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ARTICULO ORIGINAL

Distribucién geografica de
especies de Leishmania aisladas de pacientes consultantes
al Instituto Nacional de Dermatologia Federico Lleras Acosta,
E.S.E., 1995-2005

Clemencia Elena Ovalle, Luisa Porras, Maritza Rey, Melania Rios, Yenny Carolina Camargo
Centro Dermatolégico Federico Lleras Acosta, E.S.E., Bogota, D. C., Colombia.

Introduccion. El mapa de la distribucion de especies de Leishmania en Colombia no se ha
actualizado desde hace siete afios.

Obijetivo. Describir la distribucion de las especies de Leishmania a partir de los aislamientos
de pacientes consultantes al Instituto Nacional de Dermatologia durante el periodo 1995 a
2005

Materiales y métodos. Se realizd un estudio descriptivo de distribucion geogréafica de las
especies de Leishmania, a partir de los aislamientos obtenidos de 137 pacientes consultantes
al Instituto Nacional de Dermatologia Federico Lleras Acosta E. S. E, con diagndstico confirmado
de leishmaniasis. Se revisé la historia clinica obteniendo la informacién de forma clinica, sitio
probable de infeccién, edad y género. Se tomaron y cultivaron muestras de las lesiones y los
aislamientos se tipificaron por anticuerpos monoclonales, comparando el 10% de los resultados
con los obtenidos por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y patrones isoenzimaticos.
Resultados. La frecuencia encontrada de los 137 aislamientos fue: Leishmania panamensis
74,45%; Leishmania braziliensis 15,33%; Leishmania guyanensis 0,73%; Complejo Leishmania
mexicana 3,65%, Leishmania mexicana 5,11% y el 0,73% restante correspondié a un
aislamiento que no se pudo caracterizar por anticuerpos monoclonales. La distribucion de L.
braziliensis, L. panamensis y L. guyanensis fue concordante con lo reportado en estudios
anteriores pero para las especies del complejo L. mexicana se encontraron procedencias no
reportadas previamente: Caldas, Santander, Cundinamarca, Caqueta, Casanare, Cauca y
Valle del Cauca.

Conclusion. El complejo L. mexicana presenta una distribucion mas amplia de la reportada
previamente. La utilidad de los monoclonales especie-especificos, los patrones isoenziméaticos
y la PCR para L. mexicanay L. amazonensis fue limitada.

Palabras clave: leishmaniasis cutanea, epidemiologia, clasificacién, anticuerpos
monoclonales, Leishmania

Geographic distribution of ~ Leishmania species isolated from patients at the National Institute
of Dermatology Federico Lleras Acosta E.S.E., 1995-2005

Introduction. The Colombian distribution map of Leishmania species has not been updated
since seven years ago.

Objective. To describe the distribution of Leishmania species isolated from patients attended
at the National Institute of Dermatology during the period 1995 to 2005.

Materials and methods. A descriptive study of the geographic distribution of Leishmania species
was made from 137 isolates obtained from patients consulting the National Institute of
Dermatology “Federico Lleras Acosta E.S.E”, with confirmed diagnosis of leishmaniasis. The
clinical history was reviewed to obtain information on the clinical presentation, most probable
place of infection, age and gender. Samples were taken and cultured and the isolates were
typed by monoclonal antibodies, comparing 10% of the results with those obtained by PCR and
isoenzymatic patterns.

Results. L. panamensis accounted for 74.45% of the 137 isolates studied, L. braziliensis for
15.33%, L. guyanensis for 0.73%; L. mexicana complex for 3.65%, L. mexicana 5.11% and the
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remaining 0.73% corresponded to an isolate which could not be characterized by monoclonal
antibodies. The distribution of L. braziliensis, L. panamensis and L. guyanensis was similar to
that reported in previous studies but species of the L. mexicana complex, were found in patients
from the departments of Caldas, Santander, Cundinamarca, Caquetd, Casanare, Cauca and
Valle del Cauca, where they had not been previously reported.

Conclusion.

