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Introducción 1

1.- INTRODUCCIÓN

1.1.- GéneroLeishmanía

1.1.1.- Taxonomía

LeishmaniaRoss, 1903 es un protozoo flagelado perteneciente al orden Kinetoplastida

y la familia Trypanosomatidae (Levine et al., 1980). En 1987 Lainson y Shaw publicaron

una versión mejorada de la clasificacióndelgéneroLeLvhmania,basadafundamentalmente

en criterios extrínsecos,eco-epidemiológicosy de taxonomíaLinneana, pero que no

respondíaal origenmono o polifilético del mismo.Así, dentrodel géneroLeishmaniase

describendos subgénerosen función del lugar de reproducciónen el tracto digestivodel

vector (Lainson y Shaw, 1979, 1987): subgéneroLeishmaniadescrito por Saf’janova

(1982) y que hacereferenciaal desarrollosuprapilórico de ]os flageladosy subgénero

Viannia descrito por Lainson y Shaw (1987), de multiplicación peripilórica. Las

leishmaniasde reptiles fueron retiradasdel géneroLeishmania,para ser incluidasen el

géneroSauroleishmania(Ranque, 1973).

Hasta el momento, se han descrito 27 especies, agrupadasen 15 complejos

filogenéticos(Lainson y Shaw, 1972, 1986, 1987; Rioux et al., 1990a;Thomaz-Soccolet

al., 1993a) y, graciasa las técnicasbioquímicasy un análisis cladístico, se ha podido

confirmarlaclasificaciónde Lainsony Shaw(1987>pudiéndoseestab]ecer]a hipótesisdel

origen monotiléticodel géneroLeishmania(Thomaz-Soccolaal., 1993!».

En la Figura 1 se muestra un esquemacon la taxonomía actualizadadel género

Leishmania,basadaen caracteresintrínsecos(isoenzimas)y taxonomíanumérica(Rioux

et al., 1990a;Thomaz-Soccolet al., 1993a;Dedet, 1993).
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Figura 1.- Clasificación del género Lcishmania basada en caracteres intrínsecos

(isoenzimas)y taxonomíanumérica(Rioux et al., 1 990a; Ihomaz-Soccol ci al., 1993a;

Dedet, 1993).

~‘ Especiesquepermanecensin incluir en ningún complejo.
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Introducción 3

¡.1.2.- Ciclo biológico

El ciclo biológico de Leishmaniatiene lugar en dos tipos de hospedadores:en uno

invertebradoquecomprendenumerosasespeciesde los génerosPhlebotomusen el Viejo

Mundo y Lutzomyiaen el NuevoMundo, ambospertenecientesa la familia Psychodidae,

y en un hospedadorvertebradoque incluye unagran variedadde géneros.

El parásitoadquierea lo ¡argo del ciclo biológico formasbiendiferenciadas,unamóvil

y flageladaen el hospedadorinvertebrado,y la otra inmóvil intracelulary no flagelada,

denominadaamastigote,en el hospedadorvertebrado(ver revisionesde Mo]yneux a al.,

1986 y Molyneux y Killick-Kendrick, 1987).

Cuandoel vector(hospedadorinvertebrado)ingieresangredel hospedadorvertebrado,

inoculalospromastigotesinfectivos, ]]amadosmetacíclicos,quepenetranen losmacrófagos

de la piel, víscerasy membranasmucosas,graciasa su unión con los receptoresCRí

(Mallinson y Coombs, 1989) y CR3 del complemento(Russell y Wright, 1988), el

receptormanosa-fucosa(Russelly Wilhelm, 1986) y el receptordel fibrinógeno(Rizvi a

al., 1988), dondesetransformanenamastigotes,procesoquetienelugarentre 1 a4h más

tarde. La multiplicación de los amastigotesen el interior de la vacuolaparasitóforade los

macrófagoses mitótica y se producepor fisión binaria. Algunos aspectosgeneralesdel

procesode unión Leii-hmania-macrofago,así como los mecanismosde evasión de la

respuestainmune,hansido revisadosrecientementepor Rivasa al. (1993), Scott y Sher

(1993) y Fernándezaal. (1993).

Los macrófagoscargadosde amastigotespuedenvolver a ser ingeridospor el vectoren

el transcurso de una nueva picadura, son lisados y liberan los amastigotesque se

transforman en promastigotesen el tracto digestivo. Estos promastigotes sufren

transformacionescomplejasy danlugara formascaracterísticasaúnno bienconocidas,qu.e

se conocencon los nombresde formas “paramastigotes”,‘haptomonas’y “neptomonas’,

paradarlugar a los promastigotesmetacíclicos,queson los infectivosparae] hospedador

vertebrado(ver revisionesde Sacks,1989 y Killick-Kendrick, 1990, 1991). Los parásitos

puedenseraisladosdel hospedadorvertebradoa partir de órganoso lesionesinfectadaso

del hospedadorinvertebradoinfectadoy cultivarse en una gran variedadde medios de

cultivo (ver Changy l-lendricks, 1985).

En la Figura 2 se muestraun esquemadetalladodel ciclo biológico (modificado de

Chang a al., 1985).
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Figura 2 -- Ciclo de tris/unan/a spp. en ms hospedadoresvertebradoe invertebrado (modificado de Cbang
e: al., ¡985). 1.- Penetraciónde promastigotesmetacíclicosen el hospedadorvertebrado,a travésde la piel
por la picadura de un flebotomo infectado; 2.— Fijación dc los promastigotes al macrófagoy posterior
fagociración;1- Fusióndel fagosoniacon el lisosoma;4.- Diferenciacióndel promastigoteen amastigote
dentro del fagolisosomadel niacróliigo infectado; 5.- Multiplicación del arnastigole en la vacuola
parasítófora;6.- Multiplicación intravacuolarde amastigotes;7.- Ruptura del macrófagoy liberación de
amastigores;8.- Fagocitosisde los amastigoresliberadospor otrosmacrófagos;9.- Ingestiónde maerófagos
parásitadospor el flebotomo al ingerir sangrede un hospedadorvertebradoinfectado; lO. - Ruptura del
macrófagoy liberaciónde los amastigotesen el estómagodel flebotomo; II.- Multiplicación de amastigotes
y diferenciaciónen pronlastigores;12.- Multiplicación de los promastígotes<denominadosneptomonasen
un algunasespecies)en el tractodigestivoe in~ercióndelos flagelosentrelos microvellosídadesdel endotelio
digestivo; 13.- Miii tiplicación de pronlasíigotes del subgénero Viana/a en ej instcst!n() posterior del
fiebotomnoy diferenciaciónen paramastigotes,con los flagelos ensanchadosen forma de disco, fijándosea
la cutículamediantehemidesmosomas;14.- Migraciónde promastigoteshacia el intestino anterior como
haptomonas,con losflagelosunidosalacutículadel tractodigestivo; 15.-Localizaciónde losparamastigotes
con los flagelosunidosa la cutículadel intestinoanterior; [6.- Promasrigotesmetaciclicos,muy movílesen
la probóscideo en las inmediacionesde la válvula estomodealdel flebotonio.
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Introducción 5

