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Leishmania spp.

M Protozous, classe Kinetoplastea, Familia Tripanosomatidae

B Eucariotes unicel-lulars, uniflagel-lats, amb kinetoplast i parasits
estrictes

B Transmissié per picada de femelles de dipters flebotomids: Phlebotomus
spp., Lutzomyia spp.

B Possibles hostes: gossos, rosegadors, humans, etc.

B Agents causals de les leishmaniosis

........

' Amgstigot



Espéecies de Leishmania

B Actualment 54 espécies; 20 afecten al ser huma

B Geénere dividit en: Seccions, Subgéneres, Complexes i Espécies

L. major complex L. major

L. tropica*
(Wright 1903)

L. tropica complex

~ Leishmania
(Ross 1903) L. donovani**

(Laveran & Mesrul 1903)

L. donovani complex

L. mexicana+
(Biagi 1953)

L. aristidesi
(Lainson & Shaw 1979)

L. mexicana complex

— L. braziliensis complex L. braziliensis

(Vianna 1911)

L L. guyanensis complex L. guyanensis

(Floch 1954)

- L. lainsoni
(Silveira et al. 1987)

— L. naiffi
(Lainson & Shaw 1989)

- Viannia-
(Lainson & Shaw 1987)

L L. lindenbergi L. utigensis
(Silveira et al. 2002) (Braga et al. 2003)

EULEISHMANIA -

(Heisch 1954) (David 1929) (Adler & Theodor 1929)

Trypanosoma, Blechomonas, Wallacemonas, Herpetomonas, Phytomonas, Leptomonas,
Crithidia, Jaenimonas, Sergeia, Blastocrithidia, Kentomonas, Angomonas, Strigomonas, Zelonia

(Telford 2008) (Ranque 1973)

L.(S.)sp.!

(Telford 1979)

L. (S.)sp. 1l

(Telford 1979)

Trypanosomatidae

~ Mundinia
(Shaw et al. 2016)

L. enriettii
(Muniz and Medina 1948)

L. martiniquensis
(Desbois et al. 2014)

PORCISIA L. hertigi L. deanei
(Shaw et al. 2016) (Herrer 1971) (Lainson & Shaw 1977)
~PARALEISHMANIA-| L. colombiensis L. herreri L. equatorensis

(Zeledon et al. 1979)

E. schaudinni
(Mesnil & Brimont 1908)

(Kreutzer et al. 1989)

ENDOTRYPANUM

(Grimaldi et al. 1992)

E. monterogeii
(Shaw 1969)

(Yakhnoff & Schokhor 1914)

L. adleri L.agamae L.ceramodactyli L.chameleonis L. davidi

L. arabica
(Peters et al. 1987)

L. turanica
(Strelkova et al. 1990)

L. gerbilli

(Wang ct al. 1964)

L. killicki*

(Rioux ct al. 1986)

L. archibaldi**

(Casteliani & Chalmers 1919)

L. aethiopica
(Bray et al. 1973)

L. infantum™**
(Nicolle 1908)

L. chagasi***
(Cunha & Chagas 1937)

L. amazonensis++
(Lainson & Shaw 1972)

L. venezuelensis
(Bonfante-Garrido 1980)

L. garnhami++
(Scorza et al. 1979)

L. waltoni
(Shaw et al. 2015)

L. pifanoi+
(Medina & Romero 1959)
L. forattinii
(Yoshida et al. 1993)

L. peruviana
(Velez 1913)

L. shawi
(Lainson 1989)

L. panamensis
(Lainson & Shaw 1972)

L. gulikae L. gymnodactyli

(Wenyon 1921)

(Markov et al. 1964) (Wenyon 1921)

(Strong 1924)  (Ovezmuchammedov & (Chodukin & Sofiev 1940)

Saf'janova 1987)
L. helioscopi L. hemidactyli L. henrici L. hoogstraali L. nicollei L. phrynocephali
| ) ) (Chodukin & Sofieff 1940) (Mnckie et al. 1928) (Leger 1918) (McMillan 1965) (Chodukin & Sofieff 1940) (Chodukin & Sofieff 1940)
- Sauroleishmania : : :
— LEISHMANIA — (Ranquein 1973) L. platycephala L. senegalensis L. sofieffi L. tarentolae L. zmeevi L. zuckermani

(Andruchko & Markov 1955) (Paperna et al. 2011)

‘Ghana strain’
(Kwakye-Nuako et al. 2015)