Species of the L. mexicana complex display a wider distribution than previously

reported. The usefulness of species-specific monoclonal antibodies, isoenzymatic patterns,
and PCR for identification of L. mexicana and L. amazonensis was limited.
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La epidemiologia de la leishmaniasis se puede
alterar por cambios en algun punto de la triada
epidemiol6gica (humanos, reservorios y
fleb6tomos). Los factores ambientales, el
desarrollo econdmico, el aumento en la
urbanizacion, la deforestacion, la migracion de
areas rurales a urbanas con creacion de nuevas
zonas de asentamiento humano y el conflicto
armado pueden ser responsables de la dispersién
del vector, lo cual hace que la epidemiologia de
la enfermedad cambie y, por consiguiente, la
distribucion de las cepas de Leishmania (1,2).

La historia taxonémica de Leishmania inicia con
la descripcién del paréasito y la definicion del
género hecha por Ross en 1903, seguido de la
reagrupacion del genero Leishmania en los
subgéneros Vianniay Leishmania por Lainsony
Shaw en 1987, basados en el desarrollo del
parasito en el intestino de los vectores; por ello,
inicialmente los criterios de identificaciéon y
clasificacion del parasito se basaban en las
caracteristicas extrinsecas como la biologia, las
manifestaciones clinicas, los aspectos
geograficos y epidemiolégicos que ofrecian un
acercamiento a la especie infecciosa (3). En 1998,
Cupolillo et al. agrup6 cinco complejos fenotipicos:
Leishmania braziliensis, Leishmania naiffi,
Leishmania guyanensis/Leishmania panamensis/
Leishmania shawi, Leishmania mexicana,
Leishmania major para las poblaciones aisladas
del Nuevo Mundo (4).
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En Colombia, la leishmaniasis es una enfermedad
endémica en casi todo el territorio con excepcion
de San Andrés, Atlantico y Bogot4, D.C. (5),
constituyéndose en un problema de salud publica.
En el afio 2004 se notificaron 10.794 casos, de
los cuales, 98,4% (10.624) correspondio a leish-
maniasis cutanea, 1% (96) a leishmaniasis vis-
ceraly el 0,6% (74) restante a leishmaniasis mu-
cosa. En este periodo los departamentos que
reportaron mayor incidencia de leishmaniasis
cuténea fueron, en su orden: Tolima, Antioquia,
Santander, Norte de Santander, Caquetd, Narifio,
Cundinamarca, Boyacd, Guaviare, Caldas y
Risaralda (6).

Desde hace 20 afios se han realizado esfuerzos
para determinar la distribucion geografica de las
especies de Leishmania en el pais; es asi como
en 1986 se publicé el primer informe de
distribucion geografica de 225 aislamientos (7) y
en 1990 se reportaron los resultados de un estudio
de 340 aislamientos de humanos, animales y
vectores de varias regiones de Colombia, donde
predominé la L. panamensis (53,8%), L.
braziliensis (30,3%), L. chagasi (9,4%), L.
guyanenesis (2,6%), L. amazonensis (1,8%), L.
mexicana (0,9%) y Leishmania sp. (1,2%) (5).

En 1998 se identificaron 511 aislamientos de
pacientes consultantes al Centro Internacional de
Investigaciones Médicas (CIDEIM), donde
encontraron que L. braziliensis estaba distribuida
en varias zonas del pais, L. panamensis era
prevalente en el occidente colombiano, y L.
guyanensis en la riberas de los rios Orinoco y
Amazonas (8).

El Instituto Nacional de Dermatologia atiende
pacientes provenientes de todo el pais, con
diferentes formas clinicas de leishmaniasis, a
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guienes se les aisla y caracteriza el agente
etiolégico. Este estudio pretende describir la
distribucion de las especies de Leishmania en
Colombia aisladas a partir de los pacientes
consultantes al Instituto Nacional de Dermatologia
durante el periodo de 1995 a 2005.

Materiales y métodos

Tipo de estudio. Se realiz6 un estudio descriptivo
de la distribuciéon geografica de las especies de
Leishmania.

Poblacion de estudio. Se incluyeron los
aislamientos obtenidos de 137 pacientes
atendidos por dermatélogos en la consulta espe-
cial de leishmaniasis, los cuales presentaban
diagnostico confirmado de leishmaniasis cutanea,
difusa, cutanea y mucosa simultanea; se revisé
la historia clinica y se obtuvo informacién
relacionada con forma clinica, sitio probable de
infeccién, edad y sexo.