1 2.- El genonia de Leishmania

Los protozoospertenecientesal orden Kinetoplastida presentan un ADNgenómico

(ADNg) localizadoen el ndcleo celular, encargadode la replicacióndel parásito, y un

ADN extracromosómicosituadoen la única mitocondria,quesereplicaindependientemen-

te, conocidocomoADN del kinetoplasto(ADNk> (Simpsony Braly, 1970; Simpsony da

Silva, 1971; Simpsonet al., 1980). Tambiénse han encontradopartitulassemejantesa

virus (VLPs) situadasen el citoplasmade promastigotesde Leishmania (Leishmania)

herrigi que no tienen efecto ni en el crecimientoni en la multiplicación del parásito

(Molyneux, 1974),asícomoARN viralesen Leishmania(Viannia)braziliensis(Tan-eral.,

1988) y Leishmania<Y) guyanensis(Chunge: al., 1994) que han sido incluidos en el

géneroARN viral 1 de Leishmania(LRV1) de la familia Totiviridae. La organización

molecularde algunosde estosLRVI ha sidoya estudiada(Stuarte: al,, 1992; Scheffter

e: al., 1994).

El tamañodel genomadeLeishmaniavaría con las especies,estando comprendido entre

l0~-lO~ pb de ADN. Así, el genomade L. (Y) braziliensisesde24,2x107 pb y el deL,

<L.) donovaní de 10,5 x107 ph (Villalba y Ramirez, 1982), mientrasqueel de L. (L.)

mexicanatiene un tamañode 1,34 x108 ph (Galindoy Ramirez-Ochoa,1989).
El ADNk puedeser separadodel ADNg por centrifugaciónen gradientede densidad

de cloruro de cesio/bromurode etidio (Simpsony da Silva, 1971). Dependiendode la

especie,la densidadpuedevariar desde 1,714 a 1,720 g/mi para la banda de ADNg y

desde1,688 a 1,707 guI para la de ADNk (ChanceeraL, 1974).

1.2.1.- Cromosomas

El material genético de los protozoosdel Orden Kinetoplastidaestá organizadoen

cromosomasque, al no condensarseen ninguna fasedel ciclo mitótico (Vickerman y

Preston,1970), no puedenser visualizadoscon el microscopioóptico, 1<) que impide su

análisiscitogenéticoconvencional.

Este inconvenientese pudo soslayaren Ja décadade los años80 con el desarrollode

la electroforesisen campopulsado(PFOE)(Schwartzy Cantor, 1984; Gibson,1985) y sus

variantes:electroforesisortogonalen camposalternos(OFAGE) (Caríe y Olson, 1984,

1985;Ziegiereral., 1987),electroforesistransversalencamposalternos(TAFE) (Gardiner
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aal., 1986), electroforesisen camposhomogéneos(CHEF), queproporcionapatonesde

bandasrectasfacilitando así la hibridación y los análisis densitométricos<Chu e: al.,

1986), así como de la electroforesis en campos homogéneosque se invierten

periódicamente(FIGE) (Caríee:al., 1986; Dawkins etal., 1987)y electroforesisrotatoria

(ROE) (Southeme: al., 1987), quepermitenel fraccionamientoen un gel de agarosade

grandesmoléculasde ADN (de hasta2000 kb). Básicamentetodasestastécnicashacen jiposible la separación de macromoléculas de ADNde 250 a 2600 kb (ver revisionesde
Dawkins, 1987, 1989 y Bustamanteet al., 1993), lo que ha permitido el estudiode la

estructuray organizacióncromosómicaen Letshmania(ver revision de Bastien e: al.,

1992b).Deestemodosehan podidoesclareceralgunasde las incógnitassobrela biología

de este protozoo, tales como hasta qué punto el cariotipo se conserva durante la

especiación,la existenciaono dereproducciónsexual,determinacióndel númerode copias

decadacromosomao los posiblesmecanismosparagenerarpolimorfismoen el tamañode

los mismos.

1.2.1.1, - Es:rucwrade los cromosomas

Seha demostradoqueexiste un altogradode plasticidaden el genomadeL. (L.) major

(Giannini e: al., 1986; Spithill y Samaras,1987; Massamba,1990), L. (L.) donovaní

(Comeau e: al., 1986; Samaras y Spithill, 1987; Bishop y Miles, 1987, 1989; Bishop y

Aldnsehinwa, 1989; Bishop, 1990), L. <L.) infantum (Pagéseta!., 1989; Bastieneta!.,

1990a,b;Gutiérrez-Solare: al., 1990), Sauroleishmaniataren:olae (Gómez-Eichelmann

e: al., 1988) y los complejos deL. (y.) braziliensis y L. <L.) mexicana(Giannini ej al.,

1986; Scholier ej al., 1986; Dujardin e: al., 1989, 1993a; Stuarte: al., 1989, Stuart,

1991;Ereslx eta!., 1993). Para cada una de estas especies,los aisladosindividualestienen

cariotipos únicos a pesar de teneruna gran proporción de cromosomashomólogosen

tamaño.

Van der Ploeg e: al, (1984) fueron los primeros en utilizar PFGEpara separarlos

cromosomas de Leishmaniay protozoosparásitos relacionados, demostrando que las

variaciones en el tamaño y distribución de los cromosomas de genesseleccionados(mini-

exon, a y fi tubulina y genes ribosomales) no están altamente conservados entre diferentes

flagelados del Orden Kinetoplastida. Según estos autores L. <L.) tropica contienemásde
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20 cromosomasde más de 700 kb. Los genes de la a-tubulina y 8-tubulina estarían

localizadosen dos tipos de cromosomas,unosde más de 2000 kb y otros de menosde

2000 kb, mientrasqueen el géneroTiypanosomaestosmismosgenesestaríansituadosen

unasespeciesen cromosomasde másde 2000 kb y en otrasen cromosomasde menosde

2000 kb, lo que explicaríael diferentenivel de conservación.