L. 'siamensis’
(Sukmee et al. 2008)

L. macropodum
(Barratt ct al. 2017)

Akhoundi et al. 2017



Especies de Leishmania

B Arees tropicals i subtropicals

B Espécies en zones geogrdafiques concretes

M’Mﬁu(ﬁmlﬁmﬂﬂ DAbmzafl.dsmiafpxies Do«mmofmmmm Co«nmeoﬂln’xhumiaspxies
-Co«ameof.‘»m}mmhspxis - Co-occurrence of 4 Leiskmania species -Co«nmmzofsmmumiaspxies . Co-occurrence of 6 Leishmania species
-Co-ocnm!nceoﬂu'xm;pedu - Co-occurrence of § Leiskmania species -Nom.\m

http://leishmania.ird.fr



Leishmaniosis

Tipus de Leishmaniosis

M Asimptomatica
M Leishmaniosi Cutania (LC)
M Leishmaniosi Mucocutania (LMC)

M Leishmaniosi Visceral (LV)



Interés de caracteritzar

M Tropisme de les espécies vers LC, LMC, LV o altres formes:
* Complexe L. donovani principal responsable LV

® L. braziliensis principal responsable LMC

M Severitat i derivacio de la malaltia

4

M Anticipacié a la possible evolucié del pacient

¥

B Millor gestié i tractament

M Epidemiologia

u




Abans de caracteritzar...

B Especies no distingibles morfologicament
B Casos importats: 5% del casos de 2017 a Espanya

B Complexes ben definits, pero dificultats per establir que es
una espeécie. Espécies o poblacions?

B Resolucio variable entre tecniques
B Reproduccio sexual
B Heterozigosis

B Formes intermeédies entre espécies properes

B Hibrids




Técniques de caracteritzacio




Factors extrinsecs

De 1903, fins els anys 70...

IDENTIFICATION OF SPECIES

B Comportament en el cultiv For general purposes in human medicine, it is
enough to determine the geographical origin of a
B Compori‘q ment en |'hoste given strain of Leishmania and the disease with which
it is associated. In a few places — e.g., Panama and
B Comporfqmenf en el vector the adjacent part of South America — however,
two or more species may be present simultaneously
B Geografia and identification becomes more difficult. An

B Reaccions serologiques )
g1qu A AGGLUTINACAO E O DIAGNOS.

TICO DIFFERENCIAL DAS
LEISHMANIAS (*)

DR. ARISTIDES MARQUES DA CUNHA

B Reaccions a farmacs

Primeres definicions de moltes espécies basades en aquest tipus de criteris

Leishmonia infantum, agent des cas d'infection splénique infantile,
voisins du Kala-Azar, observés en ltalie et dans la Régence de Tunis.(®




Técniques hioquimiques

Dels anys 70 fins ““I’actualitat”

Factors intrinsecs
Analisis indirecte del contingut genétic
Deduccié a partir de fenotip

B Radiorespirometria en cultius de promastigots
M Estudi de glGcids de membrana per aglutinacié de lectines

B Anticossos monoclonals

B Estudi de isoenzims Q




Téecniques bioquimiques- MLEE

M Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE)

M 13-15 enzims metabolics (MON): DIA, FH, GOT1, GOT2, GPI, G6PD,
GLUD, ICD, MDH, ME, MPI, NP1, NP2, PGD, PGM

W Electroforesis, a pH constant, de proteines. Revelat dels enzims
seleccionats. Donar valor numeéric a les distancies de migracio.
Recopilaciéo del conjunt de valors obtinguts per a tots els enzims.
Assignacié d’'un zimodema.

M 1 enzim - 1 gen. Existéncia de polimorfismes que canvien la proteina que
alteren la seva migracié electroforética

Zymodemes Enzyme profiles
MON- Reference strains
|MDH| ME | ICD | PGD |G6PD|GLUD| DIA | NPy [ NP, |GOT4(GOTo{PGM| FH | MPI| GPI

1 100|100 | 100 (100 | 100 (100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 {100 | 100 100 | 100 | MHOM/FR/78/LEM 75

1 1041100 | 100 | 100 | 705|100 | 100 | 730 {100 (100 (100|100 | 100 | 100 | 100 | MHOM/FR/80/LEM 189

24 104 (100|100 | 100 | 100 [ 100 | 100 | 140 | 100 (100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | MHOM/DZ/82/LIPA 59

27 100|100 (100 | 100 (100 | 100 | 100 [ 130|100 [100 [ 100|100 [ 100 | 100 | 100 | MHOM/IT/79/1SS 7

28 104 1100 | 100 | 100 | 702 | 100 | 100 | 140 {100 (100 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | MHOM/ES/83/BCN 2