Obtencion de la muestra. La muestra se obtuvo
por puncion aspirativa del borde de las lesiones
cutaneas que se caracterizaban por multiples
placas ulceradas con bordes violaceos infiltrados
de diferentes tamafios, localizadas en varios sitios
anatémicos.

Aislamiento y cultivo.  El aspirado se coloco en
en medio de Seneckjie, se incubd a 26°C y se
observé durante cinco semanas (9). Los parasitos
aislados se cultivaron en medio de Schneider
Drosophila (Sigma Chemical Co.) con suplemento
de suero fetal bovino al 10%, inactivado, para
obtener cultivo en masa. Una vez que el cultivo
de parasitos se encontraba en fase logaritmica

Cuadro 1. Descripcion de anticuerpos monoclonales

DISTRIBUCION DE ESPECIES DE LEISHMANIA

de crecimiento se ajustd la poblaciéon a 3x10°
parésitos por ml con el fin de preparar el antigeno
de acuerdo con el protocolo de la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) (10).

Tipificacion de los aislamientos.  La tipificacion
de las especies se hizo mediante anticuerpos
monoclonales (10). Se emplearon 11 anticuerpos
monoclonales (cuadro 1), los cuales fueron
producidos por McMahon Pratt y John R. David
1981 (11) y donados por el CIDEIM.

Los patrones obtenidos para la identificacién de
especies se determinaron por la posibilidad de los
anticuerpos monoclonales, asi: L. braziliensis con
B-18, B-16, B-2 y B-21; L. panamensis con B-4,
B-11, B-2 y B-21; L. guyanensis con B-19 y B-2;
complejo L. mexicanacon M-2y M-7; L. mexicana
con M-2 , M-7 y M-8.

Se utilizaron como controles las cepas de
referencia: L. braziliensis MHOM/BR/75/M2903,
L. panamensis MHOM/PA/71/LS-94, L. guyanensis
MHOM/BR/75/M4147, L. mexicana MHOM/BZ/
82/BEL21, L. amazonensis IFLA/BR/67/PH80,
donadas por el CIDEIM.

Determinacion de serodemas. Se analizaron los
patrones de reactividad que presentaron los
aislamientos con los anticuerpos monoclonales
utilizados.

Comparacion de la tipificacién de especies  por
otros métodos. Se tomé el 10% de los
aislamientos en forma ciega y se enviaron al
laboratorio de referencia para ser caracterizados
mediante patrones de isoenzimas y poder
establecer la concordancia entre especies y

Especificidad

Clon del hibridoma

Cdédigo del anticuerpo

L. braziliensis/L. panamensis VI-6H9 B-21
L. braziliensis (todas las especies) VI-4B9-D10 B-2
L. braziliensis XII-3E6-B11 B-16
L. braziliensis XIV-2A5-A10 B-18
L. panamensis VI-2A5-A4 B-4
L. panamensis VII-5G3-F3 B-11
L. guyanensis XLIV-5A2-B9-B6 B-19
L. mexicana/L. amazonensis LXVIII-1D7-D8 M-7
L. mexicana/L. amazonensis - M-2
L. amazonensis IX-5H9-C10 M-3
L. mexicana IXVIII-4D8-E3 M-8
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complejos con los resultados obtenidos con
anticuerpos monoclonales.

Asi mismo, se tipificaron por PCR, utilizando dos
pares de iniciadores, B1/B2 (12) y M1/M2 (13)
especificos para el complejo L. braziliensis y
complejo L. mexicana, respectivamente.

Consideraciones éticas. A todos los pacientes
atendidos en la consulta especial de leishmania-
sis del Centro Dermatoldgico Federico Lleras
Acosta se les informa e indaga sobre la inclusion
de los aislamientos (en el caso de que fuere
posible) en el banco biolégico institucional para
posteriores investigaciones. El protocolo del
presente estudio fue sometido al Comité de Etica
institucional que lo categorizd como investigacion
sin riesgo, segun la declaracién de Helsinki.

