Multilocus Microsatellite Typing) se basa en la combinacion del andlisis de
las variaciones de tamafio de entre 14-20 locus de microsatélites para el tipado, a nivel
de cepa, en estudios epidemiologicos y poblacionales. Los microsatélites son
fragmentos pequefios de nucleotidos, de entre 1 y 6 pares de bases, que estan repetidos
en tdndem y presentan una gran capacidad de mutacion, lo que facilita los cambios de
longitud de sus alelos siendo detectables desde diferencias de una sola base. A partir del
tamafo de los fragmentos analizados se realiza un perfil para cada muestra mediante el
calculo de las distancias génicas. El estudio de MLMT se utiliza en los ultimos tiempos
para establecer variaciones intraespecificas y filogenéticas en diferentes organismos.
Esta técnica es capaz de detectar polimorfismos en nucledtidos co-dominantes de una
manera reproducible y facilmente comparable entre laboratorios, facilitando el uso de
bases de datos compartidas (Schonian et al., 2011). EI genoma de Leishmania es rico en
microsatélites, razén por la que el MLMT resulta una técnica 6ptima para su estudio y
ya ha sido aplicada en la caracterizacion de L. donovani y L. infantum (Bulle et al.,
2002; Jamjoon et al., 2002; Ochsenreither et al., 2006; Montoya et al., 2007), para L.
major (Jamjoon et al., 2002; Al-Jawabreh et al., 2008), L. tropica (Schwenkenbecher et
al., 2006), y las demas especies del Nuevo Mundo (Russell et al., 1999; Rougeron et al.,
2008; Oddone et al., 2009). La mayoria de estos estudios han sido dirigidos a la
resolucién de cuestiones epidemioldgicas y poblacionales recomendando una bateria de
entre 14-20 microsatélites para su analisis (Kuhls et al., 2007; Hide et al., 2013). La

mayor diversidad de microsatélites para L. infantum se encuentra en el area del
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Mediterraneo, que presenta grandes diferencias de cepa incluso dentro de un mismo
zimodema (Kuhls et al., 2007; 2008; Cortés et al., 2014). EIl MLMT ha resultado ser
una técnica rapida, muy sensible y también reproducible, permitiendo el uso conjunto
de bases de datos entre laboratorios (Kuhls et al., 2007; Schonian et al., 2011; Hide et
al., 2013).

Estudios recientes en protedbmica estan dando resultados muy prometedores en
diagndstico y tipado de Leishmania spp mediante la técnica de MALDI-TOF MS
(Matrix-assisted laser desorption ionization—time-of-flight mass spectrometry),
convirtiéndose en una clara tendencia de futuro (Mouri et al., 2014; Cassagne et al.,
2014), con los inconvenientes propios de precisar el aislamiento de las cepas.
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2. OBJECTIVES

Identification of Leishmania species is important for selecting a suitable treatment and
taking appropriate public health control measures, since each species has its own
epidemiological pattern. Furthermore, genetic characterization at the strain level plays
an important part in population studies, which are useful for understanding Leishmania
behavior. For these reasons, it is required fast, accurate and sensitive analytical
molecular techniques applicable to the study of Leishmania parasite.

The main objectives of our study are focused on developing and applying molecular
tools, together with parasitological and serological tests, for diagnosis and

epidemiological studies, and are as follows:

- To develop a molecular method based on DNA fluorescent fragment length analysis
(PCR-FFL) for the interspecific characterization of Leishmania, and to directly

assess its utility as a sensitive diagnosis tool in different types of biological samples.

- To study the presence of Leishmania in hedgehogs from an endemic area of
cutaneous leishmaniasis by serological and molecular methods, and to determine the
possible role of hedgehogs as reservoir hosts. The usefulness of PCR-FFL analysis
for interspecific characterization of the Leishmania species involved has been

evaluated.

- To study the intraspecific variability of L. infantum in stocks from Leishmania/HIV
co-infected patients by multilocus microsatellite typing (MLMT) to improve

knowledge about genetic diversity and the disease epidemiology in our endemic area.
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RESULTADOS ARTICULO 1

DIAGNOSTICO DIRECTO E IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES
CUTANEAS DE LEISHMANIA MEDIANTE EL ANALISIS DEL TAMANO DE
LOS FRAGMENTOS FLUORESCENTES (PCR-FFL)

Miriam Tomas Pérez, Roser Fisa y Cristina Riera
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RESUMEN

La leishmaniosis es una enfermedad causada por diferentes especies pertenecientes al
género Leishmania. Esta presenta diferentes caracteristicas epidemioldgicas y clinicas, y
requiere el desarrollo de técnicas rapidas y sensibles para mejorar el diagndstico
especifico. En este estudio, hemos comparado la técnica tradicional de reaccion en
cadena de la polimerasa - polimorfismo en el tamafio de los fragmentos de restriccion
(PCR-RFLP) con la PCR - andlisis del tamafio de los fragmentos fluorescentes (PCR-
FFL). Los cebadores marcados fluorescentemente, disefiados sobre el ARN ribosémico
correspondiente a las regiones ITS-1 y 7SL, fueron utilizados para amplificar dichos
fragmentos, que tras su digestion, se determino su tamafo utilizando un secuenciador de
ADN automatizado. Validamos la técnica utilizando 19 cepas de Leishmania de cinco
especies cutaneas antes de analizar 36 muestras clinicas: 23 biopsias de piel y 13
papeles de filtro impregnados con exudado de las lesiones. En el diagndstico real, la
PCR-FFL resultd ser rapida, precisa y mas sensible (83,3% analizando el fragmento
ITS-1y 94,4% analizando el 7SL) que el analisis mediante PCR-RFLP (75% y 80,6%).
Los papeles de filtro mejoraron el diagndstico especifico en ambas técnicas mediante el

uso de muestras no invasivas.
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RESULTADOS ARTICULO 1

The Use of Fluorescent Fragment Length Analysis (PCR-FFL) in the Direct Diagnosis
and Identification of Cutaneous Leishmania Species

Miriam Tomas-Pérez, Roser Fisa,* and Cristina Riera

Laboratori de Parasitologia, Departament de Microbiologia i Parasitologia Sanitaries, Facultat de Farmacia,
Universitat de Barcelona, Barcelona, Spain

Abstract. Leishmaniasis is a disease caused by different species belonging to the genus Leishmania. It presents
different epidemiological and clinical features and requires the development of rapid, sensitive techniques to improve
specific diagnosis. In this study, we compared the traditional technique of polymerase chain reaction-restriction fragment
length polymorphism (PCR-RFLP) with PCR-fluorescent fragment length analysis (PCR-FFL). Fluorescently tagged
primers, designed in the rRNA fragment ITS-1 and 7SL region, were used to amplify fragments, which were later
digested and whose sizes were accurately determined using an automated DNA sequencer. We validated the technique
using 19 Leishmania strains from five cutaneous Leishmania species before testing 36 clinical samples: 23 skin biopsies
and 13 skin scrapings/lesion exudates on filter paper. In real diagnostic, PCR-FFL has proved to be quick, accurate, and
more sensitive (83.3% testing the ITS-1 fragment and 94.4% testing the 7SL) than PCR-RFLP analysis (75% and
80.6%). Filter papers improved the specific diagnosis in both techniques using non-invasive samples.

INTRODUCTION

Leishmaniasis is a vector-borne disease caused by a proto-
zoan parasite of the Leishmania genus that is transmitted by
the bite of species of the Phlebotomus genus in the Old World
and the Lutzomyia genus in the New World. It is endemic in
88 countries across four continents and it has four known
forms: cutaneous, diffuse cutaneous, mucocutaneous, and
visceral." In Mediterranean countries, the major etiological
agents of the cutaneous forms are Leishmania infantum,
Leishmania major, and Leishmania tropica.® The presence
of multiple Leishmania species that cause similar clinical fea-
tures requires the development of accurate and sensitive tech-
niques for the diagnosis of Leishmania infections and for
species identification. This is important for the selection of a
suitable treatment and appropriate public health control mea-
sures, because each species has its own epidemiological pat-
tern.” Classical laboratory methods such as the examination of
skin lesions using smears and cultures and histopathological
examinations are specific but they have a low and variable
sensitivity.* Methods based on the observation and identifica-
tion of the amastigote and promastigote forms through mor-
phology do not distinguish different species, therefore other
techniques are needed to correctly diagnose the disease.
Isoenzyme analysis is the gold standard technique for the
characterization and classification of Leishmania parasites.’
However, this assay is culture dependent, time consuming,
and requires the examination of 15 different enzymatic pro-
files. It is therefore not available in routine diagnosis.” To
overcome these problems, DNA-based methods have been
widely used for the identification and classification of Leish-
mania spp. with a variety of targets such as protein-coding
genes, non-coding segments, microsatellites, and extrachro-
mosomal DNA such as repetitive kinetoplast DNA (kDNA)
minicircles.”” Several polymerase chain reaction (PCR)-
methods, such as PCR-restriction fragment length polymor-
phism (PCR-RFLP), DNA sequencing, hybridization probes,
high resolution melting analysis, and real-time PCR, are used.®

* Address correspondence to Roser Fisa, Laboratori de Parasitologia,
Facultat de Farmacia, Universitat de Barcelona, Avda. Joan XXIII
sn, 08028 Barcelona, Spain. E-mail: rfisa@ub.edu

Sequence data of the ribosomal RNA gene, the two highly
variable internal transcribed spacer regions (ITS-1 and ITS-2),
have been successfully used to resolve taxonomic and phylo-
genetic affinities among related Leishmania species.’ The
PCR-RFLP of ITS-1 has been used as an alternative to con-
ventional methods for the identification of parasites from clin-
ical samples. It is increasingly used for routine diagnosis
because it is simple, sensitive, and does not require cultivation.®
More recently, targeting another ribosomal gene, the 7 spliced
leader (7SL), has proven to be useful for detecting and identi-
fying leishmanial parasites from samples. A comparative
PCR-RFLP assay using ITS-1 and 7SL sequences showed
more sensitivity in the 7SL assay, which detected a lower
number of parasites in the clinical samples.” However, the
possibility of false negative results when applying PCR-RFLP
and the time-consuming nature of the nested-PCR that is
required to solve it made it necessary to develop faster, more
sensitive techniques.'®!!

The PCR-fluorescent fragment length analysis (PCR-FFL)
is a method for discriminating species by gene size polymor-
phisms.'* In previous studies, it has proved to be quick and
accurate in the identification and classification of African try-
panosomes, and has also been useful with other organisms such
as anisakids and seaweeds.>'* Therefore, in the current study
we analyzed the ITS-1 and 7SL regions using this technique,
first applying it to the identification and classification of the
different Old World Leishmania species from skin samples.
To show the advantages of PCR-FFL, we compared it with
the widely used PCR-RFLP method and tested the same PCR
products from Leishmania strains and clinical skin samples.

MATERIAL AND METHODS

Leishmania strains. The PCR-FFL analysis was validated
using 19 Leishmania strains belonging to the three cuta-
neous species of the Old World (L. infantum, L. major, and
L. tropica) and the Leishmania braziliensis complex from the
New World (Table 1). Strains were taken from the Leishmania
Cryobank at the Universitat de Barcelona and the DNA of
five strains was kindly donated by Dr. M. Hide, MIVEGEC,
Montpellier, France and Dr. L. Garcia, Centro Universitario
de Medicina Tropical, Cochabamba, Bolivia.
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TaBLE 1
Control strains examined

Species Control strains

MCRI/ES/2002/BCN-503
MHOM/ES/2007/BCN-741
MHOM/ES/2007/BCN-742
MHOM/ES/2007/BCN-763
MHOM/ES/2008/BCN-779
MHOM/ES/2010/BCN-815
MHOM/ES/2006/BCN-876
MHOM/ES/2007/BCN-750
MHOM/O0/2008/BCN-766
MHOM/ES/2010/BCN-822
MHOM/ES/2011/BCN-827
MHOM/IL/81/FRIEDLIN
MHOM/SU/73/5ASKH
MHOM/ES/2010/BCN-809
MHOM/SU/74/K27
MHOM/BR/86/BCN-19
MHOM/BR/75/M-2901
MHOM/BO/09/CUM1000
MHOM/PE/91/LC1447

Leishmania infantum

Leishmania major

Leishmania tropica

Leishmania braziliensis

Leishmania guyanensis

Patient and sample collection. Twenty-three skin biopsies
and 13 skin scrapings or lesion impressions on filter papers
(Whatman 3M, Whatman International Ltd., Maidstone,
England) were obtained from 36 patients with cutaneous leish-
maniasis who were attending different dermatologist services in
hospitals in Barcelona and Majorca. The criteria used to con-
firm cutaneous leishmaniasis and include subjects in the study
were microscopic and/or Leishmania spp. DNA detection by
highly sensitive real-time PCR.'® We examined 28 skin samples
(including all 13 filter papers) from patients from the local
endemic area, six patients from other Mediterranean-endemic
areas (Morocco, Israel, and Jordan) and two from Mauritania,
or people who had traveled to those areas.

Ethical considerations. The ethics committee of each par-
ticipating center approved the study. All patients gave their
written informed consent to participate in the study.

Statistical analysis. Between-test agreement was deter-
mined by the concordance coefficient, measured by Cohen’s
kappa statistic (k > 0.75 substantial agreement; k = 0.4-0.75,
fair to good agreement; k < 0.40, poor agreement).

DNA extractions. With control strains, the DNA was
extracted from cultured parasites using a chelex resin proto-
col: 100 uL of sterile water and 400 pL of chelex solution [1%
Tween 20 (Panreac Quimica S.A. Barcelona, Spain), 1%
Nonidet P-40 (Amresco, Solon, OH), and 20% of chelex
100 resin (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)] were added
to the promastigote sediment. It was heated at 100°C for
20 min and then vortexed. Finally, the mixture was centri-
fuged for 10 min at 12,000 x g to separate the resin from the
supernatant, which contains the genomic DNA that was used
as template for the PCR.

For the skin samples, DNA was extracted from 25-50 mg of
tissue lesion or one filter paper 6 mm in diameter by isolating
the nucleic acids using the mammalian tissue protocol of the
High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Applied
Science, Mannheim, Germany), in accordance with the man-
ufacturer’s instructions.

PCR amplification. For the identification and diagnosis of
the Leishmania species, we amplified the ribosomal ITS-1
region with the previously described primers LITSR (5'-
CTGGATCATTTTCCGATG-3') and L5.8S (5-TGATACC
ACTTATCGCACTT-3),'"! which were fluorescently labeled
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with blue and green fluorochromes (6-FAM and VIC), respec-
tively (Applied Biosystems, Warrington, Cheshire, UK). For
the 7SL region, we used the primers TRY7SL.Forl (5-TGCT
CTGTAACCTTCGGGGGCT-3") and TRY7SL.Revl (5-GG
CTGCTCCGTYNCCGGCCTGACCC-3).!"? These primers
were also fluorescently labeled with the same fluorochromes
(6-FAM and VIC), respectively (Applied Biosystems).

Amplification reactions were performed in volumes of
50 pL containing 5 uLL of 10X buffer (BIOTAQ DNA Poly-
merase, Bioline, London, UK), 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM
dNTP, 0.2 uM of each primer and 1.5 units of Taq polymerase
(BIOTAQ DNA Polymerase, Bioline, London, UK). We
added 3 pL of isolated DNA to the mixture and incubated it
in the thermal cycler (MJ Research PTC-200 DNA Engine,
Alameda, CA) under the following conditions: for the ITS-1
PCR, we started with a denaturing step at 95°C for 2 min,
followed by 35 cycles of denaturing for 20 sec at 95°C,
annealing for 30 sec at 53°C, and extension for 1 min at
72°C, followed by a final extension at 72°C for 1 h. For the
7SL PCR, the denaturing step lasted for 5 min at 95°C,
followed by 35 cycles of denaturing for 20 sec at 95°C,
annealing for 30 sec at 65°C, and extension for 1 min at
72°C. The final extension consisted of 10 min at 72°C. Previ-
ously, the optimal primer annealing temperatures (7a) for
both programs were experimentally determined using the
temperature gradient program of the thermal cycler. The con-
centrations of MgCl, and the primers were also previously
tested to achieve better conditions for the PCR.

PCR-FFL analysis of amplified ITS-1 and 7SL sequences.
The PCR products were digested with the restriction enzyme
BsuR1 (Haelll) (Fermentas, Life Sciences, Germany, EU)
without prior purification, in accordance with the manufac-
turer’s recommendations. Digestion products were pooled
with the internal lane size standard GeneScan-500 LIZ
(Applied Biosystems, Warrington, UK) for the analysis on
the DNA sequencer ABI Prism 3730 (Applied Biosystems).
Fragment sizes were determined using the fragment analysis
program Peak Scanner Software v1.0 (Applied Biosystems).