29 104|100 (100 (100 {105 (100 | 100 | 140 {100 | 100 (100 | 100 (100 | 100 | 100 | MHOM/ES/81/BCN 1

Rioux et al. 1990



Téecniques bioquimiques- MLEE

Obtencio .
Disseny dels .. .
extractes — : — Confeccio dels gels ——— Carrega dels gels
. gels
proteics

Interpretacio i
identificacio

Migracié dels
gels




MLEE — Estudi en soques importades

Marroc (n=4)
Mavuritania (n=2)
Israel (n=1)
Jordania (n=1)
Ecuador (n=3)
Brasil (n=2)
Panama (n=1)

Guatemala (n=1)

Desconegut (n=4)

. major
. major
. tropica

. major
. guyanensis (n= 2)
. braziliensis (n=1)

. braziliensis
. panamensis

. braziliensis

L. braziliensis (n=1)

. infanfum (n=3)

MON 25
MON 26
MON 137
MON 67

7

MON 158
MON 130, MON 158

MON 158
MON 24, MON 29, MON 34



MLEE — Estudi en soques importades

Espécie de Leishmania |Zimodema

L. major MON 25
L. major MON 26
L. tropica MON 137

L. major MON 67
L. guyanensis (n= 2) MON 327, MON 330
Ecuador (n=3)

Brasil (n=2) l !raz:':ens:s H!! ‘!I, H!l ‘!!

Panama (n=1) L. panamensis MON 329
Guatemala (n=1) L. braziliensis MON 328
L. braziliensis (n=1) MON 158
Desconegut (n=4) .
L. infantum (n=3) MON 24, MON 29, MON 34

(4 NOUS)



MLEE — Estudi en soques importades

m Espécie de Leishmania |Zimodema

Israel (n=1)

Jordania (n=1

Marroc (n=4) L.

Mavuritania (n=2) L.

major

major

L. guyanensis (n= 2)

L. braziliensis (n=1)

Desconegut (n=4)

. braziliensis
. panamensis

. braziliensis
L. braziliensis (n=1)

. infanfum (n=3)

MON 25
MON 26

MON 327, MON 330
MON 158

MON 130, MON 158
MON 329

MON 328

MON 158
MON 24, MON 29, MON 34

(4 NOUS)




MLEE

Permet establir relacions entre soques
Utilitzada per caracteritzar gairebé totes les espécies
Técnica en la que se basa la taxonomia

Millor coneixement de epidemiologia (zimodemes circulants,
vectors, reservoris)

Gold standard

Parteix de grans quantitats de cultiuv
Feixuga, lenta, casolana i cara

Dificil interpretacié

Diferents fenotips de genotips idéntics i viceversa



Tecniques proteomiques

De 2014 fins 'actualitat

B Matrix-Assisted Laser Desorption / lonization Time-of-flight Mass
speciromeiry

M Identificacié per I’espectre proteic:
* Identificacié de pics concrets

°* Comparacié amb bases de dades

Zooo 4000 5000 000 = 4A©Q00oo az0ooo

40




MALDI-TOF MS$

M Procediment adquisicié d’espectres (Cassagne et al. 2014)

Rentats amb NaCl 0,9%

— O
o\

aniidiniiiiif

d

Cultiv = 10° prom/ml

‘ ‘ Q
l | Resuspensio

No base de dades oberta

M AN

Z2000 avoo Booo —ii

mict A;n.ok.a)\u«/ CU"iU + mqiriu




MALDI-TOF MS — Llibreria on-line

M Col-laboracié6 amb Marsella, Montpeller, Caiena

OBJECTIU:

Crear una base d’espectres per identificacié de leishmanies on-line

M Creacié d’un llibreria d’espectres amb 121 soques (33 espécies)
M Incorporacié de la llibreria a 'aplicacié web

M Validacié de la llibreria amb 231 soques de Leishmania + 37 soques d’altres
kinetoplastids, bactéries i fongs.



MALDI-TOF MS — Llibreria on-line

~

- https://biological-mass-spectrometry- s

PERSO_LAURENCE

::: [ ° o []
2 identification.com/msi/ e
7
Welcome to MSI Platforme
J l L 1 l LL MSI provides you the opportunity to experiment new ways of identifying mass
VN, S0, WS O, KA NS - I spectra

Create account

NEW IDENTIFICATION REPORT LIST

Q SAMPLES IDENTIFICATION

Select a reference spectra
database

COMMUNITY 3

Select an organism

~ Filamentous & Yeast

Select a ZIP file E—

( 2 Browse ... )
The ZIP size must be less than 50 Mo /\

P Start = %/ Browse ...