Spithill y Samaras (1985), gracias a la técnicade PFOE, detectanen un clon dela cepa

deL. (1..) inajor, LRC-L137/7/V121, 17 cromosomasdivididos por su tamañoen dos

grupos: 12 cromosomas de 400-1500 kb y 5 cromosomas de 2000-4000 kb. Así mismo,

estudianla distribución de los genesde la ay B-tubulinaen estamismaespecie.Los genes

de la a -tubulina se encuentran situados en un mismo locus (cromosoma 7), mientras que

existen múltiples loci para la familia de genesde la 13-tubulina(cromosomas6,10, 16 y

17). Posteriormente, estos mismos autores observan hasta un total de 23 cromosomas en

estamismacepa(Spitliill y Samaras,1987).

Bishop y Miles (1987) efectúan el fraccionamientode los cromosomasde L. <L.)

dono-van! mediante OFAGElo que lespermitediferenciaren estaespecie22 cromosomas.

Las especies L. <t) donovan!, L. <22.) infantumy L. (L.) e/zagas!presentaroncariotipos

diferentes. En un aislado de origen africano, MHOM/ET/67/HU3, observan un

minicromosoma de 270 kb, no homólogo con los miicromosomasde ninguno de los

aisladosde L. (1,.) donovaní,22. <22,) infan¡um, L. (L.) e/zagas!utilizadosen el estudio.

No sólo se ha encontrado polimorfismo en el tamaño de los cromosomas, si no también

en el número y la intensidad con la que se tiñen con bromuro de etidio las bandas

cromosómicas.Hastienetal. (1990a) aprecian un elevado polimorfismo en el cariotipo de

cepas deL. <L.) infantumpertenecientes a diferentes zimodemas, así como en 12 cepas del

zimodema 1 (MON-l). El polimorfismo afectó mayoritariamente al tamaño de las bandas

cromosómicas,pero tambiénal número(entre23 y 31 cromosomas).Cuandoanalizanel

cariotipode 36 clonesderivadosde 8 cepasdeL. <L.) infantuni observanun polimorfismo

interclonal dentrode cadacepaqueafectósóloa unao dosbandascromosómicas.El 50%

de los clones presentaron polimorfismo en el cariotipo, expresadoprincipalmentepor la

presencia de un cromosoma adicional o modificaciones en el tamaño de los cromosomas.

Cuando vuelven a donar uno de los clones, observan también cierto grado de polimorfismo ¡

pero mucho menos frecuente (1/15), lo que podría indicar que durante el proceso de

clonajepodríantenerlugar reagrupamientosde los cromosomas.Estasvariacionesentre
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clones implicaría una estructura en ‘mosaico’, con individuos distintos que poseen

versionesdiferentesen tamañodel mismo cromosoma (Hastien e: al., 1990b).

Por otro lado, también se han observado patrones de cariotipo conservados(Giannini

eral., 1990; Lightball y Giannini, 1992).

Tavares a al. (1992) estudian el cariotipo de 20 espcies de Uishmania incluidas en

diferentescomplejosmedianteCI{EF detectandoclarasdiferenciasenla localizacióndelos

genesde la tubulina, entre especies de Leishman!adel Viejo y NuevoMundo.

Los patrones de hibridaciónconsondascromosómicasha pennitidoagrupara aislados

de L. (Y.) peruv!anay 22. (Y) braziliens!sen gruposdiscretoso cariodemas,facilitando

su separación(Dujardin e: al., 1993a,b).

Blaineau et al. (1992a) analizan el cariotipo de 22 cepas de L, CL) infantum

pertenecientesa los zimodemasdermotroposMON-11, MON-29 y MON-33, originarias

del mismo foco biogeográfico.Todas las cepaspresentaronun cariotipo estrechamente

relacionadoque contrastacon el polimorfismo observadoentre otras cepascutíneasy

visceralesaisladasen el mismo foco, todas ellas pertenecientes al zimodema 1 (MON-1)

(Hastienaal., 1990a,b;Blaineauet al., 1990, 1991).

El cariotipo de cadaespeciede Uishmaniaestaríarepresentadopor un grupo básico

de cromosomasaltamenteconservadosy un juegode cromosomasvariablesUnicos para

cadaaislado,hipótesisqueesconfirmadapor losdatosobtenidosen el estudiodelcariotipo

de cinco aisladosde 22. <‘22.) major (Giannini, 1989; Giannini et al., 1990).

El conocimientode los mecanismosdeorigendelpolimorfismoen el cariotipopodrían

revelar fenómenosprimitivosde dinámicadel genoma,difíciles de poneren evidenciaen

los eucariotassuperiores(Bastien, 1990c).La plasticidaden el genomade Leishmaniase

podría producir como resultadodel reagrupamientode los cromosomasa través de

amplificaciones y delecciones de secuenciasrepetidas en regiones subteloméricas

(lovannisciy Beverley, 1989; Hastien,1990c)

La evolución de los cromosomaspodría estar influenciadapor diferentespresiones

selectivasqueoperanenlas diferentesespeciesde Leishmania.Porotro lado,la plasticidad

de los cromosomaspodría estar ¡imitada por el modo de reproduccióndentro de las

especies.Si hubiera reproducciónsexual, se favorecerla la unión entre grupos de

cromosomas entre todos los individuos de una poblacióny, por lo tanto, existiríauna

elevada conservación del cariotipo. Si porel contrario, la reproducciónfuerade tipo clonal
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en Le!sñmania (Tibayrenc a al., 1991; Tibayrenc, 2993), se producirla una elevada

divergencia en los cariotipos (Lighthall y Giannini, 1992).

1.21.2.- Ploidta

El conocimientode la ploidia de un organismo es un requisito imprescindible para

comprendersugenética.La segregaciónalélica,recombinaciónentreloci y reagrupamiento

de cromosomashomólogosda comoresultadoqueun organismoseahaploide,diploideo

poliploide (Tait y Tumer, 1990).

La ploidía en Leishmaniaes inciertay aunquela tendenciaactual esconsiderara este

protozoocomoun organismodiploide, lo que implicada la existenciade un doblejuego

de cromosomas(2n), no existen muchos trabajos que apoyenesta hipótesis. Por el

contrario, otros autores consideran a U!shman!acomo un protozoobaploide, del que

existen un mínimo de cepas con uno o más cromosomasdisómicos o polisómicos

(aneuploidfa).