PCR-RFLP analysis of amplified ITS-1 and 7SL sequences.
The PCR products, previously digested with the restriction
enzyme BsuRI (Haelll), were separated by electrophoresis in
3% wide-range agarose (Sigma) at 150 V in SGTB 1X buffer
(GRISP LDA, Research Solutions, Porto, Portugal). A solu-
tion of SYBR safe DNA gel stain (Invitrogen Ltd. Paisley,
UK) was used to visualize the separated DNA fragments
under UV light. This system was performed in parallel with
the same strains and samples we used in the PCR-FFL analy-
sis, which made it possible to compare the two methods.

RESULTS

Validation of PCR-FFL using control strains. Initially, we
tested PCR-FFL using control DNASs in parallel with the com-
monly used PCR-RFLP analysis; in both cases, previous diges-
tion with the restriction enzyme BsuRI (Haelll) was required.

For the ITS-1 PCR, all isolates examined with capillary
electrophoresis gave two different peaks (Figure 1). Only from
the position of these peaks, the method detected and identi-
fied the Old World Leishmania species without any overlap
between them, giving reproducible results and a small degree
of intraspecific variation (Table 2). The L. braziliensis complex
was clearly distinguishable from the Old World species studied.
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Ficure 1. Example ITS-1 electropherograms of different Leish-
mania spp. reference strains.

The 7SL PCR gave one peak in the capillary electrophore-
sis, corresponding to the fluorescent labeled primer TRY7SL.
Forl, for L. infantum and L. major. Two fragments were
visible on the L. braziliensis complex species and L. tropica
(Figure 2). From the position of these peaks, the method
detected and identified the Old World Leishmania species
without any overlap between them, with a small degree of
intraspecific variation (Table 2). The L. braziliensis complex

TABLE 2
Experimental ITS-1 and 7SL fragment length base pair (bp) profiles
obtained by PCR-FFL from the 19 Leishmania control strains
studied*

ITS-1 fragment (bp) 7SL fragment (bp)

LitSR- Lit5.8S-  TRY7SL.Forl- TRY7SL.Revl-
Species FAM VIC FAM VIC
L. infantum (5) 68-69  186-193 129-134 ND
L. major (8) 129-136  196-205  160-168 ND
L. tropica (2) 53-54  185-193 103-109 76
L. braziliensis (3) 134-140  157-164 102-104 76
L. guyanensis (1) 144 164 104 76

*PCR-FFL = polymerase chain reaction- fluorescent fragment length; () = number of
Leishmania strains analyzed; ND = not detected.

Ficure 2. Example 7SL electropherograms of different Leish-
mania spp. reference strains.

species could not be distinguished from L. tropica because the
peak position obtained for both was the same.

Analysis of biological samples by PCR-FFL. The 36 clinical
samples were tested in triplicate, with a week of difference
between the analyses, by PCR-FFL with ITS-1 and 7SL
sequences obtaining a reproducibility of 98.6%. With the ITS-1
sequence, the analysis was positive for 30 of the samples, with
three different patterns corresponding to L. infantum, L. tropica,
and L major having a product length variation within that previ-
ously observed in the analysis of the control strains (L. infantum
68-09, 186-193; L. major 129-135, 196-205; L. tropica 53, 185—
187). When we analyzed the 7SL region, we obtained 34 posi-
tives, with three different patterns corresponding to L. infantum,
L. tropica, and L major and the fragment lengths within those
previously predicted (L. infantum 129-134; L. major 160-168;
L. tropica 103-108, 76). Between the samples, we analyzed
13 filter papers and obtained 12 positives for both sequences
tested (ITS-1 and 7SL) (Table 3).

PCR-RFLP analysis and comparison with the PCR-FFL
system. The PCR-RFLP method is the most widely used assay
for the identification of Leishmania species. We tested it in
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TABLE 3

Leishmania species identified by PCR-FFL (ITS-1 and 7SL
sequences) from 36 CL patients biological samples*

Biopsies (23) Filter papert (13)
Species ITS-1 7SL ITS-1 7SL
L. infantum 11 14 12 12
L. major 5 5 - -
L. tropica 2 3 - -
NI 5 1 1 1

*PCR-FFL = polymerase chain reaction-fluorescent fragment length; ITS-1 = internal
transcribed spacer region; 7SL = 7 spliced leader; CL = cutaneous leishmaniasis; NI = non-
identified.

+Scraping or lesion impression on filter paper.

parallel with PCR-FFL for the ITS-1 and 7SL regions after
digestion with the restriction enzyme BsuRI (Haelll). As a
result, we found the same speciation results for the two anal-
ysis systems in both sequences studied. The 19 control strains
were identified in all tests. However, in real diagnosis situa-
tions, PCR-FFL was more sensitive (83.3% when testing the
ITS-1 fragment and 94.4% when testing the 7SL sequence,
versus 75% and 80.6% with PCR-RFLP, respectively). The
7SL fragment sensitivities for PCR-FFL were higher than 7SL
PCR-RFLP (fair agreement k = 0.392), although the ITS-1
fragment sensitivities by PCR-FFL were higher than PCR-
RFLP but not significantly (good agreement k = 0.750). These
differences were clearly observed with the skin biopsies in the
7SL sequence (82.6% in PCR-RFLP and 95.7% with PCR-
FFL, fair agreement k = 0.355) but not in the ITS-1 sequence
(73.9% in PCR-RFLP and 78.3% with PCR-FFL, very good
agreement k = 0.881). However, filter paper PCR-FFL was
more sensitive (92.3% in ITS-1 and 7SL) than the PCR-RFLP
(76.9% for ITS-1 and 7SL) in both techniques (moderate
agreement k = 0.435) (Table 4).

DISCUSSION

Molecular techniques using PCR technology are useful for
the identification and classification of Leishmania species
found in human skin samples. The ITS-1 region, lying between
the genes coding for the 18S and the 5.8S rRNA, allows classi-
fication of the parasites studied because of the differences in
interspecific sequences and the low level of intraspecific varia-
tion.'® This region does not encode any product and has less
impact on organism viability, which permits it to evolve at a
faster rate than the ribosomal coding regions.'’ Recently, the
evaluation of the 7SL rRNA gene for the identification of
Leishmania spp. has produced satisfactory results.®?! Its
advantages include being very abundant in cells; having a
sequence that is not particularly similar to the mammalian
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7SL, although they have the same secondary structure; and
having a divergent central domain flanked by other conserved
domains.**** These characteristics make both rRNA fragments
useful as genetic markers because of the length polymorphism
and the nucleotide differences among species.

The PCR-RFLP method has been widely used because
it is simple and cheaper than other techniques such as
sequencing, making it useful for routine analysis.** The
digestion of the PCR product with the restriction enzyme
BsuRI (Haelll) makes it possible to identify the most clini-
cally important species by their RFLP patterns.!! However,
the problems encountered in the identification of some spe-
cies and the false negative results with a sensitivity rate of
about 85%'° led to the development of a nested PCR to
increase sensitivity, but this is more time consuming and
has greater potential for contamination.'?

The study described here compares PCR-RFLP with the new
PCR-FFL technique using both rRNA fragments described,
ITS-1 and 7SL, for the identification and classification of the
Leishmania species. The prior use of control strains as standards
makes subsequent diagnosis in real skin samples (biopsies and
filter papers) possible by comparing the combination of frag-
ment sizes obtained. When we tested I'TS-1, all control strains
were positive with both techniques, and two different peaks
were obtained for each fluorescent-labeled primer in the PCR-
FFL technique. The new method differentiated the Old World
Leishmania species without overlap between them, but the
New World species (L. braziliensis complex) could not be dis-
tinguished from each other, as occurs in PCR-RFLP analysis. In
the 7SL analysis, the results were also satisfactory, with 19 posi-
tives, and only one peak that differentiated the Old World
species without overlap between them. Previous studies indi-
cated that 7SL assay cannot be used to distinguish between
L. donovani and L. infantum."” When we tested the New World
species, we obtained two different peaks. However, as with the
ITS-1 fragment and PCR-RFLP technique, they could not be
differentiated from each other or from the Old World species
L. tropica. In prior studies with the 7SL sequence, L. tropica
could not be differentiated from Leishmania aethiopica.>"’
In this respect, the ITS-1 has the advantage of being more
specific and could be more useful for identifying species.

The experimental PCR product lengths of the control strains,
which were accurately determined using an automated DNA
sequencer, showed a small degree of intraspecific variation
in both the sequences studied (7SL and ITS-1). This may have
been caused by the secondary structure or differences in the
base composition of the DNA, both of which could affect mobil-
ity in the chromatography process.” In the ITS-1 region stud-
ied, there are two known microsatellites that affect the sequence

TABLE 4
Comparison of PCR-RFLP and PCR-FFL techniques applied on the ITS-1 and 7SL sequences for the identification of the 36 CL biological

samples (23 skin biopsies and 13 filter papers)

PCR-RFLP

PCR-FFL

ITS-1

ITS-1 7SL

CL skin biopsies 17/23 (73.9%) 19/23 (82.6%) 18/23 (78.3%) 22/23 (95.7%)
95% CI 53.2-87.7 62.3-93.6 57.7-90.8 77.3-99.9
CL filter papers 10/13 (76.9%) 10/13 (76.9%) 12/13 (92.3%) 12/13 (92.3%)
95% CI 49.1-92.5 49.1-92.5 64.6-99.9 64.6-99.9
TOTAL 27/36 (75%) 29/36 (80.6%) 30/36 (83.3%) 34/36 (94.4%)
95% CI 58.7-86.4 64.7-90.6 67.7-92.5 80.9-99.4

PCR-RFLP = polymerase chain reaction-restriction fragment polymorphism; PCR-FFL = polymerase chain reaction-fluorescent fragment length; ITS-1 = internal transcribed spacer region;

7SL =7 spliced leader; CL = cutaneous leishmaniasis; CI = confidence interval.
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length of the DNA and are also a typical cause of variation in
the results of the PCR-FFL technique.” Despite all these possi-
ble differences, the results obtained were reproducible.

The two techniques used and the rRNA sequences tested
in the analysis of the 36 skin samples presented differences. The
ITS-1 gave 27 positive results with the PCR-RFLP method,
which obtained 75 % sensitivity, compared with 30 positives and
83.3% sensitivity obtained with the PCR-FFL test. This lower
sensitivity with the PCR-RFLP technique shows the problem
with false negative results observed before with some PCR
methods used to analyze clinical samples,” however it is possible
toreduce them using PCR-FFL because it increased the number
of positive samples in this study. The 7SL analysis gave 29 posi-
tives and 80.6% sensitivity with PCR-RFLP and 34 positive
samples and 94.4% sensitivity with PCR-FFL. Again, this shows
how the PCR-FFL test increases sensitivity obtaining better
results with the 7SL sequence, which is in agreement with pre-
vious studies of the application of PCR techniques to the 7SL
fragment and how it provides better results than the ITS-1
sequence.”®?! Additionally, in both sequences, the PCR-FFL
showed a small degree of intraspecific variation in the fragment
length, which was probably caused by the previously mentioned
factors and could be useful for genotyping different lineages in
epidemiological studies. This characteristic does not pose a
problem for the classification of the Leishmania species because
of the high level of interspecific variation.

Skin scrapings and aspirates on filter papers are non-invasive
clinical specimens and their sensitivity and specificity are
similar to the invasive-specimen PCR used in prior studies.?®
They offer some advantages over biopsy techniques, includ-
ing easy transportation from hospitals to diagnostic laborato-
ries and the possibility of storing them for years when frozen
and months when kept at room temperature.'! In addition,
filter papers are more likely to be favored by patients and
clinics because they represent a non-invasive technique for
collecting samples. When used in this study, filter papers
also resulted in higher sensitivity in PCR-FFL than in PCR-
RFLP for both the sequences studied (7SL and ITS-1). This
shows how the use of filter papers benefits the analysis,
because both methods achieved good, comparable results
with both sequences.

In conclusion, PCR-FFL is a simple, quick, and sensitive
method based on the amplification of small regions of DNA
and fluorescence detection without prior use of Leishmania
culturing. Using a single pair of primers, it identifies the Leish-
mania species and gives different profiles for each one with a
high level of accuracy. The method is easy to standardize, pre-
sents a high reproducibility, and can handle a high throughput
of samples, typically producing 96 results within 24 hours. Fur-
thermore, the application of this technique on the 7SL ribo-
somal sequence allowed us to obtain a sensitivity of 94 % in the
diagnosis of different kinds of skin samples, compared with
83% obtained with ITS-1 using the same analysis method. This
makes PCR-FFL on the 7SL sequence the best combination for
the diagnosis and identification of Leishmania species.
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RESUMEN

Esta es la primera cita sobre casos conocidos de infeccidn natural de erizos con
Leishmania major. La leishmaniosis cutanea es un problema importante de salud
publica en el area de M’sila, una provincia semi-arida situada al norte del Sahara en
Argelia, donde habitan dos especies de erizos, Atelerix algirus y Paraechinus
aethiopicus. EIl objetivo de este estudio fue investigar la infeccion por Leishmania en
estos erizos y evaluar si se tratan de reservorios de Leishmania en un foco endémico
zoonotico de leishmaniosis. Se utilizaron métodos serologicos y moleculares para
determinar la presencia de Leishmania en 24 erizos atrapados e identificados a nivel de
especie como 19 A. algirus y 5 P. aethiopicus. Se detectaron anticuerpos especificos
anti-Leishmania en un 29,2% de los individuos por Western blot y un 26,3% mediante
ELISA. La PCR a tiempo real realizada sobre muestras de bazo, oreja y sangre detecto
ADN de Leishmania spp. en un 12,5% de los individuos, un A. algirus y dos P.
aethiopicus. Se encontraron parasitadas tres muestras de piel y dos de bazo de estos
animales, que fueron identificadas mediante técnicas moleculares como L. major.
Considerando nuestros resultados, sugerimos que los erizos presentan un potencial

papel epidemiolégico como reservorios de L. major.
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We report here the first known cases of natural infection of hedgehogs with Leishmania major. Cutaneous
leishmaniasis is an important public health problem in the area of M’sila, a semi-arid province in Algeria’s
northern Sahara, where two species of hedgehog live, Atelerix algirus and Paraechinus aethiopicus. The aim
of this research was to survey Leishmania infection in these hedgehogs and evaluate whether they were
reservoir hosts of Leishmania in an endemic zoonotic focus of leishmaniasis. Serological and molecular
methods were used to determine the presence of Leishmania in 24 hedgehogs caught directly by hand and

Ke.y Words.: . identified at species level as 19 A. algirus and 5 P. aethiopicus. Specific anti-Leishmania antibodies were
Leishmania major . N c . . o . .
Hedgehogs detected in 29.2% of individuals by Western blot and in 26.3% by ELISA. The real-time PCR performed in
Reservoir host spleen, ear and blood samples detected Leishmania spp. DNA in 12.5% of the individuals, one A. algirus
Algeria and two P. aethiopicus. Three skin and two spleen samples of these animals were found to be parasitized
Serology and were identified by molecular test as L. major. Considering our results, it is suggested that hedgehogs
qPCR have a potential epidemiological role as reservoir hosts of L. major.