RESULTS LIST N —

SAMPLE PKJ REFERENCE $% | CLOSED GRP 5% FAR GRP §% CTM1 5% CTM2 5% ACTION
170608 E} | Leishmania 2| Leishmania infantum Leishmania ® -
BCN962:0_A1 archibald . mexicana .. 9
170608 A | Leishmania infantum  [EE]| Leishmania Leishmania arabica @
BCN962:0_A10 archibaldi 9
170608 EJ} | Leishmania infantum  [EZ)| Leishmania Leishmania @
BCN962:0_A2 archibaldi mexicana 9
170608 &) | Leishmania infantum  [EZ)| Leishmania Leishmania gerbilli ®
BCN962:0_A3 archibaldi 9




Number

MALDI-TOF MS — Llibreria on-line

80 - .
B Subgenus level
70 - = & O Complex level l
I O Species level I
60 -
50 -
Bons resultats a nivell
i complex (1/231 soques a nivell
de subgénere) i en general, a
30— ° by °
nivell espécie
20 =
10
0d—= M M — :Hﬁﬁ mEl |=1|—|1=1l:|f=1|—|1—1
| | | | | | I | | | | | | | | I I | I | | |

AP P DY AN B B oW P
AW 3 o) P o‘\ ol Sl (\o\ @ P
SRR ST PO SO N
I R S T R . I R
& & UF At : & 8 v

Lachaud et al. 2017



MALDI-TOF MS — Llibreria on-line

80 - 1 _
ﬂ B Subgenus level :
704 = & O Complex level ,
O Species level :
60
50 Dificultats al diferenciar dins
del complexos:
2 o Cpx. L. braziliensis
Z
30 )
1 Cpx. L. donovani
20 ==
10+ 1 ﬂ 1
0 Iﬂll_lll_l Iﬁl IEIHII_ll[_ll |h| |[_-|||—|| lﬁll_-lll:llﬁ'mlﬂll_ll
S AR AN A N A DWW NN @ AN R AR S AT AS
& P -\s\(\ & L N -\s\(\ Q @\(\ &S -o"\(\ S &P RO
O R T LR T X O TN DL ETE® KL
LT A T i T T T i Sl G P AR R R S
N2 g A S AW T A BTG Y e W W N Rt o W@ v oY nen 8
Gl AN o i CER. T vV x  Q v
Wi W 9 o Vv v ¢ v
Y o N

Lachaud et al. 2017



MALDI-TOF MS — Llibreria on-line

80 - 1 .
ﬂ B Subgenus level
704 = & @ Complex level l
O Species level
60
501 * Complexos problematics
amb altres técniques:
o 40 . . o r
2 taxonomia en discussié
= |
= B * ID a nivell de complex
1 suficient per tractament
20 — 1
10 - 1 ﬂ 1
o= 0 M1 'glﬂlﬁlﬁl =g II_T|_| IZI I_I'l:ll=| f=1|—|1—1
S DA DD AN D DD SN A u\,;\\h\;\);»\ S D S A
% & o QO & N o N & ¢ < 4 o & & & & 0 (\ (\ 0
PPN NN RIS NI (@\ §F LN
¥ PSS F S L 2 (,’b & B @ S
2 O & ¥ & § & & L P& P
v o 0 & N C R R L R RO & N N A0 QR S
v v L ¢ & v v <~
N N NN N

Lachaud et al. 2017



Id correct at the
species level

Id correct at the
complex level

Incorrect Id
Threshold not reached

PPV (species level)
PPV (complex level)

* A mesura que puja punt de tall, disminueix n° de soques identificables

200

30

1

©

MALDI-TOF MS — Llibreria on-line

198

30

1

2

198

30

1

2

197

29

1

4

193

25

0]

)

184

17
0

30

0,8 086 086 086 0,89 0,91

099 099 099 0,99

1

* Valor minim recomanable = 20
* Punt de tall a establir per cada usuari en funcié de nivell d’identificacié
necessari

* Visid global i critica dels resultats (4 repliques, 3 valors de similitud...)