Resultados

La frecuencia de las especies encontradas en los
137 aislamientos estudiados fueron: L. panamensis,
74,45%; L. braziliensis, 15,33%; L. guyanensis,
0,73%; L. mexicana, 5,11%, complejo mexicana,
3,65%, y Leishmania sp. 0,73%. La distribucion
por departamento de probables sitio de infeccidon
se muestra en el cuadro 2 y en la figura 1.
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La reactividad de los anticuerpos monoclonales
M-2 y M-7 para la tipificacion del complejo L.
mexicana permitié hacer la identificacion confiable
de los aislamientos a diferencia de lo reportado
por otros autores que presentan resultados
contradictorios (14,15). Los anticuerpos
monoclonales M-3 y M-8, utilizados para la
identificacion de especies L. amazonensisy L.
mexicana, respectivamente, no presentaron
resultados consistentes, lo cual no permitié la
tipificacion de 12 aislamientos (8,76%); ocho de
éstos (5,10%) se identificaron como L. mexicana
por el método de perfil isoenzimatico.

La forma clinica segun la especie causante se
observa en el cuadro 3; se encontrd que la forma
mas frecuente era la leishmaniasis cutanea
(97,08%), seguida de la leishmaniasis cutaneay
mucosa simultdneamente (2,19%) y, finalmente,
la leishmaniasis difusa (0,73%).

La leishmaniasis cutanea fue causada por L.
panamensisen 74,44%, L. braziliensis en 15,79%,
L. guyanensisen 0,75%, el complejo L. mexicana
en 3,76%, L. mexicana 4,51% y Leishmania sp.
en 0,75%. La leishmaniasis mucosa y cutanea

Cuadro 2. Distribucién geografica de Leishmania aisladas de pacientes consultantes al Instituto Nacional de Dermatologia

Federico Lleras Acosta, E. S. E, 1995-2005

Especies de Leishmania

Departamentos L. L
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. L.
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L. panamensis

L. braziliensis

L. guyanensis
Complejo mexicana

Leishmania sp.

* e O p o x

L. Mexicana

Figura 1. Distribucion geogréafica de especies de Leishmania aisladas de consultantes del Instituto Nacional de Dermatologia,

1995-2005.

simultanea fue causada por L. panamensis en
66,67% y por L. mexicana 33,33%. El caso de
leishmaniasis difusa fue de L. panamensis, de un
paciente inmunocomprometido con sida.

En cuanto al perfil de isoenzimas realizado en el
laboratorio de referencia se pudo caracterizar el
93% de los complejos (13 aislamientos); los
resultados presentaron 100% de concordancia
con los obtenidos por anticuerpos monoclonales
y PCR; estas dos ultimas técnicas permitieron
identificar el 100% de los complejos.

En lo relacionado con la identificacion de
especies, el perfil de isoenzimas permitio carac-
terizar el 93% (13 aislamientos) y los anticuerpos
monoclonales el 42,8% (6 aislamientos); por esta
ltima técnica no fue posible identificar ninguna
especie perteneciente al complejo L. mexicana.
Una caracterizacion de aislamiento no coincidié
entre las dos técnicas; fue caracterizado como L.
panamensis por anticuerpos monoclonales y como
L. braziliensis por perfil de isoenzimas (cuadro 4).

Cuadro 3. Presentacién de la forma clinica de los casos
de leishmaniasis

Especies Forma clinica*

LC LC-LM LD Total
L. brazilienzis 21 0 0 21
L. panamensis 99 2 1 102
L. guyanensis 1 0 0 1
L. mexicana 6 1 0 7
Complejo L. mexicana 5 0 0 5
Leishmania sp. 1 0 0 1
Total 133 3 1 137

*LC: leishmaniasis cutanea; LC-LM: leishmaniasis cutanea
y leishmaniasis mucosa simultanea; LD: leishmaniasis
difusa.

Discusion

A pesar de que el presente estudio corresponde a
la casuistica del Instituto Nacional de
Dermatologia Federico Lleras Acosta, lo cual
introduce un sesgo de seleccion, los resultados

obtenidos en cuanto a distribucién de las especies
de L. braziliensis, L.panamensis y L. guyanensis
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Cuadro 4. Resultados de la comparacion de métodos para la identificacion de aislamientos de Leishmania sp.