Molecular analysis

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Leishmaniasis is one of the parasitic diseases frequent in the
Mediterranean Basin. In Algeria they are the main parasitic disease,
accounting for 35% of diseases with compulsory notification. This
is one of the countries most affected by cutaneous leishmaniasis
(CL), with 54,145 cases reported between 2000 and 2005 (Achour
Barchiche and Madiou, 2009). CL in Algeria, known to be endemic
since the beginning of the century (Lemaire et al., 1913), are caused
by Leishmania infantum, Leishmania tropica, Leishmania major and a
Leishmania close to Leishmania killicki (Harrat et al., 1996; Benikhlef
et al.,, 2004; Mihoubi et al., 2008; Harrat et al., 2009). In the steppe
areas of the center and south of the country (northern Sahara),
zoonotic cutaneous leishmaniasis (ZCL), caused by the L. major
zymodeme MON-25, is endemo-epidemic (Harrat et al., 1996). It

* Corresponding author. Tel.: +34 934024502; fax: +34 934024504.
E-mail address: rfisa@ub.edu (R. Fisa).
T These authors have contributed equally to the study.

http://dx.doi.org/10.1016/j.actatropica.2014.03.018
0001-706X/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

is transmitted by Phlebotomus papatasi (Izri et al., 1992), with the
rodents Psammomys obesus and Meriones shawi the main reservoir
hosts identified (Belazzoug, 1983, 1986). This same author found
L. major in ear margin lesions of P. obesus in 1983. Sporadic CL
caused by L. infantum occurs on the northern coastline of the coun-
try (Benikhlef et al., 2004), with Ph. perfiliewi as vector (Izri and
Belazzoug, 1993) and dogs involved as reservoir host (Benikhlef
et al., 2004). A few cases caused by L. tropica have been related in
the northern region of Constantine (Mihoubi et al., 2008). The study
of an epidemic outbreak in an emergent focus in Ghardaia (south
Algeria) indicated the presence of a new dermotropic Leishmania
close to L. killicki, which coexists sympatrically with L. major MON-
25 (Harrat et al., 2009; Boubidi et al., 2011). It has been suggested
that it is a zoonotic disease, with Ph. sergenti sand flies acting as
vectors and the rodent Ctenodactylus gundi as reservoirs (Boubidi
et al,, 2011). Studies in Tunisia detected L. killicki in the rodent C.
gundi by direct examination and PCR analysis, which was the first
evidence of the potential role of this wild rodent as natural host of
this parasite and of the involvement of L. killicki in CL cases in this
area (Jaouadi et al., 2011).
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Two mammal species, the North African hedgehog, Atelerix
algirus, and the desert hedgehog, Paraechinus aethiopicus, members
of the Erinaceidae family, Erinaceomorpha order, are widely dis-
tributed and have a seemingly stable population in North Africa,
particularly in the ZCL endemic area of the M’sila region (Khaldi
et al., 2012a,b). M’sila is an arid province in the northern Sahara
desert that is an important focus of L. major, with peaks of annual
incidence higher than 500 per 100,000 inhabitants (REM, 2003,
2009). Here, the worst outbreak of leishmaniasis in Algeria was
reported since the historic outbreakin the Biskra region (Belazzoug,
1982). To our knowledge, there are no serological and molecular
studies identifying these mammals as reservoir hosts of Leishmania.
However, in the 1970s, the possible Leishmania reservoir role of
hedgehogs was posed in research from the ex-USSR that had cited
as a natural host of Leishmania the long-eared hedgehog (Hemiech-
inus albulus major), along with other small mammals (Petrisceva,
1971; Faizulin et al., 1975). Recently, Leishmania DNA has been
detected in hair of one hedgehog (Erinaceus europaeus) studied in
Spain (Mufioz-Madrid et al., 2013), but no other reports of hedge-
hogs as natural reservoir hosts of Leishmania are cited.

Due to the unknown role of these mammals as possible reser-
voirs of Leishmania, the aim of this research was to determine the
presence of Leishmania in two species of hedgehog (A. algirus and P.
aethiopicus) from the M’sila region (Algeria) and to study whether
they were a wild reservoir in an endemic zoonotic focus of leish-
maniasis. Leishmania infection was determined by serological and
molecular methods and the research was completed with the iden-
tification of the Leishmania species by molecular tests.

2. Material and methods
2.1. Area and time of study

This study was conducted during the period April-September
2009 at 16 sampling sites (Fig. 1) in the area around Hodna (M’sila)
(35°40'00”"N, 4°31’00”E). The watershed Hodna has an area of
26,000 km? and is the fifth largest basin in Algeria. It is an open
steppe area surrounded by mountains that contain various habitats
(Hasbaia et al., 2012). The mean annual rainfall varied according to
altitude between 370 mm in the higher mountains and 150 mm
lower down and to the south of the salt lake of Hodna (Chott of
Hodna), characterized by an upper arid climate with a mean annual
temperature of 18 °C and cool winters.

2.2. Sampling of hedgehogs

The wild individuals were caught directly by hand with the aid
of spotlights during walks at night, achievable due to these species’
nocturnal activity, or retrieved as fresh road-Kkills. Later, they were
weighed, measured and sexed; each individual was surveyed for
the presence of skin lesions. The identification of species level was
done in the Laboratoire d’Ecologie at the University of M’sila, using
morphological criteria keys (Aulagnier and Thévenot, 1986; Reeve,
1994; Aulagnier et al., 2008). The study was authorized by the local
ethical committee and national legislation (le journal officiel n° 47
du 19 juillet 2006).

2.3. Studied samples

After the hedgehogs were Kkilled painlessly, spleen and non-
injured ear skin pieces and blood samples were collected at the
Laboratoire d’Ecologie, University of M’sila. Tissue samples from
each animal were placed in Eppendorf tubes and frozen at —40°C;
blood samples were kept on air-dried filter paper and preserved
at room temperature; and sera samples were frozen at —40 °C. The
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serological and molecular studies were conducted at the Laboratory
of Parasitology, Universitat de Barcelona.

2.4. Serological study

Anti-Leishmania antibodies were detected by ELISA and West-
ern blot using whole L. infantum antigens (MHOM/FR/78/LEM75
zymodeme MON-1). Western blot (WB) was performed as
described by Riera et al. (1999), with some modifications. It was
done on 0.1% SDS-13% polyacrylamide gel on a Mini-gel Bio Rad
System. Sera diluted at 1/50 were assayed and a protein A peroxi-
dase conjugate (1/1000 dilution; Pierce) was used. We considered
a serum positive when immunoreactivity against the 14 and/or
16 kDa Leishmania antigen fraction was observed. ELISA was per-
formed as described by Riera et al. (1999). Sera were diluted at 1/50
and a protein A peroxidase conjugate (dilution, 1/30,000; Pierce)
was used. The reaction results were measured in units (U) and the
cut-off was established at 20 U.

2.5. Molecular study

2.5.1. DNA extraction

DNA was extracted from 25 to 50 mg of tissue (ear and spleen
pieces) and two 6 mm-diameter filter papers by the isolation of
nucleic acids with the mammalian tissue and the blood protocol
of High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Applied Science,
Mannheim, Germany). It was eluted in 200 pL of elution buffer,
following the manufacturer’s instructions.

2.5.2. Real-time PCR

The detection and quantification of Leishmania spp. DNA was
analyzed by amplification of kinetoplast minicircle DNA sequence
by real-time PCR (qPCR) (Martin-Ezquerra et al., 2009). Each ampli-
fication was performed in triplicate, in a 20 L reaction mixture
containing 1XiTaq supermix with Rox (Bio-Rad, Hercules, CA, USA),
15 pmol of direct primer (CTTTTCTGGTCCTCCGGGTAGG), 15 pmol
of reverse primer (CCACCCGGCCCTATTTTACACCAA), 50 pmol of
the labeled TagMan probe (FAM-TTTTCGCAGAACGCCCCTACCCGC-
TAMRA) and 5 pL of sample DNA. The ABI Prism 7700 system
(Applied Biosystems) at 94°C and 55°C cycling over 40 cycles
was used. A non-template control was used in each run as the
qPCR negative control. A 10-fold dilution series of DNA from pro-
mastigotes (MHOM/ES/04/BCN-61, L. infantum zymodeme MON-1)
was used as calibrators (serial dilution from 10° parasites/ml to
10-3 parasites/ml), allowing plotting of a standard curve. The qPCR
was considered positive for Leishmania when the threshold cycle
(tC) was <40 in all replicates.

2.5.3. PCR-RFLP and PCR-FFL analysis of the ribosomal ITS-1 gene
For the identification of Leishmania species, the ribosomal
internal transcribed spacer 1 (ITS-1) region was amplified with
the primers LITSR (5-CTGGATCATTTTCCGATG-3’) and L5.8S (5'-
TGATACCACTTATCGCACTT-3’), previously described by Schonian
et al. (2003), which were fluorescently labeled for the fluorescent
fragment length (FFL) analysis with blue and green fluorochromes
(6-FAM and VIC), respectively (Applied Biosystems, UK) (Tomas-
Pérez et al., 2013). PCR products were digested with the restriction
enzyme BsuRI (Haelll) (Fermentas, Life Sciences, Germany) without
prior purification, in accordance with the manufacturer’s recom-
mendations. For the restriction fragment length polymorphism
analysis (PCR-RFLP), PCR products were separated by electrophore-
sis in 3% Wide Range Agarose (Sigma, USA) at 150V in SGTB 1X
buffer (GRISP LDA; Portugal). A solution of SYBR safe DNA gel stain
(Invitrogen, UK) was used to view the separated DNA fragments
under ultraviolet light. In PCR-FFL analysis, digestion products were
pooled with the internal lane size standard GeneScan™-500 LIZ®
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Fig. 1. Geographical distribution of the capture sites of the 24 hedgehogs studied in the M’sila region (Algeria) with the molecular and serological results obtained.

(Applied Biosystems, USA) for the analysis on the DNA sequencer
ABI Prism 3730 (Applied Biosystems). Fragment sizes were deter-
mined using the fragment analysis program, Peak Scanner Software
v1.0 (Applied Biosystems).

2.5.4. Nested PCR

For the identification of the Leishmania species, a
nested PCR was performed with the external primers
CSB2XF  (C/GA/GTA/GCAGAAAC/TCCCGTTCA) and CSB1XR

(ATTTTTCG/CGA/TTTT/CGCAGAACG), and the internal primers
13Z (ACTGGGGGTTGGTGTAAAATAG) and LiR (TCGCAGAACGCC-
CCT), previously designed by Noyes et al. (1998) around conserved
KkDNA regions. The PCR mix contained 3 pL of 10X Roche Buffer,
5mM dNTP, 0.3 U of Taqg Roche and 0.3 oM of each primer in a final
volume of 30 pL. The mixture was incubated in the thermocycler
under the following conditions: 94°C for 120s, then 40 cycles of
94°C for 30s, 54°C for 60s and 72°C for 90s. The product was
diluted in water 9:1 and used as template for the second PCR
under the same conditions. The PCR products were viewed under
ultraviolet light after separation by electrophoresis in 1.5% agarose
gel (TAE 0.5%).

3. Results
3.1. Captured individuals

During the study, 24 wild adult hedgehogs were captured in 16
sampling sites between 412 and 974 meters of altitude. All were
found near human settlements at distances ranging from 50 to
150 m in gardens, palm groves, olive groves and apricot orchards.
They were identified as two different species: 19 individuals of
A. algirus (7 males, 12 females) and 5 of P. aethiopicus (1 male, 4
females) (Table 1). No skin lesions were observed except in one
individual (H40) who had one lesion on the snout.

3.2. Serological study

Immunoreactivity from the Leishmania antigen was detected by
WB in 6 of the 19 A. algirus tested, which came from the localities
of M’cif, Oued Chiir, Eddis, Ouled Mansour, M’sila center and Beni-
[lmane (31.6%, 95% CI: 15.16-54.20%), and in 1 of the 5 P. aethiopicus
from Souamaa (20%, 95% Cl: 2.03-64.04%). Specific antibodies were
detected by ELISA in sera from 5 A. algirus with 26.3% seropositivity

(95% Cl: 11.45-49.14%). Overall, antibodies were detected in 7 of 24
individuals, with a seropositivity of 29.2% (95% CI: 14.71-49.37%).
All ELISA-positive results were also WB-positive (Tables 2 and 3).

3.3. Detection of Leishmania spp. by gPCR

Leishmania spp. DNA was detected in one male of A. algirus
(5.3%, 95% CI: 0.0-26.48%) from Selmane (H44); and in two P.
aethiopicus (40%, 95% CI: 11.60-77.09%), one female and one male
from Souamaa (H40) and Ouled Mansour (H49) respectively. These
results account for 3 of the 24 individuals studied (12.5%, 95%
Cl: 3.51-31.84%), with 5 positive samples out of the 67 studied
(3/24 skin samples, 2/24 spleen samples and 0/19 blood samples)
(Tables 2 and 3). PCR threshold cycles among positive samples
ranged from 23 to 32, with the highest parasite load found in skin
(Table 2). One qPCR positive P. aethiopicus was also positive by WB
analysis but not by ELISA analysis. The other two qPCR positives
individuals presented negative results in WB and ELISA analysis
(Table 2).

3.4. Identification of Leishmania species by PCR-RFLP, PCR-FFL
and nested PCR

The five positive qPCR samples were analyzed by ITS-1 PCR-
RFLP and PCR-FFL and only the ear skin sample from A. algirus
(H44) was identified as infected by L. major by both methods, with
fragment lengths of 135 and 204 bp by PCR-FFL, which fall within
the lengths previously described for L. major species (Tomas-Pérez
etal., 2013).To increase the sensitivity of the identification, a KDNA
nested PCR was performed being able to identify the five Leishmania
DNA-positive samples as L. major (Table 2).

4. Discussion

In the area of M’sila studied there are two species of hedgehog:
A. algirus and P. aethiopicus (Khaldi et al., 2012a,b) which are widely
distributed in the same geographical territory as the rodents P. obe-
sus and M. shawi, considered the main reservoir hosts of L. major in
this area (Belazzoug, 1983, 1986). It is not currently known whether
hedgehogs might be infected by the parasite and their possible
epidemiological role as reservoir hosts of Leishmania.

Serology has been used in several epidemiological studies for
detection of Leishmania infection in reservoir hosts (Abranches
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Table 1
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Hedgehog species, date of capture, location of capture site, altitude of capture site, sex, weight and body length of the 24 individuals studied from the area of M’sila (Algeria).

Sample Species Date of capture Procedence Altitude (m) Sex Weight (g) Body length (cm)
H20 A. algirus 26/04/2009 M’cif 412 F 535 235
H24 A. algirus 29/04/2009 Nouara 472 M 701.1 26
H25 A. algirus 03/05/2009 Oued Chiir 535 F 560.2 21
H26 A. algirus 04/05/2009 M’cif 412 F 425 18
H27 A. algirus 05/05/2009 Hammam Dalaa 767 F 797.6 27
H28 A. algirus 05/05/2009 Selmane 528 F 649.3 25.5
H29 P. aethiopicus 09/05/2009 Zerarka 477 F 364.6 18
H30 A. algirus 10/05/2009 Nouara 472 F 539.2 22
H32 A. algirus 13/05/2009 Ouanougha 944 M 858.4 30
H33 A. algirus 17/05/2009 Ouanougha 944 F 590.5 25
H34 A. algirus 19/05/2009 Eddis 536 M 692.6 25
H35 A. algirus 31/05/2009 Ouled Mansour 486 F 712 22
H36 A. algirus 03/06/2009 Guerf 966 M 562.2 25
H38 A. algirus 13/06/2009 M’sila centre 479 M 414 20
H39 P. aethiopicus 13/06/2009 Ouled Mansour 486 F 360 19
H40 P. aethiopicus 14/06/2009 Souamaa 476 F 215.2 14.5
H41 A. algirus 15/06/2009 Laaouaiz 552 F 694.1 23
H42 A. algirus 16/06/2009 M'sila centre 479 M 661 24
H43 P. aethiopicus 16/06/2009 Tamsa 707 F 325.7 10
H44 A. algirus 17/06/2009 Selmane 528 M 424 19
H45 A. algirus 17/06/2009 Selmane 528 F 662.5 22
H46 A. algirus 28/06/2009 Beni-Ilmane 860 F 615.6 22,5
H47 A. algirus 08/07/2009 Ain El-Malh 974 F 922.5 26.5
H49 P. aethiopicus 30/09/2009 Ouled Mansour 486 M 352.1 21

A. algirus: Atelerix algirus; P. aethiopicus: Paraechinus aethiopicus; F: female; M: male.

Table 2

Results obtained in 9 out of the 24 hedgehogs studied that were positive in any of the techniques used: ELISA, WB or qPCR, and molecular Leishmania species identification.

Positive individuals Serology Leishmania DNA qPCR (tC)* Species identification
ELISA (U) WB (kDa) Skin Spleen Blood

H25 22 16 40 40 40 -

H26 13 14, 16, 18, 24, 31 40 40 ns -

H34 20 14, 16, 18, 20 40 40 40 -

H35 20 16 40 40 40 -

H38 28 14, 16, 18, 24, 31, 40 40 40 40 -

H40 13 16 32 40 40 L. major
H44 10 nb 23 32 ns L. major
H46 21 16, 18, 20 40 40 40 -

H49 9 nb 32 32 ns L. major

ELISA cut off: 20 U; WB positive: 14 and/or 16 kDa; nb: no band detected; tC: threshold cycle; qPCR positive: tC values <40; ns: no sample.