1

171

13
0]

47

092 094 096 0,97

1

159

9

0

63

1

138

5
0]

88

1

100

3
0

128

1

63

0
0
-
O

1
1

34

0]

0]

197 218 229

1
1

13

0

0

1
1

2

0

0

1
1

0
0

231



MALDI-TOF MS — Llibreria on-line

Rapida
Senzilla

Baix cost de reactiv*

\/Base de dades on-line i gratuita

Gran inversio inicial*

Poden donar-se problemes d'interpretacié
Algunes especies poc representades
Dificultat per separar algunes espécies

—Faliatdebaseclecades—

Implementada com a técnica de caracteritzacio a I’Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau



Técniques moleculars

Dels anys 70 fins 'actualitat

M Estudis de flotabilitat
B Hibridacio per sondes

M Cariotip per camp polsat
M Tecniques basades en PCR Q

PCR
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
s i, * .:‘.
3

/ * _‘\.o o U

e e———

\ ) P &« —als B
‘ » B 7T @
h - l\~ . .—‘l

1. Dassatiralzar 2 Alneactn o ). Exderaain del

[1Mn a0 oodador sabader

(45 Sag. 2 5¢°C) 2 Min 2 72'C)




Técniques moleculars - PCR

No | Amplicon of
amplicon | expected size

Species A
Specific PCR Species®
for species B .
Generic PCR for
species Aand B
Amplification of species B P
Gel analysis " -
(or fluorescent Amplification
detection in Size analysis . Melting curve
real-time PCR) on gel RFLP Sequencing analysis
i e i -dF
— N A B
— A /\ [\
— ACGGCGCTGCGGTGCA
 Com—
—— N
B ﬁf\[\/\/\/\/\/\/\/\/\/\ﬂ/\ﬂf’
S I — ACGGCGCOOCGGTGCA
A B A B A B T(°C)

FIG 3 Schematic overview of common techniques to discriminate between two species (A and B). See “PCR-Based Methods” for details.

Van der Auwera and Dujardin, 2015



Técniques moleculars - dianes

M L'efectivitat de la técnica depenent de les dianes

AU

* Dianes molt/poc conservades 2 especificitat
* Dianes Uniques o multicopia = sensibilitat

* Utilitzacié de multiples dianes : MLST, MLMT
* Dianes aleatories: RAPD, AFLP

°* Genoma complet Q c




Estudi del complex L.

L. infantum

L. donovani
L. archibaldi

Allele

CNEaT
BCNINY
BCNIOIS
BCNIOLT
BCNIO1G
BCNILOLD
BCNIOLY
BCNIIL
BCNOR?
CROBG
BCNOTE
BCNDGS
BCN67
CN062
CNO40
BCNGD
BCN4S
BCNO4G
BCNO4Z
BCNA3
BCN4D
B3R
BCNO34
BCIO19
BCWLT
BCNOLS
BCNLL
741 wcroin
74 BCNO0G
BCNU7
BCho3
48] pcnoso
BCNOG1
BCNoso
| BCheIL
BCNo12
74| BCNLS
BCNOLG
BCN20
BCN3S
BCNDAL
BCND4T
BCNo4T
BCN9SL
BCN9S2
BCN93L
BCN96L
BCNO3
BCNoGY
BCNT0
N8
BCNLOL2
BCNIDLY
BCNSLT
o0e

donovani

13
=
s

12
=

outgroup

" MALDI-TOF

BCNOGT
CNLO20

autgroup

Ferndndez-Arévalo et al., en curs




Tecniques moleculars (Seqienciacio)

Rapida

Facil interpretacié dels resultats

Resultats comparables, bases de dades

Aplicable a mostra directa

Alt poder discriminat (*) l
Permet establir relacions

No assequible en tots els laboratoris

No estandarditzacio




Quina técnica triar?

SEQUENCIACIO




Comparacié de técniques

19 soques importades analitzades per MLEE, seqiuenciacié (hsp70, fh,
rpoliLS) i MALDI-TOF. Resultats identificacié i variabilitat trobada

nzim. | nseq. | nseq. | n seq.
MLEE | HSP70 FH | RPOIILS

Espécies MALDI-TOF (MSI)

2 L. braziliensis

L. braziliensis 4 2 L. braz/L. peruv

(n=3) 1 L. peruviana
L. guyanensis ;
e 1 2 L. panamensis
: 1 L. panam/L. guyan
L. panamensis 1
(n=1)
L. tropi 1
: r:‘:;’)ca 1 1 1 1 1 L. tropica
L. major 1 2 7 L. major
(n=7) o
L. infantum 1 1 3 L. infantum

(n=3)




Comparacio de técniques

Ideals MLEE Seqienciacio MALDI-TOF
Poder de discriminacio -
Rapidesa =

Poca quantitat mostra

Facil manipulacio C

Facil interpretacio —

Experiencia ]

Baix cost reactiu [

Us actual ’/’\




Quina tecnica triar?

PRESSUPOST?

TECNOLOGIA
DISPONIBLE?

TIPUS DE
MOSTRES?

VOLUM DE
MOSTRES?

PERSONAL?



MOLTES GRACIES