Métodos de tipificacion

Codigo de aislamiento  Anticuerpos monoclonales

MHOM/CO/99/LL0002 Complejo L. mexicana
MHOM/CO/99/LL0003 Complejo L. mexicana
MHOM/CO/99/LL0004 Complejo L. mexicana
MHOM/CO/99/LL0005 Complejo L. mexicana
MHOM/CO/99/LL0006 Complejo L. mexicana
MHOM/CO/00/LL0007 Complejo L. mexicana
MHOM/CO/00/LL0008 Complejo L. mexicana
MHOM/CO/00/LL0009 Complejo L. mexicana
MHOM/CO/00/LL0010 L. brazilienzis
MHOM/CO/00/LL0014 L. brazilienzis
MHOM/CO/01/LL0019 L. panamensis
MHOM/CO/01/LL0023 L. panamensis
MHOM/CO/01/LL0024 L. panamensis
MHOM/CO/01/LL0029 L. panamensis

@)

Isoenzimas @ PCR®

L. mexicana Complejo L. mexicana
L. mexicana Complejo L. mexicana
L. mexicana Complejo L. mexicana
L. mexicana Complejo L. mexicana
L. mexicana Complejo L. mexicana
L. mexicana Complejo L. mexicana
ND Complejo L. mexicana

. mexicana
. braziliensis

Complejo L. mexicana
Complejo L. braziliensis

L

L

L. braziliensis Complejo L. braziliensis
L. panamensis Complejo L. braziliensis
L. panamensis Complejo L. braziliensis
L. braziliensis Complejo L. braziliensis
L. panamensis Complejo L. braziliensis

@ Instituto Nacional de Dermatologia Federico Lleras Acosta, E.S.E., Laboratorio de Parasitologia y Biologia Molecular

@ CIDEIM, Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular
ND: No determinado

concuerdan con los obtenidos en estudios de
coberturas més amplias como son los realizados
por Corredor et al., Saravia et al. y Grimaldi et al.
De igual forma, la especie mas frecuentemente
aislada es L. panamensis seguida por L.
braziliensis (5,7,16,17).

Por el contrario, la distribucion de las especies
del complejo L. mexicana mostré procedencias
no reportadas previamente: La Victoria (Caldas),
Barrancabermeja (Santander), La Mesa, Nimaima
y Villeta (Cundinamarca), La Unilla (Guaviare), San
José de Fragua (Caqueta), Tauramena, Ipiguay
Monterrey (Casanare), municipio de Bolivar
(Cauca) y Buenaventura (Valle). En estudios
anteriores las especies de L. mexicana habian
sido identificadas en los departamentos del Cauca,
Meta, Narifio, Risaralda y Norte de Santander
(5,7,17); y la especie L. amazonensis se habia
aislado en el Meta y Norte de Santander (5,17).

Los aislamientos identificados como L. panamensis
presentaron un Unico patrén de serodema, lo cual
coincide con el trabajo realizado por el CIDEIM
en el 2002 (18). Igualmente, L. braziliensis
también presentd un patrén tnico de serodemay
en los trabajos de otros autores esta especie ha
presentado hasta nueve patrones (18,19). Estos
hallazgos nos hacen suponer que el patrén de
serodema no se encuentra relacionado con la
distribucion geogréfica de las especies.
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En cuanto a la tipificacion del complejo L.
mexicana consideramos que fue limitada la utilidad
de los anticuerpos monoclonales M3y M8 para la
identificacion de las especies L. amazonenesisy
L. mexicana, respectivamente.

Dados los hallazgos de este estudio en el que se
encontraron aislamientos de L. mexicana en las
zonas geogréficas en donde no se habia reportado
su presencia hasta ahora, apoya la hipotesis del
origen antroponético de la infeccion por los
desplazamientos y la movilidad de las
poblaciones. Asi mismo, este hecho sugiere
adelantar estudios de vectores con el fin de
dilucidar este evento.

Con los resultados obtenidos en la caracterizacion
se confirma que los patrones isoenzimaticos
continlan siendo de gran utilidad en la
identificacion de especies; la especie que no se
pudo identificar por isoenzimas se debié a la
presencia de patrones que no coincidian con los
presentados en las cepas de referenciay la baja
reactividad del aislamiento; esto podria ser por la
presencia de una variacion dentro de la especie
gque se necesita comprobar con estudios
adicionales.
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