4 Mean values of the three replicates of each sample.

et al.,, 1984; Fisa et al., 1999; Di Bella et al., 2003; Sastre et al.,
2008; Millan et al., 2011), but there have been no serological stud-
ies to detect specific antibodies in hedgehogs. Data obtained in
this study show that specific antibodies were detected by ELISA
and WB in 20.83% and 29.17% of hedgehogs tested, respectively.
The seroprevalence obtained in our study with Algerian hedge-
hogs corroborates serological studies made in central Tunisia of
the main L. major reservoirs, P. obesus and M. shawi, which reported
20% and 33% seropositivity, respectively (Ghawar et al., 2011). The
detection of specific antibodies in individuals widely distributed
in the endemic region of M’sila shows a contact between the par-
asite and the hedgehog population that could indicate present or
past infection. For this reason, confirmation of active infection by

direct techniques or molecular methods is required to detect the
parasite in the possible reservoir hosts and to determine the species
involved.

Molecular biology techniques were used in studies to detect new
reservoirs of Leishmania because of their high specificity and sen-
sitivity (Chitimia et al., 2011; Millan et al., 2011). In our research,
parasites were studied by qPCR in three different samples: skin,
spleen and blood. Of the 24 hedgehogs tested, Leishmania DNA was
detected in 2 P. aethiopicus (40%) and in 1 A. algirus (5.3%). The
three infected hedgehogs were from the north of M’sila region, in
Ouled Mansour, Souamaa and Selmane, between 476 and 528 m of
altitude, where most of the individuals were captured. In all these
positive animals, Leishmania DNA was detected in non-injured skin;

Contact evidence?®

Table 3
Results of serology and qPCR studies of skin and spleen samples from the two hedgehog species studied: A. algirus and P. aethiopicus.
Species Serology qPCR
ELISA Western blot Skin sample Spleen sample

A. algirus  95% CI
P. aethiopicus95% CI

5/19 (26.3%)11.45-49.14
0/5(0.0%) 0.0-48.91

5/24 (20.8%) 8.80-40.91

6/19 (31.6%)15.16-54.20
1/5(20.0%) 2.03-64.04

Total  95%Cl 7/24 (29.2%)14.71-49.37

1/19 (5.3%) 0.0-26.48
2/5 (40.0%)11.60-77.09

3/24(12.5%)3.51-31.84

1/19 (5.3%) 0.0-26.48
1/5 (20.0%)2.03-64.04

2/24(8.3%)1.16-27.00

7/19 (36.8%)19.05-59.06
2/5 (40.0%) 11.60-77.09

9/24 (37.5%)21.09-57.36

Results expressed as number of positives/total studied; CI: confidence interval.
2 Positive either for serology or qPCR.
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and in two of them, in the spleen sample as well. Quantitative
results indicated a higher parasite load in the ear skin than in the
spleen samples. All blood samples analyzed were qPCR-negative,
which is not unexpected as only one blood sample of a positive ani-
mal was analyzed, one P. aethiopicus with Leishmania DNA detected
only in the skin. The detection of Leishmania DNA in the skin and
spleen of the hedgehogs studied and the significant parasite load
observed suggest genuine proliferation of Leishmania, which could
indicate a reservoir capacity for these animals.

Prior studies of P. obesus, the main reservoir host of L. major,
by microscopy and/or PCR methods on ear skin samples showed
high prevalence, with 51.1% in spring and winter seasons in Israel
(Wasserberg et al., 2002), similar to the 65% infestation for P. obesus
observed in the north of Africa also by PCR analysis of ear skin sam-
ples (Boudrissa et al., 2011). In our case, the samples were mainly
obtained from April to June, with only one from September that
was Leishmania-positive. This suggests that greater prevalence of
infection might have been found if the study had been conducted
in late summer months or autumn, which are more favorable for
Leishmania infection detection. It cannot be ruled out that hedge-
hogs could be suffering a transient infection episode at the sand
flies transmission period. In addition, the low numbers of desert
hedgehogs (P. aethiopicus) analyzed, accounting for the positivity
observed, might also misrepresent the real positivity.

Given the different species of Leishmania present in Algeria,
molecular techniques were used to identify the species involved
in the infected hedgehogs studied. The ITS PCR-RFLP and PCR-FFL
methods, often used for species identification, allowed the iden-
tification of L. major in the skin sample of the A. algirus infected,
which is related to the important parasite number observed by
qPCR. The other Leishmania DNA-positive samples, with a lower
parasite load observed, could not be identified by the cited tech-
niques. The more sensitive nested PCR performed with the five
Leishmania DNA-positive samples identified all of them as L. major.
The results obtained with these techniques confirmed the infec-
tion of the hedgehogs with L. major, which was reported in prior
studies in Algeria as the principal Leishmania species responsi-
ble for the ZCL recorded in this semi-arid area (Harrat et al,,
1996).

Twenty-three of the 24 hedgehogs included in this study
showed no lesions on their exposed skin (ears, nose or eyelids)
and only one case (H40) had a lesion on the snout, which unfor-
tunately could not be studied. This hedgehog was PCR-positive in
non-injured skin and seropositive by WB analysis. Prior studies of
natural hosts’ infection with L. major gave as a valid indicator of
infection the presence of ear lesions, but they concluded that it is
not a definitive sign because 35% of the proven infected specimens
had no skin lesions (Fichet-Calvet et al., 2003).

Control programs of the main reservoir host, P. obesus, in the
endemic L. major area of M'sila, recorded a decrease in CL cases
from 1391 in 2003 to 965 in 2004 (31% reduction), achieved by
removing the Chenopodiaceae plants that are the exclusive feed of
these gerbils in 3600 hectares (Cherifetal.,2012).In Tunisia, Derbali
et al. (2013) showed that insecticide-treated rodent baits could be
used to reduce the population of Ph. papatasi in ZCL endemic areas.
The decrease in a main reservoir host in the area usually promotes
the increase of other reservoir hosts, like M. shawi (Ben Salah et al.,
2007; Ghawar et al., 2011). It also could have favored the adapta-
tion of L. major to new reservoirs, like hedgehogs, which are not
affected by the destruction of this kind of vegetation, because they
feed mainly on arthropods and a few mollusks, with Formicidae and
Coleoptera as their most appreciated prey (Derdoukh et al., 2012).
Hedgehogs are abundant in rural areas between stones, rocks and
cactus, in our case they were captured close to human settlements
in gardens, palm groves, olive groves, and apricot orchards. Our
results indicate the importance of the identification of the reservoir
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hosts of L. major in the area as key to establishing a more efficient
control strategy.

In conclusion, the number of seropositive hedgehogs, together
with the detection of L. major in the skin and spleen of the hedge-
hog species A. algirus and P. aethiopicus in the L. major endemic area
studied, suggest for the first time the involvement of these hedge-
hog species in the life cycle of this parasite. Our results indicated
that both hedgehog species could be reservoir hosts of leishman-
iasis in the area, playing a role in the epidemiology of ZCL and
interacting with the wild cycle maintained basically by the rodents
P. obesus and M. shawi. To confirm the role of hedgehogs as reservoir
hosts of the parasite is necessary to investigate the ability of sand
flies to get infected through feeding on hedgehogs. Furthermore, it
would be interesting to increase the number of hedgehogs in future
studies. The serology and molecular test used in this study are good
methods to continue, in future research, the search for reservoirs
and for species identification.

Acknowledgments

M. K. thanks everyone who took part in the sampling of hedge-
hogsinthe M’sila region. We are especially grateful to Mr. Radouane
Alouani and Mr. Abdelkrim Moussei (agronomists in the agricul-
tural services of M’sila), who helped design the sampling map. We
also thank Mr. Ivan Chicharro, student of the Laboratori de Para-
sitologia at the Universitat de Barcelona for his contribution in the
study. Finally, we thank T. Evans from the Universitat de Barcelona
for English revision of the manuscript and the Unitat de Genomica
of the CCiTUB (Parc Cientific, Universitat de Barcelona) for their
collaboration.

References

Abranches, P., Conceigao-Silva, F.M,, Silva-Pereira, M.C., 1984. Kala-Azar in Portugal.
The sylvatic cycle in the enzootic endemic focus of Arrabida. J. Trop. Med. Hyg.
87,197-200.

Achour Barchiche, N., Madiou, M., 2009. Outbreak of cutaneous leishmaniasis: about
213 cases in the wilaya of Tizi-Ouzou. Pathol. Biol. 57, 65-70.

Aulagnier, S., Thévenot, M., 1986. Catalogue des mammiféres sauvages du Maroc.
Trav. Inst. Sci. Série Zool. 41 (Rabat).

Aulagnier, S., Haffner, P., Mitchell-Jones, AJ., Moutou, F., Zima, J., 2008. Guide des
mammiferes d’Europe, d’Afrique du Nord et du Moyen-Orient. Delachaux et
Niestlé S.A., Paris.

Belazzoug, S., 1982. Une épidémie de leishmaniose cutaneé dans la région de M'sila
(Algérie). Bull. Soc. Pathol. Exot. 75, 497-504.

Belazzoug, S., 1983. Isolation of Leishmania major Yakimoff, Schokhor, 1914 from
Psammomys obesus Gretzschmar, 1828 (Rodentia: Gerbillidae) in Algeria. Trans.
R. Soc. Trop. Med. Hyg. 77, 876.

Belazzoug, S., 1986. Leishmania infantum, causative organism of visceral leishman-
iasis at Biskra (Algeria). Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 80, 1002-1003.

Ben Salah, A., Kamarianaki, Y., Chlif, S., Ben Alaya, N., Prastacos, P., 2007. Zoonotic
cutaneous leishmaniasis in central Tunisia: spatio temporal dynamics. Int. J.
Epidemiol. 36, 991-1000.

Benikhlef, R., Harrat, Z., Toudjine, M., Djerbouh, A., Bendali-Braham, S., Belkaid,
M., 2004. Detection of Leishmania infantum MON-24 in the dog. Med. Trop. 64,
381-383.

Boubidi, S.C., Benallal, K., Boudrissa, A., Bouiba, L., Bouchareb, B., Garni, R., Bourat-
bine, A., Ravel, C., Dvorak, V., Votypka, J., Volf, P., Harrat, Z., 2011. Phlebotomus
sergenti (Parrot, 1917) identified as Leishmania killicki host in Ghardaia, south
Algeria. Microbes Infect. 13, 691-696.

Boudrissa, A., Cherif, K., Kherrachi, I., Benbetka, S., Bouiba, L., Boubidji, S.C., Benikhlef,
R., Arrar, L., Hamrioui, B., Harrat, Z., 2011. Spread of Leishmania major to the north
of Algeria. Bull. Soc. Pathol. Exot. 105, 30-35.

Cherif, K., Boudrissa, A., Cherif, M.H., Harrat, Z., 2012. A social program for the con-
trol of zoonotic cutaneous leishmaniasis in M'Sila, Algeria. Santé Publique 24,
511-522.

Chitimia, L., Mufioz-Garcia, C.I,, Sanchez-Velasco, D., Lizana, V., Del Rio, L., Murcia, L.,
Fisa, R, Riera, C., Giménez-Font, P., Jiménez-Montalban, P., Martinez-Ramirez,
A., Meseguer-Meseguer, J.M., Garcia-Bacete, 1., Sdnchez-Isarria, M.A., Sanchis-
Monsonis, G., Garcia-Martinez, J.D., Vicente, V., Segovia, M., Berriatua, E., 2011.
Cryptic Leishmaniosis by Leishmania infantum, a feature of canines only? A study
of natural infection in wild rabbits, humans and dogs in southeastern Spain. Vet.
Parasitol. 181, 12-16.

Derbali, M., Chelbi, 1., Cherni, S., Barhoumi, W., Boujaima, A., Raban, R., Poché, R.,
Zhioua, E., 2013. Laboratory field evaluation of an imidacloprid treated rodent

51


http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070

RESULTADOS ARTICULO 2

oral bait for a systemic control Phlebotomus papatasi Scopoli, 1786 (Dipetra:
Psychodidae). Bull. Soc. Pathol. Exotique 106, 54-58.

Derdoukh, W., Guerzou, A., Baziz-neffah, F., Khoudour, A., Dahou, M., Abdelmalek,
M., Doumandji, S., 2012. Selection of preys by Atelerix algirus in two stations of
Mitidja (Algeria). Int. ]. Biotechnol. Res. 2, 51-62.

Di Bella, C., Vitale, F., Russo, G., Greco, A., Milazzo, C., Aloise, G., Cagnin, M., 2003.
Are rodents a potential reservoir for Leishmania infantum in Italy? J. Mt. Ecol. 7,
125-129.

Faizulin, F.G.,Kon’shina, L.N., Abdullaev, L.V.,Ummatov, A.M., 1975. The natural carri-
ers of the agent of zoonotic cutaneous leishmaniasis in the foci of infection in the
Uzbek SSR. Aktual'nye problemy meditsinskoi parazitologii Vypusk 2, 97-101.

Fichet-Calvet, E., Jomaa, L., Ben-Ismail, R., Ashford, R.W., 2003. Leishmania major
infection in the fat sand rat Psammomys obesus in Tunisia: interaction of host
and parasite populations. Ann. Trop. Med. Parasitol. 97, 593-603.

Fisa, R,, Gallego, M., Castillejo, S., Aisa, M.]., Serra, T., Riera, C., Carrid, J., Gallego, J.,
Portis, M., 1999. Epidemiology of canine leishmaniasis in Catalonia (Spain). The
example of the Priorat focus. Vet. Parasitol. 83, 87-97.

Ghawar, W., Toumi, A., Snoussi, M.A., Chlif, S., Zaatour, A., Boukthir, A., Bel Haj
Hamida, N., Chemkhi, J., Diouani, M.F.,, Ben-Salah, A., 2011. Leishmania major
infection among Psammomys obesus and Meriones shawi: reservoirs of zoonotic
cutaneous leishmaniasis in Sidi Bouzid (Central Tunisia). Vector Borne Zoonotic
Dis. 11, 1561-1568.

Harrat, Z., Pratlong, F., Belazzoug, S., Dereure, J., Deniau, M., Rioux, J.A., Belkaid, M.,
Dedet, J.P., 1996. Leishmania infantum and L. major in Algeria. Trans. R. Soc. Trop.
Med. Hyg. 90, 625-629.

Harrat, Z., Boubidi, S.C., Pratlong, F., Benikhlef, R., Selt, B., Dedet, ].P., Ravel, C., Belkaid,
M., 2009. Description of a dermotropic Leishmania close to L. killicki (Rioux Lan-
otte & Pratlong, 1986) in Algeria. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 103, 716-720.

Hasbaia, M., Hedjazi, A., Benayada, L., 2012. Variabilité de I'érosion hydrique dans
le bassin du Hodna: Cas du sous-bassin verssant de I'oued elham. Rev. Mar. Sci.
Agron. Vét. 1, 28-32.

Izri, M.A., Belazzoug, S., Pratlong, F., Rioux, ].A., 1992. Isolement de Leishmania major
MON 25 de Phlebotomus papatasi a Biskra, Algérie. Ann. Parasitol. Hum. Comp.
67,31-32.

Izri, M.A,, Belazzoug, S., 1993. Phebotomus (Larroussius) perfiliewi naturally infected
with dermotropic Leishmania infantum at Tenes (Algeria). Trans. R. Soc. Trop.
Med. Hyg. 87, 399.

Jaouadi, K., Haouas, N., Chaara, D., Gorcii, M., Chargui, N., Augot, D., Pratlong, F.,
Dedet, ].P., Ettlijani, S., Mezhoud, H., Babba, H.,2011. First detection of Leishmania
killicki (Kinetoplastida, Trypanosomatidae) in Ctenodactylus gundi (Rodentia:
Ctenodactylidae), a possible reservoir of human cutaneous leishmaniasis in
Tunisia. Parasit. Vectors 4, 159.

Khaldi, M., Socolovschi, C., Benyettou, M., Barech, G., Biche, M., Kernif, T., Raoult,
D., Parola, P., 2012a. Rickettsiae in arthropods collected from the North African
Hedgehog (Atelerix algirus) and the desert hedgehog (Paraechinus aethiopicus) in
Algeria. Comp. Immunol. Microbiol. Infect. Dis. 35, 117-122.

Khaldi, M., Torres, ]J., Samsé, B., Miquel, ]., Biche, M., Benyettou, M., Barech, G.,
Benelkadi, H.A., Ribas, A., 2012b. Endoparasites (Helminths and Coccidians) in

52

M. Tomds-Pérez et al. / Acta Tropica 135 (2014) 44-49 49

the hedgehogs Atelerix algirus and Paraechinus aethiopicus from Algeria. Afr. Zoo.
47,48-54.