Las primeras informaciones acerca de la ploidia deLeishmaniaseobtuvierongracias

al análisis enzimático (Maazoun e:al., 198la; Le Blancqe:al., 1983).Kelly e:al. (1991),

describenun posible hibrido natural entreL. (L) major y L. (L.) arabica, que fue

heterozigóticopara cuatro sistemasenzimáticos(GP!, MPI, 6-POD y ES).

La presenciade dos versionesdistintasen el tamañodel mismocromosoma,en vanos

clones“hermanos” deL. (L.) infanwm,sustentala hipótesisde queestoscromosomasson

mínimamente diploides (Hastien e: al., 1 990b}.

En 22. <22.) major se ha demostrado que el cromosoma II que porta el gen que codifica

el mini-exón(BemardsetaL, 1983; Iovannisci y Beverley, 1989), y el cromosomaV que

lleva el gen que codifica la timidilato sintetasadihidrofolato reductasa(TS-DHFR>

(Beverley, 1988; Cruz y Beverley, 1990) son minimamentediploides.Así mismo, hay

evidenciade que el locus de la adeninafosforribosil transferasaen 22. (22.) donovaníes

diploide (Iovanniscie: al., 1984; Ulíman eta!., 1989).

Los estudiosdel cariotipo de22. <‘22.) mexicanamedianteCHEF hanreveladoqueesta

especiees diploide para muchos cromosomas(Galindo y Ramírez, 1989; Ramírez y

Galindo, 1990).

Blaineaue: al. (1991)intentanclarificar e¡ polimorfismoencontradoen el cariotipode
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Leishmania,medianteel estudiode los cromosomasde tamañomenorde cinco clonesde

22. (L,) infantumcon sondas específicas de ADN. Uno de los clones, <LEM1284), presentó

dos versiones diferentes en tamañode cadauno de los tresminicromosomas.Así mismo,

demuestranqueen el polimorfismodel cromosoma1 de varias cepasde L. CL) infantum

está implicada una región subteloméricaque comprendesecuenciasrepetidas.De este

estudiose desprendeque Leishman!aes “minimamente”diploide, al menosparalos tres

cromosomasestudiados.Por el contrario, existe evidenciade trisomia y polisomia en

algunoscromosomas(Bastienet al., 1 990a).

1.2.2. - Minisatélites

Las secuencias de ADNdenominadas “minisatélites” están presentes en el genoma de

la mayoría de los eucariotasy recientementesehanpuestode manifiestoenUishmania

(Macedoet aL, 1992). Estos minisatélitesestánconstituidospor unidadesrepetidasen

tándemde 15 a 40 ph y generanun polimorfismointraespecificoo “DNA Iingerprints”,

siendosu análisisesencialen estudiosde genéticade poblaciones(Jeffreyset aL, 1985).

No existenmuchosestudiossobreestassecuenciasenLeishmania,pero su valor en la

caracterizacióne identificación de especiesy cepasde Leishinaniadel Nuevo Mundoha

sido estudiado por Macedo ci al. (1992). La frecuencia y distribución de varios

minisatélitesen el genomadeLeishmaniahademostradoun polimorfismoalélicosuperior

al obtenidocon el análisisenzimático(Rossie: aL, 1994).

1.2.3.- S4DNc!rcular ex:racromosómico

La presenciade elementosgenéticoscirculares,bandasdeADN de 30-200kb, como

resultadode un procesode amplificacióndel genomaen unagran variedadde protozoos

parásitos, ha despertado recientemente un gran interés. En Leishmania se han identificado

seis ADN circulares la mayoríaen aisladosresistentesa la acción de agentesselectivos

comoel metotrexato,arsenitosódicoy tunicamicinaaunquetambiénsehanencontradoen

aisladosno resistentes(ver revisiónesde Stuart, 1991 y Beverley, 1991>.

El ADN circular más estudiadoes el ADN R, de 30 kb, que apareceen aisladosde

Leishmaniaresistentesalos inhibidoresde la dihidrofolatoreductasa(DHFR) o timidilato



Introducción 11

sintetasa(TS) (Coderreet aL, 1983; Beverley eta!., 1984; Beverley, 1988; Garveyy

Santi, 1986; Higbtower e: aL, 1987, 1988; Kapler eS al., 1990>. El ADN-H tiene un

tamañocomprendidoentre68-170kbs, y seencuentratantoen aisladosseleccionadospara

resistenciaa metotrexato(MTX) y primaquina,entre otros, así como en aisladosno

resistentes(Beverleyetal., 1984; White e:al., 1988; Hightower esal., 1989; Ellenherger

y Beverley, 1989; Ouellette e: al., 1990). Los otros ADNs circulares están menos

estudiados,entreellos se encuentran,el ADN O de 30-60 kW, descritoen Leishínania

resistentea tunicamicina(Detkeesa!., 1988; KatakuraeSal., 1991),el ADN Dde75 kb

descritoen 22. <‘71.) :rop!ca (Hightowere: al., 1988) y el ADN T descritoen S. tarentolae

de 19 kb (Petrillo-Peixotoy Beverley, 1988, 1989).

GajendraneSal. (1989),Stuarteta!. (1989) y Hamersesal. (1989)describendostipos

de ácidos nucleicos específicos de Leishmania que presentanun comportamiento

electroforéticoanormal cuandose sometena OFAGE. Estos elementospodríanposeer

propiedadessimilaresa los transposonesy puedenestarparcialmenteintegradosen otros

cromosomas.El ADN circular LDI (llamado tambiénCDI), de origennuclear,presente

en seisaisladosde los complejosL. donovan!y L. infansum(K42, 1-S, LRC-L51,VP74,

LRC-61, Túnez y ITMAP 263), se encuentra integrado dentro del ADN lineal

cromosómico(LDl) en otros aisladosde 22. (L.) donovan! y en una cepa de 22. (Y)

brazillensis.El otro tipo de ácido nucleicoesun ARN citoplasmáticode una sola hebra

(LRI) similar al ARN viral.

Se ha podidodemostrarla presenciade LD1 lineal en el ADN cromosómico(200-550

kb) de aisladosde diferentesespeciesde Leishmaniadel Nuevo y Viejo Mundo (Trípp es

al., 1991, 1992), asÍ como la presencia de ambas formas de ADNs, LD1 circular y LDí

lineal, en diferentesclonesderivadosdel mismo aisladode 22. (L.) mexicanaM379 (Liu

a al., 1989, 1990, 1991, 1992).