Lemaire, G., Sergent, E., L'Héritier, A., 1913. Recherches sur la leishmaniose du chien
d’Alger. Bull. Soc. Pathol. Exot. 6, 579-581.

Martin-Ezquerra, G., Fisa, R,, Riera, C., Rocamora, V., Fernindez-Casado, A., Bar-
ranco, C., Serra, T., Bar6é, T., Pujol, RM., 2009. Role of Leishmania spp.
infestation in nondiagnostic cutaneous granulomatous lesions: report of a
series of patients from a Western Mediterranean area. Br. ]J. Dermatol. 161,
320-325.

Mihoubi, ., Picot, S., Hafirassou, N., de Monbrison, F., 2008. Cutaneous leishmania-
sis caused by Leishmania tropica in Algeria. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 102,
1157-1159.

Millan, J., Zanet, S., Gomis, M., Trisciuoglio, A., Negre, N., Ferroglio, E., 2011. An inves-
tigation into alternative reservoirs of canine leishmaniasis on the endemic island
of Mallorca (Spain). Transbound Emerg. Dis. 58, 352-357.

Mufoz-Madrid, R., Belinchén-Lorenzo, S., Iniesta, V., Ferndndez-Cotrina, J., Parejo,
J.C., Serrano, F.J., Monroy, I, Baz, V., Gomez-Luque, A., Gomez-Nieto, L.C., 2013.
First detection of Leishmania infantum kinetoplast DNA in hair of wild mam-
mals: application of qPCR method to determine potential parasite reservoirs.
Acta Trop. 128, 706-709.

Noyes, H.A., Reyburn, H., Bailey, J.W., Smith, D., 1998. A nested-PCR-based
schizodeme method for identifying Leishmania kinetoplast minicircle classes
directly from clinical samples and its application to the study of the epidemiol-
ogy of Leishmania tropica in Pakistan. J. Clin. Microbiol. 36, 2877-2881.

Petrisceva, P.A., 1971. The natural focality of leishmaniasis in the USSR. Bull. World
Health Organ. 44, 567-576.

Reeve, N., 1994. Hedgehogs. Poyser Natural History, T. and A. D. Poyser.

REM (Relevé Epidémiologique Annuel), 2003. Institut National de la Santé Publique
d’Algérie (INSP) 15, 13.

REM (Relevés Epidémiologiques Mensuels), 2009. Institut National de la Santé
Publique d’Algérie (INSP) 20, 18.

Riera, C.,, Valladares, J.E., Gillego, M., Aisa, M.]., Castillejo, S., Fisa, R., Ribas, N., Carri6,
J., Alberola, J., Arboix, M., 1999. Serological and parasitological follow-up in dogs
experimentally infected with Leishmania infantum and treated with meglumine
antimoniate. Vet. Parasitol. 84, 33-47.

Sastre, N., Francino, O., Ramirez, O., Ensefiat, C., Sanchez, A., Altet, L., 2008. Detec-
tion of Leishmania infantum in captive wolves from Southwestern Europe. Vet.
Parasitol. 158, 117-120.

Schénian, G., Nasereddin, A., Dinse, N., Schweynoch, C., Schallig, H.D.F.H., Presber,
W., Jaffe, C.L., 2003. PCR diagnosis and characterization of Leishmania in local
and imported clinical samples. Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 47, 349-358.

Tomads-Pérez, M., Fisa, R., Riera, C., 2013. The use of fluorescent fragment length anal-
ysis (PCR-FFL) in the direct diagnosis and identification of cutaneous Leishmania
species. Am. J. Trop. Med. Hyg. 88, 586-591.

Wasserberg, G., Abramsky, Z., Anders, G., El-Fari, M., Schoenian, G., Schnur, L., Kotler,
B.P., Kabalo, I., Warburg, A., 2002. The ecology of cutaneous leishmaniasis in
Nizzana Israel: infection patterns in the reservoir host, and epidemiological
implications. Int. J. Parasitol. 32, 133-143.


http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0185
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0195
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0200
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0205
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0210
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215
http://refhub.elsevier.com/S0001-706X(14)00101-6/sbref0215

3.3. ARTICULO 3;

“Multilocus Microsatellite Typing of Leishmania infantum

in monitored Leishmania/HIV coinfected patients”






RESULTADOS ARTICULO 3

TIPADO DE LEISHMANIA INFANTUM EN AISLADOS PROCEDENTES DE
LA MONITORIZACION DE PACIENTES CO-INFECTADOS CON
LEISHMANIA/VIH MEDIANTE EL ESTUDIO DE MICROSATELITES

Miriam Tomas Pérez, Mallorie Hide, Cristina Riera, Liliana Montoya,

Anne-Laure Bafuls, Esteve Ribera, Montserrat Portus y Roser Fisa

Parasites & Vectors
[En proceso de revision]

Factor de impacto: 3,25

RESUMEN

La co-infeccion Leishmania/VIH, con Leishmania infantum como agente causal de
ambas formas clinicas, visceral y cutanea, de leishmaniosis en el area del Mediterraneo,
esta caracterizada por la aparicién de numerosas recaidas clinicas. El analisis mediante
microsatélites (MLMT) es una herramienta Gtil para los estudios genéticos de
Leishmania, que ha permitido detectar un elevado polimorfismo en cepas procedentes
de reservorios y vectores. En este estudio mediante MLMT se han analizados los
perfiles genéticos de 25 muestras de L. infantum obtenidas de 8 pacientes co-infectados
con Leishmania/VIH que han sufrido sucesivas recaidas clinicas, los cuales fueron
monitorizados de 2 a 7 veces antes y después del tratamiento. Los 20 microsatélites
estudiados produjeron electroforegramas claros con sé6lo uno o dos alelos en cada locus.
Un total de 18 microsatélites fueron polimdrficos, siendo LIBTG el mas polimorfico
con 7 alelos distintos. EI MLMT permitio estudiar las caracteristicas genéticas de 25
muestras de L. infantum diferenciando 18 genotipos distintos, 15 de éstos fueron unicos
entre el total analizados, mientras que solo 3 fueron repetidos, 2 de éstos detectados en
distintos pacientes. El analisis filogenético realizado ha permitido observar las
distancias genéticas entre aislados, con 13 de ellos, procedentes de 5 pacientes distintos,
presentado distancias genéticas proximas. Los 12 aislados restantes de los otros 3
pacientes mostraron distancias genéticas mayores, sugiriendo distintas fuentes de
infeccién. EIl andlisis de los aislados de Leishmania procedentes de 10 recaidas clinicas

indicaron que sélo 2 compartian el mismo genotipo con los aislados correspondientes a
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la primo-infeccion, constituyendo de ésta manera casos confirmados de recaidas. En las
otras recaidas clinicas, los resultados revelaron o bien pequefias o importantes
variaciones genéticas, sugiriendo o bien la evolucion del paréasito en el paciente, o una
infeccion mixta en la primo-infeccién, o la reinfeccion causada por otro genotipo de
Leishmania. El analisis de aislados procedentes de pacientes co-infectados con
Leishmania/VIH mediante MLMT ha permitido el estudio del parésito desde un punto

de vista genético y clinico, ayudando a diferenciar entre reinfecciones y recaidas.

56



Parasites & Vectors RESULTADOS ARTICULO 3

Multilocus microsatellite typing of Leishmania infantum in monitored Leishmania/HIV

Manuscript Number:

Full Title:

Article Type:
Abstract:

Corresponding Author:

Corresponding Author Secondary
Information:

Corresponding Author's Institution:

Corresponding Author's Secondary
Institution:

First Author:
First Author Secondary Information:

Order of Authors:

coinfected patients
--Manuscript Draft--

Multilocus microsatellite typing of Leishmania infantum in monitored Leishmania/HIV
coinfected patients

Research

Background: Leishmania/HIV coinfection, with Leishmania infantum as the main
etiological agent of both visceral and cutaneous clinical forms of leishmaniasis in the
Mediterranean area, is characterized by the occurrence of numerous clinical relapses.
Multilocus Microsatellite Typing (MLMT) is a useful tool for Leishmania genetic studies,
since high intraspecific polymorphism has been described in strains isolated from hosts
and vectors.

Methods: In this study, we analysed the MLMT profiles of 25 L. infantum samples from
8 Leishmania/HIV co-infected patients suffering clinical relapses, who were monitored
2 to 7 times before and after treatment.

Results: There were 20 microsatellite loci studied that produced clear
electrophoregrams with only one or two alleles at each locus. A total of 18
microsatellite markers were polymorphic, the most polymorphic being LIBTG with 7
different alleles. MLMT enabled us to study the genetic characteristics of the 25 L.
infantum samples, differentiating 18 genotypes. Fifteen of them were unique in the total
sample set and only 3 were repeated, 2 of which were detected in different patients.
Both clustering and phylogenetic analyses provided insights into the genetic links
between the samples; 13 out the 25 isolates from 5 different patients were clustered
together, revealing low genetic distances. The 12 remaining isolates from the 3 other
patients showed greater genetic distances, suggesting different sources of infection.
Analysis of the Leishmania isolates from 10 clinical relapses indicated that only two
shared an identical genotype with corresponding samples taken during the primo
infection, and therefore constituted two confirmed relapses. In the other relapse cases,
the results revealed either slight or important genetic variation, suggesting either an
evolution of the parasites in the patient, or a mixed infection in the first infection stage
or a reinfection by another Leishmania genotype.

Conclusions: The analysis of different isolates taken from Leishmania/HIV positive
coinfected patients with multilocus microsatellite markers allowed us to study the
parasite from a genetic and clinical point of view, helping to differentiate between re-
infections and relapses.
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BACKGROUND

The first case of leishmaniasis associated with HIV infection was reported in
1985, since then, the cases of coinfection in southern Europe have been increasing.

Nowadays coinfection cases are reported in thirty-five countries around the world. The

©CO~NOOOTA~AWNPE

four European countries mainly affected are France, Italy, Portugal and above all Spain,
13 the latter having the highest incidence due to a greater geographical overlap between
15 leishmaniasis and HIV infections [1]. Leishmania infantum is the main etiological agent
18 of both visceral and cutaneous clinical forms of human leishmaniasis in this area, which
20 is transmitted through vectors of the species Phlebotomus perniciosus and P. ariasi [2].
23 These cases of leishmaniasis/HIV coinfection usually result in visceral leishmaniasis
25 (VL), and are often thought to be related to the reactivation of asymptomatic infections
58 [1]. Acquired infection among intravenous drug users (IVDU) sharing contaminated
30 syringes has also been reported, which could represent an anthroponotic cycle [3]. VL
cases associated with HIV are characterized by the appearance of numerous relapses
35 that vary in number and average duration according to the immunological status of

37 patients, parasite species, and use of antileishmanial therapy [1].

a1 For the epidemiological study and follow-up of these coinfection cases, highly
43 discriminatory methods are needed to differentiate Leishmania at the strain level [4],[5].
Previous research on different Leishmania strains of coinfected patients in France using
48 isoenzymatic characterization (MLEE) revealed a low polymorphism in primo infection
50 as well as in relapse cases [6]. In the south of Spain, a greater polymorphism was found
53 by MLEE studies, but almost 50% strains in coinfected patients were described as

55 zymodeme MON-1 [7],[8].

59


http://www.editorialmanager.com/parv/download.aspx?id=7236&guid=a10156b1-72bd-40a1-8afa-a19dc2428e2f&scheme=1
http://www.editorialmanager.com/parv/viewRCResults.aspx?pdf=1&docID=574&rev=0&fileID=7236&msid={19AD195F-6EA1-4E49-B9B1-F66BB7A1A67B}

©CO~NOOOTA~AWNPE

RESULTADOS ARTICULO 3

Microsatellite markers have proved to be powerful tools for molecular typing
and population genetic studies in Leishmania, being able to discriminate among
zymodemes, even within MON-1 [4]. Microsatellites are short nucleotide fragments of
1 to 6 bp repeated in tandem and ubiquitously distributed in the genomes of eukaryotic
organisms [9]. They present high rates of mutation and variability due to allelic repeat
length variation [10],[11]. The Multilocus Microsatellite Typing (MLMT) approach
developed for the Leishmania donovani complex is based on a set of 14-20 unlinked
microsatellite loci [11]. The present MLMT study aimed to genetically characterize L.
infantum samples taken from monitored Leishmania/HIV coinfected patients presenting
clinical relapses. The specific objective was to define the genetic links between the
parasites of the 8 patients under study and between parasites from repeated samples of
the same patient. Besides describing a Leishmania population in HIV patients, this
genetic study generated data that helped to differentiate between re-infections and

relapses.

MATERIAL AND METHODS

Patients. The study included 8 adults with Leishmania/HIV coinfection from the
Barcelona metropolitan area, monitored at the Hospital Vall d’Hebron (Barcelona,
Spain). They were 7 men and 1 woman, 6 of whom were 1VDU, aged from 27 to 44

years at the start of the study, when the first Leishmania isolate was obtained (Table 1).

All patients were under HAART therapy (Highly Active AntiRetroviral
Therapy). Diagnosis of VL was confirmed by culture in bone marrow or peripheral
blood. After diagnosis, patients received one of the following treatments at standard

doses: liposomal amphotericin B or amphotericin B lipid complex.
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The study protocol was approved by the institutional review board of the

hospital, and all patients signed informed consent for their participation in this study.

Leishmania infantum samples. Twenty-five isolates were collected from
clinical episodes and monitoring of the 8 patients. Two to seven isolates per patient
were taken before and after treatment, with time intervals of 6 days to 29 months (Table
1). Three isolates were obtained before treatment, fifteen during the clinical relapses and
seven during the monitored period. All isolates, previously cultured in Schneider’s
insect medium and/or NNN (Novy-McNeal-Nicolle’s) medium, were stored in the
Leishmania Cryobank at the Universitat de Barcelona, and were identified as L.
infantum by specific PCR [12],[13]. A L. infantum strain from Toulouse (France) was
used as a reference to build the neighbor-joining (NJ) tree: LEM2355 (WHO code:

MHOM/FR/91/LEM2355; MON-183).

DNA extraction. One cryovial from each isolate was used for isolation of DNA.
The promastigotes were quickly thawed and DNA was extracted using a chelex resin
protocol: 100 pL of sterile water and 400 pL of chelex solution [1% Tween 20 (Sigma,
St. Louis, MO), 1% Nonidet P-40 (Sigma, St. Louis, MO) and 20% of chelex resin
(BioRad Laboratories, Hercules, CA)] were added to the promastigote sediment. It was
heated at 100°C for 20 min and then vortexed. Finally, the mixture was centrifuged for
10 min at 12,000 g to separate the resin and the supernatant was collected as the
substrate for the PCR. Amplification of the supernatant by PCR was either performed

immediately or after storage at -20°C.

Multilocus Microsatellite Typing (MLMT). The genotyping was done using
20 microsatellite markers previously described for the genetic characterization of L.

infantum (Table 2). Amplification was performed in a volume of 30 pL containing 3 pL
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of 10X buffer, 1 nmol of dNTP mix, and 10 pmol of each primer (the forward being
labeled) and 1.5 units of Taq polymerase (Tag Polymerase, 5U/uL, Roche Diagnostics,
France). We added 50 ng of extracted DNA to the mixture and incubated it in a thermal
cycler under the following conditions: a denaturing step at 94°C for 2 min, followed by
35 cycles of denaturation for 30 sec at 94°C, annealing for 1 min at the annealing
temperature of each locus (Table 2) and extension for 1 min at 72°C, followed by a final
extension at 72°C for 30 min. The amplified products were analyzed using an automated
fragment analysis on an ABI Prism 3130XL genetic analyzer (Applied Biosystems,
France) with a Genescan 500 LIZ internal size standard. Finally, data were analyzed

with GeneMapper analysis software (version 4.0, Applied Biosystems, France).

Genetic diversity and differentiation analysis. Data were analyzed with
FSTAT Version 2.9.3.2 [14] updated from [15], which allows the calculation of
diversity indices such as Nei’s unbiased genetic diversity index within subsamples (HS),
the observed heterozygosity (Ho), as a measure of genetic diversity [16], and the
number of alleles per locus (Na) measuring genetic polymorphism. The genotypic
diversity was calculated as the ratio of the number of genotypes per total number of

samples.