Beverleyy Coburn <1990) describencuatronuevosADNs linealesde tamañopequeño

(SLDs> en el aisladode22. (22.) majorLT252, cuyassecuenciasestánrelacionadaspero no

son idénticasa las de CDI y LDI y estánoriginadasen un cromosomade 1,5 Mb. Estos

autores agrupan estos cuatro nuevos ADNs lineales en la clase 715 de SLDs, no

encontrando relación entre su aparición y resistencia a agentes selectivos, por lo que su

aparición parece espontánea.

Navarroe:al. (1992)describenminicromosomasrelacionadosconLD 1 lCD 1 y la clase
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715 de SLDs en clonesdeL, (22.) major, LV-561, con diferentesgradosde virulenciaen
ratonesBalb/c. Estosautoresdemuestranqueestosminicromosomasno estánrelacionados

con los diferentesgradosde virulenciaen el ratón.
k.

1.2.4. - Kinetoplasto

El kinetoplastoes una estructuraque se encuentrasituadaen todos los protozoos

pertenecientesal orden kinetoplastidadentro de la membranamitocondrial (Borst y

Hoeijmakers, 1979; Harker, 1980), siendo uno de los ADNs más inusualesque se

encuentranen la naturaleza(Simpson, 1972). Estáconstituidopor un disco de 1-2 gm de

diámetro, visible al microscopio óptico y que contiene 1O~ pares de basesde ADN

mitocondrial (Chancey Walton, 2982; Lopesa al., 1984). El ADNIC representadel 10

al 20% de todo el AUN del parásitoy está formado por una red gigante de miles de

moléculascirculares,maxicírculosy minicírculos,concatenadascovalentemente(Simpson,

1979). El procesode replicaciónde maxicírculosy mninicfrculosy el ensamblajede la red

de ADNk han sido objetode numerososestudios(ver revisionesde Ray, 1987; Ryan eS

al., 1988; Pérez-Morgay Englund, 1993; Shlomai, 1994).

1.2.4.1.- Mas/círculos

El ADNk contieneunos50 maxicfrculosde 30 a 40 Kb. Los maxicírculospuedenser

separadosmedianteelectroforesisdel ADNk digerido conenzimasde restricción(Kleisen

et al., 1976; Weislogel es al., 1977). En el caso de Crishidia y Phytomonaslos

maxicfrculosrepresentanaproximadamenteun 5% del total del ADN (K]eisene:al., 1976;

Weislogelce al., 1977), siendomayorenel casode T¡ypanosomabrucel (Fairlambe: al.,

1978). En 8. sarensolaelos maxicírculospresentanuna densidadde l’681 gfcnV (79%

A±T)y un pesomolecularde 18-20 x l0~ (Simpson, 1979). Los maxicírculos están

formadospor una región conservaday otra variable(Borst, 1991). Contienensecuencias

de AUN a las quepor homologíase les atribuyeel mismopapel queel ADN mitocondrial

en otros sistemascelulares(Simpsony Simpson, 1978; FairlambeS al., 1978), como es

contener los genes para los ARN ribosomalesademás de tener otras unidades

transcripcionales(Hoeijmakersy Borst, 1982; Eperonesal., 1983) y al menos6 genes
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estructurales (Benne es aL, 1983).

1.2.42.- Miniclrculos

Los minicírculos son las moléculasmás pequeñasde ADN mitocondrial que se se

puedenencontraren la naturaleza(Barker, 1980), y su tamañooscila entre450 pb en

Trypanosomacongolensey 2500pb en las especiesde Crishidia, pero dentrodecadared

son idénticasen tamaño.Su función esdesconocidaaunquepareceque estánimplicados

en la estructurao replicación(o ambas)del ADNk (Kleisen es al.,1976;Englund, 1978;

Englunó y Marini, 1980). Tambiénexisteevidenciade la síntesisparcialde ARN a partir

de ADNkde Crishidia acansocephalt(Foutsy Wolstenliolme, 1979>.

El ADNkdeLeishmaniacontienede 10.000a 20.000minicfrculosde 500a 2.500pb

(10 a 20 familias) (Barker, 1987). Los minicfrculos tienenalrededorde un 80% de su

secuencianucleotídicavariabley el resto conservada(Riou y Yot, 1975, Fraschesal.,

1981). En la mayoríade fas especiesde Uishmaniael 80% de los minicfrculos tienen

cuatro o menosclasesde secuenciasmayoritarias(Kidane et al., 1984; Lawrie esal.,

1985; Lopesy Wirth, 1986; Barker es al,, 1986c; Rogersy Wirtb, 1987, 1988). Este

pequeñonúmerode familias de secuenciassuponeque cada clasees representadapor

muchascopias (hasta 3000) de aproximadamente600 pb que estándisponibles para

hibridar. Las secuencias conservadas tienen una homología de hasta un 90% entre las

diferentesespeciesdelmismoparásito(Macinaet al., 1986). Dentrode unamismaespecie

todos los minicírculos tienen unasecuenciaconservadade aproximadamente120 pb y una

granregión variable.La organizaciónde estasregionesen los minicírculosvaríaentrelos

diferentestripanosomátidos.Sinembargo,haydossecuenciasconservadascortas<presentes

en todas las especies de tripanosomátidos) el dodecámero: 3 ‘-ATGTGGTTGGGG-5’,

conocidacomo la secuenciauniversal de los minicfrculos (UMS) y el hexámero 3’-

ACOCCC-5’ (Kitchen eS al., 2984; Ntambi esal., 1985) de las que sólo se conocen dos

excepciones,una en Crithidia oncopelsí(Pestov n al., 1990) y la otra en 8. tarensolae

(Kidane e: al., 1984).