Clustering and phenetic analyses. The genetic characteristics of the
Leishmania samples under study were investigated with MLMT data by two different
methods. The first was based on genetic distances by the construction of a phenetic tree
according to the proportion of shared allele distances (Das). The tree was constructed by
the NJ method (PHYLIP software 3.67 package) and visualized with Treedyn software.
The second approach consisted of a model-based Bayesian clustering method
implemented in STRUCTURE v 2.3.1 [17]. This algorithm simultaneously estimates the

allele frequencies to assign individuals into genetically distinct populations (K) and each
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probability for the identification of the most likely number of populations. The allele
frequencies among populations were correlated by admixture modeling for a series of
runs using a ‘burn-in’ period of 20,000 iterations and probability estimates based on
200,000 of Markov chain Monte Carlo (MCMC) repeats. Ten independent runs for each
K were carried out for each possible number of clusters (K) in order to quantify the
variation in the likelihood of the data for a given K. The most appropriate number of
populations was determined based upon ad hoc statistic & K, which evaluates the
second order rate of change of the likelihood function with respect to the number of

populations (K).

RESULTS

Genetic diversity. All 20 microsatellite loci used for the analysis of the 25 L.
infantum samples produced clear electrophoregrams, with only one or two alleles at
each locus. We found 18 polymorphic microsatellite markers, with LIBTG as the most
polymorphic, having 7 different alleles (N,) and two monomorphic markers, LIST7025
and LIST7031. We observed 8 polymorphic microsatellites with more than 5 alleles,
LIST7021, LIST7035 and Rossi2 with 6 alleles each; and Li22-35, Li45-24, LIST7033,
LIST7037 and LIST7039 with 5 alleles. Markers Li72-20, LiBTA and LIST7026
revealed 4 alleles; Li71-5/2, LIST7024, Rossil and LIST7038 3 alleles; TubCA and
LIST7028 showed 2 alleles. The mean value was 4 alleles per locus (Table 2). The
diversity analysis, including all the 25 strains, revealed an observed heterozygosity (Ho)
between 0 and 0.411 (overall 0.095); the mean intrapopulation genetic diversity (Hs)

ranged between 0 and 0.373, with an overall value of 0.196 (Table 2).
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Genotype analysis and phylogenetic reconstruction. A total of 18 genotypes
(G) were characterized for the 25 samples belonging to the 8 monitored patients (Table
1), corresponding to a genotypic diversity of 0.72. Of these genotypes, 15 were unique
in the total sample set, and only 3 (G7, G9 and G16) were repeated. The three repeated
genotypes were found in four different patients: G7 in two of the three isolates of
patient 7 and one of the seven isolates of patient 8; G9 in the two isolates of patient 4;
and G16 in the three isolates of patient 3 and two isolates of patient 8. Only genotypes

G16 and G7 were detected in two different patients.

MLMT profiles were used to calculate genetic distances and build a neighbor-
joining tree. The genetic distance tree allowed us to differentiate 2 main populations or
clusters C1 and C2, the latter composed of 2 well-supported subclusters C2a and C2b
(Figure 1). The reference strain LEM2355 was used as the outgroup. At the top of the
tree, sample 5b from patient 5 is clearly separated from the others. The first cluster (C1)
is composed of the two isolates obtained from patient 2, separated from the others with
a strong bootstrap value of 100%. The second cluster (C2) is defined by a bootstrap
value of 84% and contains all the other 22 samples. In C2, we can detect several
subclusters, but only two subclusters, representing 5 samples and designated as C2a and
C2b, are supported by bootstrap values higher than 80%. C2a, with a bootstrap value of
100%, is composed of the three samples of patient 7 and one sample (8b) of patient 8;

C2b is supported by a bootstrap value of 84% and includes all samples from patient 1.

Clustering analysis. The population organization of the 25 samples was
analyzed with STRUCTURE software for a better visualization of the data. Using the
methods of Evanno and Garnier [18],[19], the analysis indicated the existence of 6
different populations (K = 6) (Figures 1 and 2). Considering K = 6, all samples from

patients 2 and 1 defined two of these six populations, corresponding to the cluster C1
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and the subcluster C2b of the phenetic tree. A third STRUCTURE population was
defined by all samples from patient 7 and one sample from patient 8 (8b), corresponding
to the subcluster C2a. A fourth population included all other samples from C2, which
were all samples from patients 3 and 4, and some samples belonging to patients 5, 6 and
8 (5a, 6a, 6¢C, 8c, 8d, 8e, 8f and 8g). The two other populations were defined by the
outgroup and one sample from patient 5 (5b). The STRUCTURE analysis did not allow
the classification of two samples, 8a and 6b, which appear as mixed genotypes of NJ

tree populations, C2, C2a and the non-classified sample 5b from patient 5.

DISCUSSION

L. infantum is the causative species of VL and CL in the northwest
Mediterranean area and an opportunistic parasite in HIV patients. It appears that
immunocompromised people may be vulnerable to parasites that either fail to survive or
never cause detectable morbidity in immunocompetent people. Furthermore,
“dermotropic” variants of L. infantum have been reported to cause visceral disease in
HIV-positive patients [1],[7],[20]. Other studies have revealed differences in parasitic
genotypes between L. infantum strains from asymptomatic carriers and HIV-positive
VL patients, suggesting that some genotypes are unable to cause disease [21]. Previous
MLMT research has also shown a corresponding polymorphism in L. infantum samples
obtained from Leishmania/HIV patients, even within the predominant MON-1
zymodeme, thus revealing the low discriminatory power of the MLEE analysis

[4],[10].[22].

In the present study, MLMT characterization of the 25 L. infantum samples

showed the existence of a genetic polymorphism with a mean number of alleles per
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locus (N,) of 4. Considering that our sample set came from only 8 coinfected patients
monitored over time, and also from the restricted geographical area of Barcelona, the N,
is not negligible in comparison with previous studies performed in nearby areas. For
example, in the South of France, a mean N, of 4.13 was found within L. infantum
samples from symptomatic humans and dogs and asymptomatic humans [21]. A similar
mean value of N, 4.57 was obtained in Portugal from human, dog, vulpine and
phlebotomine L. infantum samples [22]. Likewise, another study performed on MON-1
L. infantum samples from Spanish, Portuguese and Greek human patients, dogs and

phlebotomine sand flies obtained a mean N, value of 4.6 [4].

Furthermore, 18 different genotypes were found in the 25 analyzed samples,
with a low number of repeated genotypes, despite their limited geographical and human
origin. It is also worth emphasizing that these isolates come from only 8 relapsing
patients. Fifteen genotypes were unique in the total sample set, and only three (G7, G9
and G16) were repeated; both G7 and G16 appeared in two different patients, and G9 in
two isolates from the same patient. No correlation was observed between genotypes and
clinical manifestation, with 16 different genotypes among the 18 clinical episodes, and
two (G7 and G16) of the three repeated genotypes present in clinical relapse episodes
and in monitored asymptomatic periods. The kind of sample used in the study, bone
marrow or peripheral blood, was not associated with particular genotypes either, as

previously described by other authors [23].

Our data indicated a high degree of heterogeneity and no predominant genotype
in the samples, but a more extensive study is required to assess the real variability and
abundance of genotypes in immunocompromised patients. The parasite heterogeneity
observed in our patient set is in agreement with the genetic variability described in a

previous MLMT study on Leishmania isolates from dogs and sand flies performed in a
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rural leishmaniasis-endemic area close to Barcelona (Priorat, Tarragona) [23]. Other
MLMT studies performed on Leishmania parasites from different hosts, geographical
regions and clinical forms have also found a low number of repeated multilocus
genotypes [22]-[24]. A Portuguese study reported a generally low percentage (12%) of
repeated genotypes, although a higher percentage in coinfected patients [22]. This could
be explained by a high number of cases due to human-to-human transmission, notably
between VDU [25],[26]. The genotypic diversity registered in our study was 0.72,
similar to other studies performed in Europe, for example, 0.55 in Greece [27] or 0.67 in
Portugal [22]. However, any comparison between these results is limited by the variable

number of samples analyzed and loci tested.

The phylogenetic reconstruction of our data by neighbor-joining (NJ) tree and
STRUCTURE analysis was useful to visualize sample distribution and genetic
relationships. In five patients (1, 2, 3, 4 and 7), the NJ tree showed clear genetic links
between the different samples. Either the genotype was exactly the same, as in the
samples of patients 3 and 4, or slightly different, as in patients 1, 2 and 7. This suggests
that in some cases the population underwent an intrapatient evolution over time. In
contrast, the samples of the other three patients (5, 6 and 8) are dispersed in different
clusters, suggesting either a primo infection with multiple genotypes or reinfection
events with different genotypes. Most remarkable is patient 8, whose 7 isolates revealed

6 different and distant genotypes, and whose case warrants further study.

These results are interesting because one of the main problems in treating
repeated leishmaniasis clinical episodes in coinfected patients is to differentiate between
reinfections and relapses. Previous studies with monitored Leishmania/HIV coinfected
patients revealed the existence of a residual parasite load after gPCR analysis, which

was attributed to subsequent recurrences of VL. Nevertheless, detection by qPCR did
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not allow parasite characterization to differentiate between a relapse and reinfection
[28]. In contrast, the use of MLMT analysis has proven useful in this respect and
allowed some studies to detect a high percentage of relapse cases among the clinical

episodes of coinfected patients [4],[5],[22].

In our study, the percentage of relapses was low and only the isolates of two
patients (patients 3 and 4) shared the same genotype, showing that these clinical
episodes were due to the same Leishmania genotype. In these two patients, relapses
occurred 6 months after treatment and were not considered as a failure of treatment by
clinicians. In the other six patients, the samples showed different genotypes during
clinical episodes and monitoring periods. Nevertheless, it is worth noting that those
from three patients (patients 1, 2 and 7) were closely genetically related, perhaps due to
the evolution of the Leishmania population in the patient, and thus these cases could
also be due to a relapse. From a clinical point of view, because of the short time
between the end of the treatment and the new clinical episode, the cases of patients 2
and 7 were considered by clinicians as a therapeutic failure, unlike the case of patient 1,

with 8 and 12 months between relapse episodes.

For the isolates of patients 5, 6 and 8, which showed a high dispersion in the NJ
tree, the relapse hypothesis is unlikely. The results obtained with STRUCTURE are
globally in agreement with the genetic distance analysis. The analysis clearly indicates
that isolates from these three patients correspond to different populations and some
would be the result of mixing between populations, such as the 6b and 8a samples.
These differences cannot be explained by reinfection events caused by sand fly
transmission, since no transmission period occurred between the clinical episodes. The

second possibility, that of a multiple infection, is thus the most probable. This could be
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due to the inoculation of different Leishmania genotypes by one or several sand flies, or

to the multiple sharing of contaminated syringes between 1VDU.

As already underlined, the case of patient 8 is remarkable, with seven isolates,
two from clinical episodes and five from monitored controls, represented by 6 different
genotypes. Two isolates were obtained with only a six-day interval, thus ruling out a
reinfection, especially as the patient was hospitalized. Furthermore, this patient
developed a second clinical relapse, again with a different genotype. This high genetic
variability clearly indicates a mixed infection, with a genotype selection during the
culture of the samples. The culture bias is a considerable inconvenience for the
interpretation of the results, as it is impossible to assess if one genotype is more
responsible than another for the clinical episode. To avoid culture selection, it would be

interesting to work directly with clinical samples, as carried out by other authors [29].

In conclusion, the analysis of different isolates taken from Leishmania/HIV
positive coinfected patients with multilocus microsatellite markers allowed us to study
the evolution of the infections. According to the results and clinical data, we had three
different types of cases in our study: (i) two coinfected patients who relapse, with the
same genotypes in the primo infection and the second episode (25%); (ii) three
coinfected patients who probably relapse, with slightly different genotypes between the
primo infection and the other episodes due to the evolution of the parasite population
inside the patient (37.5%), and (iii) three coinfected patients infected by several distant
genotypes in the primo infection and a differential selection by the parasite culture

performed for the study (37.5%).
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Locus GenBank Allele size Dye label Ta(°C) Na Hs H,
accession no. (bp)

Li22-35° AMO050045 90-106 VIC 58 5 0.191 0.042
Li45-24 3 AMO050048 88-108 NED 58 5 0.208  0.060
Li71-5/2 8 AMO050050 104-108 VIC 54 3 0.280 0.042
Li72-20° AMO050057 87-95 VIC 50 4 0.275 0.042
LIBTA * nd 226-246 VIC 58 4 0.316 0.167
LIBTG * nd 219-257 6-FAM 58 7 0.340 0.104
LIST7021° AF427869 228-246 6-FAM 54 6 0.338 0.143
LIST7024° AF427872 198-224 VIC 59 3 0.049  0.000
LIST7025° AF427873 171-179 6-FAM 56 1 0.000 0.000
LIST7026 ° AF427874 201-231 NED 56 4 0.089  0.000
LIST7028° AF427876 104-108 VIC 58 2 0.049  0.000
LIST7031° AF427879 166-174 PET 54 1 0.000 0.000
LIST7033° AF427881 196-226 6-FAM 58 5 0.349 0411
LIST7035° AF427883 188-202 PET 56 6 0.373 0.146
LIST7037° AF427885 178-194 6-FAM 58 5 0.320 0.411
LIST7038° AF427886 122-130 NED 56 3 0.088 0.000
LIST7039° AF427887 199-215 PET 58 5 0.128 0.143
Rossil ® X76394 104-110 6-FAM 59 3 0.100 0.000
Rossi2 * X76393 140-160 VIC 57 6 0.335 0.185
TubCA 3 nd 74-84 6-FAM 58 2 0.100  0.000
Mean value 4 0.196  0.095

Ta: annealing temperature (thermocycling conditions); Na: number of alleles; Hs: Nei’s
unbiased genetic diversity within subsamples; Ho: observed heterozygosity (Nei & Chesser,
1983); *Bulle, 2002 [30]; Hide, 2013 [21]; *Jamjoon, 2002 [31]; ® Ochsenreither, 2006 [10]; "
Rossi, 1994 [32].

Table 2. Characteristics of the 20 microsatellite loci used in this study for Leishmania

infantum genotyping.
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Figure 1. Phylogenetic analysis of Leishmania samples from HIV/Leishmania
patients, by neighbor-joining tree inferred from the Das distances calculated
from the data of 20 microsatellite markers performed on 25 Leishmania infantum
samples. Two main populations or clusters (C1 and C2) were detected between

Leishmania samples from 8 analyzed patients.
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Figure 2. Population structure of the 25 L. infantum samples coming from
HIV/Leishmania co-infected patients as inferred by STRUCTURE software on
the basis of 20 microsatellite data. The peak at K=6 represents the most probable
number of populations; vertical bars represent each analyzed stock divided into

K colors.
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4. DISCUSION

Los trabajos presentados en esta tesis doctoral se han basado en el uso, disefio y
optimizacién de herramientas moleculares para facilitar el diagndstico de las
leishmaniosis humanas y de reservorios animales, asi como para favorecer el
conocimiento del agente causal a nivel interespecifico e intraespecifico. En los Ultimos
afios, las técnicas moleculares han revolucionado el mundo del diagnostico de las
enfermedades parasitarias, y a su vez, han permitido avanzar en el conocimiento de los
parésitos y su genética de poblaciones ofreciendo grandes ventajas sobre las técnicas
clasicas por su rapidez, especificidad y sensibilidad.

Las técnicas moleculares basadas en la PCR se han mostrado dtiles para la
caracterizacion de Leishmania a nivel de especie mediante variantes como la PCR-
RFLP o las técnicas gPCR con cebadores y/o sondas especificas. EI primer objetivo de
nuestro estudio ha ido dirigido a mejorar el diagndstico de las leishmaniosis cutaneas
del area Mediterranea disefiando herramientas moleculares para el genotipado
interespecifico de Leishmania spp, que faciliten la tipacion a nivel de especie,
fundamentalmente sobre muestras biologicas de pacientes de zonas endémicas ddonde

distintas especies de Leishmania pueden coexistir.

La caracterizacion mediante isoenzimas o0 MLEE ha sido la metodologia més utilizada
para el genotipado de Leishmania spp, técnica capaz de tipar a nivel de especie y
también de cepa, aunque su alcance a nivel intraespecifico ha resultado ser poco
discriminativo (Pratlong et al., 2003; Schonian et al., 2011). Sin embargo, el desarrollo
de técnicas basadas en la PCR ha presentado ventajas respecto al MLEE, entre ellas la
facilidad y rapidez en el desarrollo del analisis, ya que no precisan del aislamiento del
parasito por cultivo debido a su mayor sensibilidad. Entre ellas encontramos PCRs
especificas a nivel de especie, que utilizan cebadores y/o sondas especificas (Salotra et
al., 2001; Fisa et al., 2002; Jirku et al., 2006; Laurent et al., 2009); técnicas de HRM,
que realizan la caracterizacion interespecifica basandose en diferencias en las
temperaturas de disociacion, temperaturas que se han mostrado muy préximas para
todas las especies de Leishmania, por lo que deben analizarse cautelosamente para

evitar errores de interpretacion de los resultados (Nasereddin y Jaffe, 2010; Talmi-Frank
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et al., 2010; Schonian et al., 2011); o técnicas PCR-RFLP que por su simplicidad y fécil
aplicabilidad en los laboratorios, y aplicadas a distintas secuencias como el gen
ribosomico 7SL (Azmi et al., 2010; Nasereddin y Jaffe, 2010), los genes gp63 y hsp70
(Victoir et al., 1998; Garcia et al., 2004; Zelazny et al., 2005; Fraga et al., 2010) y la
secuencia ribosomica ITS-1 (Schonian et al., 2003; 2011; Kuhls et al., 2005; Dweik et
al., 2007) han resultado sensibles y especificas.

En nuestro estudio (3.1. Articulo 1: Tomas-Pérez et al., 2013), se ha optimizado un
método para el tipado interespecifico de Leishmania spp basado en la lectura del tamafio
de fragmentos marcados con fluorescencia para facilitar la discriminacién de especies,
metodologia que ha sido denominada PCR-FFL (PCR-Fluorescent Fragment Length
Analysis), y que habia sido utilizada en el diagndstico diferencial de otros
tripanosomatidos y de diferentes organismos, como algas o larvas de anisakidos (Adams
et al., 2008; Hamilton et al., 2008; Espifieira et al., 2010; Herrero et al., 2010). En
nuestro trabajo se ha evaluado la metodologia PCR-FFL y se ha comparado con la
metodologia PCR-RFLP. Las secuencias diana seleccionadas han sido las secuencias
ribosémicas ITS-1 y 7SL, previamente utilizadas por diversos autores mediante PCR-
RFLP en el diagndstico diferencial de Leishmania spp (Zelazny et al., 2005; Nasereddin
y Jaffe, 2010).

La optimizacion de la técnica de PCR-FFL para su uso sobre ambas secuencias se ha
realizado utilizando cepas de Leishmania previamente tipadas a nivel de especie. Como
han indicado los resultados obtenidos, la metodologia ha permitido diferenciar las
especies de Leishmania estudiadas obteniendo un patron definido para cada especie, que
corresponde al tamafio del fragmento analizado en pares de bases (pb) y que se ha
expresado en forma de un rango de valores para cada una de las especies analizadas. La
metodologia PCR-FFL ha presentado una serie de ventajas importantes a nivel
metodologico, como son la simplicidad y exactitud en la lectura de los resultados,
gracias a la automatizacion del andlisis, en comparacion con el uso de geles de agarosa
usados en la PCR-RFLP. La capacidad de la metodologia PCR-FFL de discriminar a
nivel de una sola base nos ha indicado, ademas, el posible potencial de la técnica de

permitir diferenciar a nivel de aislados de Leishmania.

El estudio de las secuencias ITS-1y 7SL mediante PCR-FFL nos ha permitido separar

las principales especies presentes en el area Mediterranea: L. major, L. tropica y L.
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infantum. Sin embargo, no han permitido la diferenciacion entre L. infantum y L.
donovani, observacion que ha coincidido con la de otros autores aplicando PCR-RFLP
(Schonian et al., 2003; Zelazny et al., 2005). La secuencia 7SL no ha permitido
diferenciar L. tropica de las deméas especies del Nuevo Mundo, mientras que la
secuencia ITS-1 ha presentado una mayor capacidad discriminatoria en este sentido.
Ninguna de las dos secuencias ha podido separar las especies del Nuevo Mundo entre
ellas, por lo que en el caso de realizarse el analisis de las especies presentes en estas

zonas endémicas seria preciso buscar otras dianas.

Las muestras con las que habitualmente se realiza el diagnostico de la LC son la biopsia
de la lesion (procedimiento habitual aunque presenta inconvenientes al tratarse de un
método invasivo) o bien el raspado o aspirado del exudado de la lesidén cutanea. Sin
embargo, en diferentes estudios se han sefialado las ventajas de recoger muestras de
lesiones cutaneas obtenidas a partir del exudado de la lesion sobre papel de filtro. La
obtencion de exudado es un procedimiento facil, no cruento ni doloroso, que evita la
necesidad de biopsiar la lesion, siendo esta especialmente dificultosa en nifios y
pudiendo dejar cicatrices. La aplicacion de técnicas de PCR para el diagnostico sobre
muestras recogidas en papel de filtro ha sido ensayada por diferentes autores indicando
resultados similares en sensibilidad a los registrados con el uso de biopsias, validando
su utilizacion. Por otra parte, las muestras han presentado la ventaja de su gran
estabilidad, ya que permiten ser guardadas a temperatura ambiente sin condiciones
especiales de conservacion (Schonian et al., 2003; Boggild et al., 2011; Pujol et al.,
2012).

La aplicacién de la metodologia PCR-FFL sobre muestras biologicas ha permitido
observar su utilidad diagndstica y su capacidad discriminatoria. En este primer trabajo,
una vez optimizada la metodologia PCR-FFL y con el objetivo de determinar su
aplicabilidad sobre muestra bioldgica, se ha realizado el estudio en paralelo con la PCR-
RFLP utilizando ambas secuencias dianas en ambas técnicas. Los ensayos se han
realizado con biopsias de piel (fresca o incluida en bloque de parafina) y papeles de
filtro impregnados con el exudado de las lesiones obtenidas de pacientes con LC de
Barcelona y Mallorca y de otras zonas geograficas (Marruecos, Israel, Jordania y
Mauritania). El estudio ha sefialado de forma global una mayor sensibilidad con la
tecnologia PCR-FFL (94,4% para 7SL y 83,3% para ITS-1) respecto a la PCR-RFLP
(80,6% 7SL y 75% ITS-1), siendo la PCR-FFL en 7SL el método que ha aportado una
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mayor sensibilidad, por lo que la técnica disefiada mejora la sensibilidad del diagndstico
ademas de simplificar la metodologia.

De este estudio, se puede concluir que el uso de la PCR-FFL con ambas dianas sobre
biopsia de piel o bien utilizando papeles de filtro impregnados con exudado de la lesién
representa una buena metodologia para el diagnostico y tipado interespecifico de las LC
en la cuenca Mediterrdnea por su especificidad, exactitud, objetividad, elevada
sensibilidad y rapidez en la obtencién de los resultados, ya que no requiere de un cultivo

in vitro previo de la muestra para aislar el parasito.

El uso conjunto de técnicas moleculares cuantitativas de alta sensibilidad, como la
gPCR, para el diagnostico de Leishmania, y de técnicas moleculares que permiten el
tipado interespecifico del parasito sobre muestras bioldgicas, ha facilitado la deteccion
de la infeccion en los individuos parasitados, la cuantificacion de la carga parasitaria y
la identificacion especifica del agente causal. Estas metodologias se han presentado
adecuadas para mejorar el conocimiento de los hospedadores y los vectores implicados

en el ciclo biologico de Leishmania en las distintas areas endemicas.

En los focos de leishmaniosis zoondtica, ademas del reservorio principal, para una
determinada especie de Leishmania pueden verse involucrados otros mamiferos, que
pueden actuar como huéspedes secundarios y participar en el mantenimiento del foco
endémico. Los estudios dirigidos a la deteccién de posibles nuevos reservorios han sido
de gran interés por la nueva informacion aportada en la ecoepidemiologia de la
enfermedad. La mayoria de estudios epidemiologicos se han realizado mediante analisis
serologicos que posibilitan detectar la presencia de anticuerpos especificos indicando
contacto con el parasito, pero no permiten diferenciar si se trata de una infeccion actual
0 pasada, ni conocer la especie causante de la respuesta inmune. Por esta razén, en los
altimos afios los estudios epidemiologicos han ido encaminados, también, a la
confirmacién de la infeccion mediante métodos directos o de biologia molecular
(Boudrissa et al., 2011). Las técnicas moleculares han mostrado ser una herramienta
fundamental por su elevada sensibilidad y especificidad. Varias técnicas diagnosticas
basadas en la PCR y en sus variantes, como la PCR anidada, la PCR-ELISA, la OC-

PCR o0 la gPCR, se han utilizado en el diagnostico tanto de las formas sintomaticas

90



DISCUSION

como asintomaticas de leishmaniosis en el hombre (Fisa et al., 2002; Riera et al.,
2004b; 2008), asi como en estudios epidemioldgicos para la deteccion del parésito en el
reservorio y el vector. Estos métodos moleculares no sélo han servido para confirmar la
infeccion, sino que también han permitido realizar una identificacion del parasito a nivel
especifico (ver 3.1. Articulo 1) y conocer qué reservorios o vectores se encuentran
implicados en el ciclo biolégico de una especie parasita en concreto.

En la region de M’sila, situada en Argelia, existe actualmente un foco importante de LC
causado por L. major, cuya epidemiologia esta siendo aun estudiada (Belazzoug, 1982;
Harrat et al., 1996; Achour Barchiche y Madiou, 2009). Los reservorios conocidos en
esta area son roedores de las especies Psammomys obesus y Meriones shawi
(Belazzoug, 1983; 1986), aunque el aumento de los casos de LC en los ultimos afios ha
hecho sospechar la probable implicacidn de otros animales, entre ellos los erizos, como
posibles reservorios del parésito. Los erizos estdn ampliamente distribuidos por todo el
Norte de Africa incluyendo la zona de M’sila (Khaldi et al., 2012), por lo que podrian
estar implicados en la epidemiologia de este foco de LC zoonotica. Las principales
especies presentes son el erizo norafricano Atelerix algirus y el erizo del desierto
Paraechinus aethiopicus. El papel de los erizos como posibles reservorios de
Leishmania habia sido denunciado en trabajos anteriores en la ex-URSS (Petrisceva,
1971; Faizulin et al., 1975), y recientemente en Espafia con la deteccion de ADN de L.
infantum en el pelo de un erizo (Mufioz-Madrid et al., 2013). Posteriormente a la
publicacion de nuestro articulo (Toméas-Pérez et al., 2014), otros autores también han
podido confirmar la parasitacion por L. major en ejemplares de erizos en Iran (Rouhani
et al., 2014).

El desconocimiento existente respecto al papel de los erizos en el ciclo de Leishmania
en esta zona endémica ha motivado estudiar la presencia de anticuerpos especificos en
estos animales y determinar la presencia de Leishmania aplicando técnicas moleculares
altamente sensibles de cuantificacion mediante gPCR, y tipificacion molecular a nivel
de especie por PCR-FFL (ver 3.1. Articulo 1). Paralelamente, el estudio de
seroprevalencia se ha realizado mediante una técnica ELISA in house y la técnica de
Western Blot (WB) con antigeno total de Leishmania, ambos métodos utilizados en
estudios anteriores sobre el reservorio canino y otros reservorios (Aisa et al., 1998;
Riera et al., 1999; Sobrino et al., 2008), para determinar el contacto de estos animales

con el parasito.
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Los datos de este estudio quedan reflejados en el apartado 3.2. Articulo 2: Tomas-
Pérez et al., 2014. Se ha podido observar la presencia de una elevada seroprevalencia
tanto por ELISA (20,8%) como por WB (29,2%) en las dos especies de erizos presentes
en la zona, lo que ha indicado la existencia de contacto pasado o presente de estos
animales con Leishmania. Por otra parte, los estudios de detecciobn de ADN de
Leishmania en muestras de sangre, piel sana de oreja y bazo de estos erizos, nos han
indicado mediante gPCR que en un 12,5% de las muestras de piel y bazo se encontraba
presente el parasito, permitiendo confirmar la infeccion activa de los erizos en el
momento del estudio, mientras que no se ha podido detectar su presencia en sangre. Se
ha observado que s6lo en uno de los animales qPCR positivos se detecto la presencia de
anticuerpos especificos, siendo esta baja respuesta humoral probablemente debida a la
cepa infectante y/o a la propia respuesta inmune de los erizos. Este comportamiento ha
sido ya denunciado anteriormente en estudios con perros considerados portadores
asintomaticos (Berrahal et al., 1996; Iniesta et al., 2002), asi como en humanos en
poblacion sana de area endémica que también habian mostrado esta discordancia entre
serologia y PCR (Riera et al., 2008; Michel et al., 2011).

Los resultados globales han hallado infeccion en ambas especies estudiadas, siendo P.
aethiopicus la especie que ha registrado una mayor positividad por gPCR a pesar de que
disponiamos de un bajo nimero de ejemplares, siendo ésta una posible variable que ha
podido influir en los resultados obtenidos. Podemos suponer que los porcentajes de
positividad habrian sido mayores si los animales hubieran sido capturados después de la
época de transmision vectorial septiembre-octubre. Por el contrario, en nuestro estudio
los animales han sido capturados entre los meses de abril y junio, con s6lo una captura
en el mes de septiembre que ha sido positiva en piel y bazo mediante qPCR. La
deteccién y cuantificacion de ADN del parasito en diferentes tejidos del animal ha
indicado que Leishmania visceraliza en estos animales infectados, detectandose la
mayor concentracion del parasito en piel sana. La falta de datos sobre la carga
parasitaria en tejidos de los reservorios conocidos P. obesus y M. shawi de la misma

zona endémica no ha permitido realizar comparaciones en este sentido.

El genotipado de Leishmania es importante para conocer el papel de los erizos en el
foco. En Argelia coexisten cuatro especies del parasito causantes de LC: L. infantum, L.
major, L. tropica y una especie de Leishmania proxima a L. killicki (Belazzoug 1982;
1983; Harrat et al., 1996; 2009; Benikhlef et al., 2004; Mihoubi et al., 2008), siendo L.
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major la especie detectada anteriormente en estudios epidemioldgicos de LC realizados
en nuestra zona de estudio, y por tanto, la que se esperaba detectar en los erizos
estudiados mediante la identificacion interespecifica (Belazzoug 1982; 1983). Para el
analisis de genotipado se ha escogido la técnica de PCR-FFL previamente optimizada
(3.1. Articulo 1: Toméas-Pérez et al., 2013). La metodologia ha permitido identificar la
especie L. major directamente sobre muestra de piel sana de un ejemplar de A. algirus
que presentaba una carga parasitaria significativa registrada mediante gPCR. Sin
embargo, en las muestras con bajas tasas de ADN del parésito, como las detectadas en
bazo, ha sido necesario aplicar técnicas mas sensibles basadas en una doble
amplificacion del ADN. La presencia de tasas bajas de ADN ya habia sido citada en
otros reservorios silvestres en este tipo de muestras (Chitimia et al., 2011, Millan et al.,
2011). Con el objetivo de aumentar la sensibilidad del analisis y llegar a tipar todas las
muestras, se ha realizado una nested-PCR de la region ADNKk altamente sensible (Noyes
et al., 1998), que ha permitido la identificacion de L. major en todas las muestras

restantes tanto de piel como de bazo.

Controles sobre el roedor P. obesus, principal reservorio de L. major, realizados con
anterioridad en la zona endémica de M’sila, habian conseguido reducir hasta un 31% los
casos de LC en humanos retirando las quenopodiaceas, plantas que constituyen el Gnico
alimento de estos roedores (Cherif et al., 2012). Como habian sefialado diferentes
estudios, una reduccion del nimero de ejemplares del reservorio principal en una zona
podria favorecer un aumento de la parasitacion de otros reservorios en ésta, como M.
shawi (Salah et al., 2007; Ghawar et al., 2011). Dado que los erizos se alimentan de
artropodos y moluscos, siendo las hormigas y los coledpteros su alimento preferido
(Derdoukh et al., 2012), las medidas de control realizadas sobre la vegetacion de M’sila
no deberian afectar a la poblacion de estos animales en la zona, que junto a la
disminucion del reservorio principal, ha podido contribuir a la infeccidn de estos erizos
por L. major, con su posible participacion en el ciclo biologico y en el mantenimiento

del parasito.

Otros factores a tener en cuenta en los estudios epidemioldgicos son las caracteristicas
climaticas y del terreno de la zona estudiada, que deben favorecer la coexistencia del
vector y del reservorio. La infeccion detectada no necesariamente implica su capacidad
para infectar al fleb6tomo vector, siendo necesarios estudios de xenodiagnodstico para

evaluar la capacidad real del vector implicado en la transmisién en el foco endémico
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para alimentarse e infectarse sobre estos animales. Sin embargo, cabe destacar que
estudios realizados en Tunez permitieron detectar fleb6tomos en las madrigueras de
estos animales, poniendo de manifiesto su coexistencia en un mismo nicho ecoldgico, lo
que favoreceria el contacto entre los erizos y los vectores (Dubrovsky, 1975); ademas,
de la misma manera que en el vector, la mayor actividad observada en los erizos se
produce al anochecer (Hoefer, 1994). Por ello, el estrecho contacto con las especies

vectoras puede ayudar a explicar la infeccion detectada en estos erizos.