Los minicírculossecomportancomo unidadesindependientesmientrasseproducela

replicación. La variación entre las especies parece ser debida a mutaciones puntuales y a

reorganizaciones, translocaciones e inserciones/delecciones, entre secuencias de
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minicfrculospreexistentes(Horsty Hoeijmakers,2979; Hoeijmakersy Borst, 1982;Jasmer

y Stuart, 1986a,b). Esta variabilidad contribuye ala evoluciónrápidadel ADNk (Englund,

1979> que incluso ocasionaríadiferencias en los patronesde esquizodemasdel ADNk

despuésde variosañosde pasessucesivosde una cepaen el laboratorio(Hoeijmakersy

Borst, 1982)

Existe unagran heterogeneidaden el ADNk de los tripanosomatidoslo quehaceque

los minicírculossepuedanagruparen familias, permitiendola caracterizaciónde especies

y aislados. CriMidia contiene de 10 a 20 familias (Steinert y Van Assel, 1980). En

Trypanosomaequ¡~erdumy Trypanosomaevansi sólo hay una familia, pero en T. brucel

hay másde 300 (Borst y Hoeijmakers,1979). S. earen:olaetienetres familias (Challberg

y Englund, 1980)y 22. <~.) majorunasveinte (Spithill y Grumont, 1984).En Leishmania

lo más comúnson unasocho o diezfamilias de minicirculos en las especiesdel Viejo

Mundo y menosde cuatroparalas del Nuevo Mundo.

La comparacióndela secuenciade los minicúculosdeL. (L) major, 22, CL) aethiopica

y S. taren:olaeha reveladounaúnicaregiónconservadaentrelos nucledtidos1 y 170 en

22. (L) major. Esta región presentadosregionesconservadas,que son compartidaspor

diferentesespeciesdeLeishmania,Sauroleishmania y otros tripanosomátidos:la “secuencia

universal” y el origen de replicación de los minicfrculos (Smith et al., 1989).

Los niinicfrculos no estánsometidosa presionesgenéticas,lo queesconsideradopor

algunos autores como una gran ventaja para la caracterización de aisladosmediante

comparación de fragmentos de ADN. Sin embargo, para otros investigadores,el que la

transcripción sea independiente de los ¡ninicirculos, es considerada comoun desventajapor

no ejercerinfluenciaalgunani en las propiedadesmorfológicasni en las bioquímicas del

parásito<Hoeijmakery Borst, 1978; Foutsy Wolstenholme,1979). Es decir, el parásito

puedepermanecerinalterablemientrasque las secuenciasde ADNk de los minicfrculos

puedencambiarpor mutación o por recombinacióncon otrascadenasde minic&culos ya

existentes(Van Eys et al., 1987).

En Leishmanialos genesribosomales están organizados en secuencias repetidas en

tándemde las queexistenunas200 copias(León e: aL, 1978; Villalba y Ramírez, 1982),

y estánlocalizadosen bandascromosómicasdiploides(Galindo y Ramírez,1989). Los

genes ribosomales presentan secuencias conservadas y sólo 800 b, en la regióncentraldel

gen muestra beterologla (Dams eta!., 1988). Las secuencias conservadas están flanqueadas
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por zonas intergénicas(espaciadoras)de diferente tamaño, debidasa un proceso de

evolución más libre. Las regionesintergénicas(NIS) tienen un tamañode unas 8,5 Kb

(León esal., 1978; Ramírezy Guevara,1987).

El ARN seha podido aislardel kinetoplastode .5. rarenrolae, y estáformadopor dos

fraccionesde 9Sy 12S. Estasfraccioneshibridan conlos maxicírculosde ADNK, por lo

tique en ellos estála informacióndel ADN mitocondrialy no en los minicírculos(Simpsony Simpson, 1978; Simpson esal., 1980).

1.3. - Reproduccióndel parásito:clocalidado sexualidad

Durante los últimos diez años se ha ido imponiendo la idea de que durante el ciclo

biológico de muchos protozoos parásitos puede tener lugar un intercambio genético.

Lasdos consecuenciasgenéticasfundamentalesde la reproducciónsexualson segregación

(relación entre alelos en un mismo locus) y recombinación(relación entrealelos de

diferentes loci); su ausencia en poblaciones naturales indicada la inexistencia por tanto de

este tipo de reproducción.

Recientemente muchos autores han podido demostrar en el laboratorio que algunos

protozoos de importancia médica pueden sufrir recombinacióngenética:T. brucel (Jenni

e: a!., 1986; Jenni, 1990; Stemberg eral., 1988; Walliker, 1989; Tait y Turner, 1990;

Schweizereral., 1994)), Plasmodiumfoiciparum (Walliker eta!., 1987; Walliker, 1989),

P!asmodium e/talmud! y Plasrnodium yoelii (Walliker, 1983), Rimeria (Rollinson et al.,

1979), Toxoplasma (Pfefferkorn y Pfefferkom, 1980), Enramoeba hissolyflca (Sargeaunt

et al., 1988; Blanc a al., 1989) y Leishmania (Lanotte y Rioux, 1990). Sin embargo,

otros autores han postulado que la recombinación genética tiene lugar también en

poblaciones naturales de T. trace!, T. gambiense(Tait, 1980; Paindavoineeral., 1989>,

P. fa!ciparum (Walliker, 1983) y Leishmania(Evans a al., 1987; Kelly es a!., 1991),

pero no en poblaciones naturales de T¡ypanosomacruz!,en el quela presenciadepatrones

heterozigóticosfijos soportala hipótesisde que esteprotozooesdiploide, genéticamente

polimórfico y tiene una estructuraclonal quemanifiestauna falta de sexualidad(Miles,

1983; Tibayrency Miles, 1983;Tibayrency Desjeux,1983; Miles esaL, 1984; Tibayrenc

eral., 1984, 1986; Tibayrenc, 1985; Tibayrenc y Ayala, 1987; Breni~re eral., 1991; De

LucaYOro eral., 1993). La recombinacióngenéticapodría tenerimplicacionesmédicas
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y taxonómicas, como la transferencia de resistencia a fármacos, cambios en la patogenia

e incluso podríacambiarel conceptode especieen Uis/zmania(Walliker, 1989).

El interésde la posible existenciade un sistemade intercambiogenéticoentre los

tripanosomasafricanos se despertóen los inicios de la décadade los años 80, como

resultado de los estudios del análisis enzimático de diferentes aislados que revelaron

diploidia y recombinaciónentre diferentes loci en este protozoo(Tait, 1980, Tait et

al.,1984;Tait esal., 1985; Tait e: al., 1989).

Los primerosexperimentosde intercambiogenéticollevadosa caboen el laboratorio

con 2”. brucel fueron los de Jenni e: al, (1986) y Sternberget a!. (1988, 1989) quienes

demuestranque estosparásitospuedencompletarsu ciclo bilógico cono sin intercambio

genético,a partir de los experimentosde transmisióncíclica mixta de diferentesclonesde

T. bn¿ceia travésde moscastsé-tsé.Lascaracterísticasde los hibridos fueronanalizadas

por Jennies al. (1986), Paindavoineet al. (1986), Wells e: al. (1987) y Le Pagees al.