La deteccion de anticuerpos especificos en erizos del foco de M’sila ha mostrado que
habia existido contacto entre el parasito y el animal, pudiéndose confirmar la infeccion
por la identificacion de ADN de Leishmania mediante técnicas moleculares. De esta
manera, se pone de manifiesto la importancia del uso combinado de diferentes técnicas
moleculares y serologicas en estudios epidemiolégicos sobre reservorios. El genotipado
de Leishmania spp ha sido de gran utilidad en este estudio epidemiologico, permitiendo
conocer el comportamiento y distribucion del agente causal de LC zoonotica en este
foco. La deteccion de L. major en los erizos estudiados representa la primera cita que
incrimina los erizos como posibles reservorios de L. major en los focos de LC
zoonotica. El conocimiento de los animales implicados en el ciclo biologico del parasito
debe facilitar el control de la enfermedad con actuaciones dirigidas sobre éstos, y su
deteccidn e identificacion es un primer paso importante para lograr frenar el avance de

la parasitacion.

Las técnicas moleculares permiten el analisis de marcadores de ADN especificos que
facilitan la caracterizacion de Leishmania a nivel de cepa. Numerosas han sido las
metodologias moleculares usadas que han permitido observar la elevada variabilidad
intraespecifica existente (Schonian et al., 2011). La caracterizacion de las cepas
circulantes de Leishmania infantum en nuestra zona endémica es importante para
mejorar el conocimiento sobre la dindmica de nuestros focos, asi como para comprender
la relacién existente entre el agente causal y la clinica que pueden ocasionar en los

individuos parasitados.

Durante los ultimos veinticinco afios, los estudios de variabilidad intraespecifica sobre

aislados humanos se han realizado principalmente mediante técnicas de tipacion
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isoenzimatica, pero su utilizacién presenta limitaciones como su bajo poder de
discriminacion, que suele dar lugar a una poblacién mayormente MON-1 en el caso
concreto de L. infantum (Pratlong et al., 2003). El anélisis de microsatélites polimorfos
MLMT que ha sido utilizado en estudios genéticos y filogenéticos sobre diversas
especies de tripanosomatidos de los géneros Trypanosoma y Leishmania (Rossi et al.,
1994; Oliveira et al., 1999) ha conseguido separar diferentes poblaciones dentro de un
mismo zimodema (Hide et al., 2001; Bulle et al., 2002; Ochsenreither et al., 2006;
Schonian et al., 2011), derivando en un mayor uso de estos nuevos métodos en
sustitucién de la metodologia clasica del MLEE (Pratlong et al., 2003; Chicharro et al.,
2003; Martin-Sanchez et al., 2004).

Estudios moleculares previos habian puesto de manifiesto la elevada variabilidad de
genotipos de L. infantum que se encuentran en los aislados de pacientes con la co-
infeccion Leishmania/VIH de la cuenca Mediterranea, en comparacion con la poca
variabilidad hallada en pacientes inmunocompetentes de la misma area geografica
(Kuhls et al., 2008). Estos datos sugirieron que esta gran diversidad de genotipos podria
estar relacionada con la patologia, la tendencia a recidivar de estos pacientes, y con la
aparicion de resistencias a los tratamientos convencionales, a pesar de seguir el
tratamiento correctamente (Gramiccia et al., 1995; Gramiccia, 2003; Pratlong et al.,
2003; Alvar et al., 2008). La infeccion por VIH ha aumentado el riesgo de padecer LV
en nuestras areas endémicas. La introduccion de la terapia HAART en Europa ha
permitido observar un descenso de los casos de co-infeccion, ademas de un aumento de
la supervivencia entre estos pacientes. Sin embargo, la terapia HAART no ha resultado
ser tan efectiva en relacion a la prevencion de las recidivas de la enfermedad,
detectandose entre un 38% y 70% de recaidas 24 meses después del tratamiento anti-
Leishmania (Cruz et al., 2006).

El objetivo de nuestro trabajo (3.3. Articulo 3: Tomas-Pérez et al., En revision) ha
consistido en analizar la diversidad intraespecifica de L. infantum en nuestra zona
endémica, mediante el estudio de sucesivos aislados del parasito obtenidos de pacientes
co-infectados con Leishmania/VIH del area metropolitana de Barcelona que han
presentado recaidas clinicas después del tratamiento. El analisis de esta variabilidad
intraespecifica ha servido para caracterizar las cepas de L. infantum que circulan entre
pacientes co-infectados de nuestra area endémica, y para estudiar la relacion del agente

etiologico con la evolucion de la enfermedad.
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Nuestro estudio se ha basado en la aplicacién de la metodologia MLMT sobre 25
aislados de L. infantum procedentes de 8 pacientes co-infectados, controlados entre 6
dias y 29 meses, a partir del analisis de 20 microsatélites considerados polimorfos para
L. infantum (Bulle et al., 2002; Hide et al., 2013). Los resultados han mostrado una gran
diversidad entre los aislados, detectandose 18 genotipos distintos. Del estudio ha
destacado la presencia de un bajo nimero de genotipos repetidos, con 15 genotipos
Unicos y sélo 3 repetidos en varias ocasiones, a pesar de tratarse de aislados procedentes
de recaidas clinicas y seguimientos post-tratamiento de pacientes que presentaban como
factor de riesgo la adiccion a drogas por via parenteral. Diferentes autores han asociado
la elevada variabilidad de genotipos detectada en pacientes co-infectados con la posible
transmision de Leishmania de humano a humano mediante el uso compartido de
jeringas contaminadas, dando lugar a una transmision antroponotica dentro de un ciclo
artificial del parasito (Campino et al., 1994; Cruz et al., 2002; Corteés et al., 2014).

Como se ha comentado en apartados anteriores, es conocida la gran diversidad de
genotipos de Leishmania en pacientes co-infectados con VIH, sin embargo, para
conocer la variabilidad y abundancia genotipica real en nuestra zona endémica seria
necesario ampliar el namero de aislados de Leishmania analizados, no sélo de pacientes
coinfectados, sino también de aislados de pacientes inmunocompetentes con LV, de
aislados de pacientes con LC, y de aislados de los reservorios y del vector. Estudios
realizados mediante MLMT en aislados del reservorio canino y del vector en la zona
rural endémica de leishmaniosis del Priorat (Tarragona), no lejana de Barcelona, ya
habian puesto de manifiesto una importante variabilidad con una distribucion

heterogenea entre el reservorio canino y los vectores (Montoya et al., 2007).

Uno de los principales problemas que se suelen plantear durante la aparicion de nuevos
episodios clinicos en estos enfermos es confirmar si se trata de una nueva infeccion
(reinfeccion) o de una recaida, debida a fallos terapéuticos o a la reactivacion de otras
cepas a causa de la existencia de infecciones multiples. Estudios previos sobre pacientes
co-infectados habian destacado la utilidad del analisis de microsatélites polimorfos para
ayudar en la diferenciacién entre reinfeccion y recaida, detectando en general un
elevado porcentaje de recaidas entre estos pacientes (Kuhls et al., 2008; Gelanew et al.,
2010; Cortés et al., 2014). El analisis de los aislados de Leishmania y la clinica
observada en los 8 pacientes co-infectados estudiados que recayeron clinicamente

durante el periodo de estudio ha precisado un analisis individualizado de cada caso. La
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deteccion de un elevado numero de genotipos Unicos podria ser interpretada de forma
simple como reinfecciones por cepas distintas. Sin embargo, la variabilidad de
genotipos observada debe ser interpretada de forma conjunta teniendo en cuenta otros
criterios, entre ellos la proximidad genética entre genotipos y el tiempo transcurrido
entre la obtencion de los diferentes aislados. También es importante tener en cuenta las
épocas de transmision de la leishmaniosis en nuestra area endémica, la posible adiccion
a drogas por via parenteral de los pacientes estudiados o la seleccién que puede

conllevar el cultivo in vitro del paréasito.

La determinacion de la estructura filogenética mediante el andlisis de las distancias
genéticas para la construccién de un arbol filogenético y utilizando el modelo Bayesiano
para el andlisis poblacional, han permitido observar la distribucién y asociacion de los
aislados entre ellos. De esta manera, en algunos pacientes se ha detectado una
agrupacion homogénea en el andlisis de la estructura genética de sus aislados, que han
sido idénticos, confirmando la existencia de recaidas producidas por una misma cepa.
En otro grupo de pacientes se ha detectado una agrupacion homogénea de sus aislados,
siendo clasificados todos ellos dentro de una misma poblacién con distancias genéticas
muy proximas. Estos casos han llevado a considerar los episodios clinicos estudiados
como probables recaidas en las que el parasito ha evolucionado en el interior del
paciente. Por altimo, otro grupo de pacientes ha mostrado genotipos diversos con una
distribucién no homogenea del analisis de su estructura genética, cuya variabilidad entre
los aislados de las recaidas clinicas no ha podido ser explicada por reinfecciones
mediante la picada del fleb6tomo vector, ya que entre las fechas de sus aislados no ha
existido ninguna época de transmision, que en nuestra zona geografica se produce entre
finales de septiembre y principios de octubre (Morillas-Marquez et al., 1991; Suarez et
al., 2012). Otra posibilidad de reinfeccion seria a través de jeringas contaminadas
mediante el uso compartido de éstas entre los ADVP, mecanismo que otros autores
habian descrito como una posible transmisidn antropondtica del parasito (Morales et al.,
2002). Esta posibilidad podria haberse producido en nuestros pacientes ya que, seguin su
historial clinico, la mayoria eran drogadictos por via parenteral. Ademas deben
considerarse otras posibilidades, como la inoculacion inicial de varias cepas de L.
infantum por parte del vector que han podido ser seleccionadas en el paciente por la
respuesta inmunitaria o por la presion farmacoldgica, o bien ser tan sélo el reflejo de la

seleccion que el cultivo “in vitro” puede conllevar (Zingales et al., 2012). Destaca el
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caso de un paciente ADVP en el que se han detectado 6 genotipos diferentes entre 8
aislados, en algunos casos con muy pocos dias de diferencia durante su monitorizacion,
hecho que podria explicarse por la seleccion que se puede llegar a producir durante el
cultivo in vitro. Recientemente ha sido citada la posibilidad de realizar los estudios
filogenéticos directamente sobre muestras de tejidos en perros infectados con
Leishmania (Motoie et al., 2013).

El analisis intraespecifico mediante MLMT de los aislados de Leishmania obtenidos de
pacientes co-infectados ha indicado la gran diversidad de genotipos circulantes en
nuestra zona endémica y ha permitido evidenciar que son diversas las posibilidades que
permiten explicar las recidivas clinicas que aparecen en este tipo de pacientes. De los 25
aislados estudiados s6lo en un bajo nimero de casos se ha podido confirmar la
existencia de verdaderas recaidas por la deteccion del mismo genotipo. Sin embargo, en
los casos en que se presenta una variabilidad genotipica no podemos sefialar a las
reinfecciones como la Unica hipotesis alternativa de esta variabilidad, sino que debemos
contemplar la posibilidad de infecciones multiples por diferentes genotipos, el propio
comportamiento del parésito en el hospedador y la seleccion que se puede realizar a
través del cultivo. La influencia que el cultivo podria tener en la seleccion de diferentes
clones deberia solventarse mediante la aplicacion de técnicas mas sensibles que nos
permitieran realizar estos estudios de MLMT directamente sobre muestra biologica

humana, de manera que se pudiera obviar esta previa seleccion.
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The use of PCR-FFL for interspecific characterization of Leishmania.

The PCR-FFL developed with ITS-1 and 7SL ribosomal sequences enabled the
interspecific differentiation of the main Leishmania species in the Mediterranean

area: L. infantum, L. major and L. tropica.

The high sensitivity observed by PCR-FFL with both sequences on cutaneous
lesions indicated that the methodology developed could be applied directly on
biopsies or filter paper lesion impressions, without the need for strain isolation

by in vitro culture.

PCR-FFL based on the length analysis of DNA fluorescent fragments is a
simple, quick, sensitive and easily standardized method, with a high
reproducibility between different laboratories. Its automatized results, compared
with the use of agarose gels in the PCR-RFLP, proved easier and faster to read,

avoiding interpretation mistakes.

Epidemiological study of hedgehogs as possible new reservoir hosts of Leishmania.

The detection of Leishmania-specific antibodies by ELISA (20.8%) and Western
Blot (29.2%) indicated present or past contact of hedgehogs with the parasite;
current infection was confirmed by qPCR in 12.5% of hedgehogs studied.

Paraechinus aethiopicus registered a higher rate of infection, with 2/5 positives
detected by gPCR, although this species only represented 26% of the total
studied hedgehogs; the other species Atelerix algirus registered 1/19 positive

individuals.

The molecular methods for species identification, PCR-FFL and nested-PCR,
identified the parasite as L. major in all qPCR positive healthy skin and spleen

samples of both hedgehog species.
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- Serological and molecular results confirm, for the first time, L. major infection
in hedgehogs, and suggest that the hedgehog species A. algirus and P.
aethiopicus play an epidemiological role as natural reservoir hosts of the parasite
in the studied cutaneous leishmaniasis endemic area of Algeria.

MLMT intraspecific analysis of L. infantum samples in co-infected
Leishmania/HIV patients.

- MLMT enabled the genetic characterization of the 25 Leishmania infantum
samples belonging to 8 co-infected Leishmania/HIV patients and the follow-up

isolates, showing 18 genotypes for the 20 loci studied.

- Clear electrophoregrams were obtained at all 20 loci investigated, with only one
or two alleles per sample at each locus. 18 polymorphic microsatellite markers

were found, with a mean number of alleles per locus (Na) of 4.

- Of the 18 genotypes, 15 were unique in the total sample set, and only 3 (G7, G9
and G16) were repeated genotypes. G7 and G16 were the only genotypes that

appeared in two different patients.

- The phylogenetic reconstruction by neighbor-joining tree and STRUCTURE

analysis were useful to visualize sample distribution and genetic relationship.

- The analysis of L. infantum isolates and clinical data from ten clinical relapses
allowed the evolution of the infection to be studied. Only two shared an identical
genotype with corresponding samples taken during the primo infection, and
therefore constituted confirmed relapse cases. In the other clinical relapses, the
results revealed either slight or important genetic variation, suggesting either an
evolution of the parasites in the patient, a mixed infection in the first infection
stage with a differential selection by the parasite culture performed for the study,

or a reinfection by another parasite.
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RESULTADOS CAPITULO 1

UTILIZACION DEL ANALISIS DEL TAMANO DE LOS FRAGMENTOS
FLUORESCENTES (PCR-FFL) EN EL DIAGNOSTICO DIRECTO E
IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES CUTANEAS DE LEISHMANIA.
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RESUMEN

La leishmaniosis es una enfermedad causada por diferentes especies pertenecientes al
género Leishmania. Esta presenta diferentes caracteristicas epidemioldgicas y clinicas, y
requiere el desarrollo de técnicas rapidas y sensibles para mejorar el diagndstico
especifico. En este estudio, hemos comparado la técnica tradicional de reaccion en
cadena de la polimerasa - polimorfismo en el tamafio de los fragmentos de restriccion
(PCR-RFLP) con la PCR - andlisis del tamafio de los fragmentos fluorescentes (PCR-
FFL). Los cebadores marcados fluorescentemente, disefiados sobre el ARN ribosémico
correspondiente a las regiones ITS-1 y 7SL, fueron utilizados para amplificar dichos
fragmentos, que tras su digestion, se determino su tamafo utilizando un secuenciador de
ADN automatizado. Validamos la técnica utilizando 19 cepas de Leishmania de cinco
especies cutaneas antes de analizar 36 muestras clinicas: 23 biopsias de piel y 13
papeles de filtro impregnados con exudado de las lesiones. En el diagndstico real, la
PCR-FFL resultd ser rapida, precisa y mas sensible (83,3% analizando el fragmento
ITS-1y 94,4% analizando el 7SL) que el analisis mediante PCR-RFLP (75% y 80,6%).
Los papeles de filtro mejoraron el diagndstico especifico en ambas técnicas mediante el

uso de muestras no invasivas.