Posteriormente,Gibson (1989, 1992) realiza el mismo experimentocon clones de T.

r/¡odesiensey T. brucel (1988). La existenciade intercambiogenéticoimplicaría meiosis

y singamia, pero el orden de estos procesos está aún sin dilucidar (Jenni, 1990; Tait y

Turner, 1990; Turneresal., 19%). Recientemente,Schweizeres a!., (1994)hanefectuado

un experimentode intercambiogenético,condos clonesde T. brucei, similar a] descrito

por Gibson (1989, 1992). Los clones obtenidosa partir de los híbridos mostraronun

fenotipocaracterísticodeun híbrido. Asimismo,los estudiosde cariotipodemostraronque

estos híbridos no eran el resultado de una simple fusión ya que todos los clones fueron

recombinantes para los cromosomas de tamaño intermedio.

Por otro lado, los estudios específicos de genética de poblaciones han demostrado la

existencia de un sistema de reproducción básicamente clonal en poblaciones africanas de

T. brucel (Truc y Tibayrenc, 1993), hipótesis que no es compartidacon Cibulskis (1988,

1992).

En P. falciparum, haploide durante la mayorpartede suciclo biológico, la formación

del zigoto y la meiosis tienen¡ugardurantesu desarrolloen el hospedadorinvertebrado.

La recombinacióngenética se ha comprobadoigualmentepor transmisionesmixtas de

clonesa travésdel mosquitovector, lo quepermitela fertilización cruzadade los gametos

(Walliker, 1989).

No es hasta 1981 cuandose mencional.a existenciade estructurasheterozigóticasen
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el géneroLeishmania.Maazouneral. (1981a)efectúanel análisisenzimáticodc 49 cepas

de Leishrnaniamediante8 sistemasenzimáticos,lo querevelala existenciade estructuras

heterozigóticasentreellas: 22. (22.) infansumy S. rarenrolae que son heterozigóticaspara

la OPI y L IL.) ae¿’hiopicaheterozigóticapara(Pl, PGM y 6PG.La presenciade más

de un electromorfo es comparable a los patrones obtenidos con organismoscon

reproducciónsexual, lo que permite sospecharla existenciade estructurasdiploides y

procesosde intercambiogenético. Esta mismaobservaciónesconfirmadapor Le Blancq

e: al. (1983)en cepasdeL. <1.) major conelectromorfospara6P01101118,6P0110o 6P0113,

y posteriormente en 22. CL) fropica (Le Blancqe: al., 1986a).

Evauseral. (1987)aislandos cepasdeLeishmaniaen Arabia Saudí,unade un roedor

del desierto (Psammomysobesus) y la otra de un perro doméstico (Canisfa.mi!iaris)
posibles híbridos naturales entre L. (22.) major y L. (22.) arabica. Ambos aislados

presentaronpatronesisoenziniáticosdiferentesdeL. (22.) majory 22. (L.) arabica, especies

que existen simpátricamente(Peters ej al., 1985, 1986) teniendo como vector a

Pidebotomuspapasasí (Killick-Kendrick es al. ,1985), lo que explicaría las amplias

oportunidadesdeasociacióndelos dos parásitosy lasposibilidadesde intercambiogenético

entreellas. El análisisenzimáticojunto conel estudiodelADN cromosómicopor OFAGE

y sondasdeADNk altamenteespecificas,pusode manifiestoqueestosorganismospodrían

serhíbridosnaturalesde 22. <7,.) majar y 22. <722.) araZÁca. Los minicfrculosdel ADNk del

híbrido conteníansecuenciasespecíficaspara22. (22.) majorpero no para22. (L) araticú.

La utilización de sondasde ADNg permitió observarque las bandas correspondientes al

ADN del híbrido estabanpresentessiempreen el ADNg de 22. <722.) araticú y 22. (722.)

majar, lo que podríaimplicar diploidía y segregaciónalélica (Kelly es al., 1991).

Pag~sesal. (1989) estudianel cariotipode 21 cepasy 14 clonesde 22. (22.) infanrum

mediantePFGE.Encuentranun elevadogradode polimorfismodentrode estaespecieen

un área limitada, que no se puede relacionar con la variación isoenzimática. El

polimorfismoafectano sólo al tamaño,si no tambiénal númerode bandascromosómicas,

lo que podría sugerir tanto amplificación como delecciónen el ADN. Estos resultados

sugierenla hipótesisde un inusual intercambiogenéticoen estosorganismos.

La distribución de formas variables de los cromosomas11 y V y el análisis de

frecuenciasde asociaciónentevariantesen tamañode amboscromosomas,en 22 cepas

deL. (22.) infanrum relacionadastaxonómicay geográficamente,sugierela existenciade
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intercambiogenético(Blaineaue; al., 1992b). 2

Otros argumentosindirectos que apoyanla existenciade intercambio genético en

Leis/unaniason los hallazgos, no demasiado frecuentes, de estadosmultinucleadosen

división en Lurzomy¡as infectadas naturalmente con L. ti.) mexicana(Lainson y Shaw,

1986)y la descripciónde un procesode fusióncelular “in vitro” entreL. (it.) infrnn¿my

L, (it.) iropica <Lanotte y Ríoux, 1990). RecientementeBafluls (1993) y Bañuis e: al.

(¡994), describenla existenciade “híbridosnaturales”en aisladosde Leishmaniadel sur

de Ecuadorque podríanser el resultadode unahibridaciónentreit. (7V.) panamensisy L

<7V.) traziliensis.

Sin embargo, todos los intentos de cruzamientoexperimental en el vector han

fracasado. Gradoni e: al. (1986), llevan a cabo un estudio experimental de infección mixta

de Phleboíomus perniciosus con zimodemassimpátricosde it. (it.) infan¡um (MONI y

MON- 18), con el fin de estudiarla posiblerecombinacióngenéticaentreestosparásitos.

De los 55 clonesobtenidos,24 pertenecieronal MON-l y 31 al MON-18, y no observan

ningún hibrido ni recombinaciónentreamboszimodemas.

Posteriormente,Evans e: al. (1989a) intentan en el laboratorio la producción de

híbridos a partir decultivos mixtos declonesde it. (L) ¡najor y it. (it.) ambicaen medio

deTobie. La identificacióndelos productosdedisecciónapartir de Phlebo¡omuspapcuas¡

alimentadostantocon amastigotescomopromastigotesde ambasespeciesno mostraronla

producciónde híbridos.

Pantone: al. (1991) compruebanqueno tiene lugar un intercambiogenéticodurante

la multiplicación en 1>. papai’asi infectadosexperimentaimentecon dos clonesde it. <it.)

major. Estos resultadoscoinciden con los de Shehatae: al. (1991) quienes realizan

infrecionesexperimentalesde Phleboromuslangeroni con los zimodemas MON-98 y

MON. 1 de L. (it.) infan¡um, asícomo con dos especiesde Leishmania: it. <‘it.) ifansum

(MON-98) y it. (it.) mojor (MOSF25) no encontrando en ningún caso evidenciade

recombínación.

Los estudios sobre genérica de poblaciones sugieren que los fenómenos de

reconibinación,si existen,son rarosen poblaciones naturales de Lctshrnania.

Tihayrence: al. (1990) y Tihayrency Ayala (1991)proponenuna teoria generalde

reproducciónclonal para los protozoos parásitos. Esta hipótesis dc evolución ck>nal

constituiría la base dc las clasiticacionesnuméricas. Según este modelo, las variantes
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genéticasindividualizadas(zimodemasy esquizodemas)seríancloneso familasde clones

estrechamenteemparentados,establesen el espacioy en el tiempo. En estesentidose

consideraque una especie es clonal cuando los descendientesson idénticos a los

progenitores.La teoría clonal no implica la ausenciade recombinacionesgenéticasen

poblacionesnaturalesdel parásito,sinoqueéstasno son lo suficientementefrecuentespara

romper los patronesde prevalenciade la estructurade la poblaciónclonal (Tibayrenc,

1992). Esta teoríaes, pues,perfectamentecompatiblecon la obtenciónde recombinantes

experimentaleso con la observaciónde cienos híbridos en la naturalezay está muy

relacionadaconel conceptode clon desarrolladoen bacteriología(Selanclereral,, 1980).

Pag~se: al., (1992) por el contrario, apoyanla teoríade la existenciade poblaciones

múltiplesque coexistenen un áreageográficarestringida,“foco”, dondeexistenescasas

oportunidadespara la anfiniixia (reproducciónsexualentre descendientesde dos lineas

diferentes,es decir, individuos no relacionadosentresO y una tendenciaintrínsecapara

la automixia (reproducciónsexual dentrode la misma línea de descendientes,es decir,

dentro de un clon o entre clones estrechamente relacionados) (Basilen e: al., 1992a).

1.4.- Métodos de caracterización del partsito

La necesidadde diferenciar y caracterizarpoblacionesde parásitospara un mejor

diagnóstico,tratamientoy control y la influenciaque la variación intraespecíficapuede

teneren la epidemiologíade la enfermedadparasitaria,ha dado lugar al desarrollode

numerosos métodos tanto extrínsecos como intrínsecos para la diferenciación y

caracterizaciónde los mismos(ver revisión de Thompson, 1988).

Entrelos métodosintrínsecos,hay quedestacarla caracterizaciónenzimática,la técnica

másampliamenteutilizada en la caracterizaciónde I.eishmania y que se ha aplicado a un

gran númerodc protozoosparásitos(ver Tabla 1).

Otros métodosde caracterizaciónde Leishmaniason la comparaciónde los patrones

del ADNk digerido conenzimasde restriccióno “esquizodemas”.hibridacióncon sondas

de ADN. anticuerposmonoclonalesy PCR (reacciónen cadenade la polimerasa)(ver

revisiónes de Gárate y Alvar, 1993 y Gradoni. 1993).
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Tabla 1 . - Caracterizacióndeprotozoosparúitosmedianteisocazinias.

REFERENCIA

SUBPHYLUM SARCODINA
Amebas de vida libre
Género Naeglerta

N. fawleri

Género Acanrhcrn¡oeba
A. culbertsoni

• Amebas del apaodigestivo
GéneroEníamoeba

E. hisloivuca

ORDEN KINETOPLASTIDA
GÉnero Tn’panosonia

T. ercí

Iripanosomas africanos

Nerad y Dagget (1979)
Dagget y Nerad (1983)
KiJvington ci al. (1983)
Pemineral. (1984, 1985)
Moss e: a/. (1988)
Lares-Villa e: al. (1993>

De )onckheere (1983)
Matías eral. (1991)

Sargeaurn e: al. (¡978. 1982, 1982a,b,c. ¡984,
¡988): SargeaunIyWiIIiams~I978. 1979. 1980a.b); Farri eral.
(1980); Sargeanní <1985, ¡987a.b); Mireimna y Bracha (1984);
Mirelman e: al. <1986a.bfl Mírelnian (1987); Chadee el al.
(¡985); SmiLhy Meerovitch «ial. (¡985); Proc:ore¡al. (1987>;
Moss y Mathews (1987); Blanc e: al. <1989); Vobra el al.
(1989): Blanc y Sargeanne (299]); Andrews e: al.( 1990): Nozaki
el al. (1989, ¡990): Scagha el al. (1991); Clark el al.(1992);
Vrechotová e: al. (3993); Mukherpee e: al. (3993>; Vargas y
Orozco <1993>.

Ready y Miles (1979); Kreutzer y Sonsa (¡980); Miles e: al.
(1980, 1983, 1984); Lanhamer al. (1981>: Goldberg y Pereira
(1983); Males y Cíbulskis (1986); Andrade e: al. (¡983);
Tibavrcnc (¡985); Tíbayrenc y MiJes (1983>; Tibayrenc y
Desjeux (¡983); T¡bayrencel aL( 1984. ¡986. ¡990); Montanmí
ti al. (¡987, 1992); Tíhayrenc y Ayala <1987>; Rogliolo y
Godfrev (¡987); Rornanha y Brener i1988); V4n 8ucrcn el <it.

(¡989); Rrcníéreeial. (1989. I99¡>: Barremat. (1900); Carneiro
ti al. <¡991); Solar¡ e: al. (1992): De Luca d~Oro e, al. (1993);
Henksson e: al. (1993); MeDantel y Ovorak <¡993); Alves er
aL. (¡993); Texeira er al. (1993).

Godfrev y Kilgour (1976); Taít (2980); Tan eral. <¡984. 1985,
3989); (libsun yGashumha( ¡983); (iu’dírev( 084); Iloíd< ¡985,
¡988>: Jcnn¡ er aL ( 1086); Paindavoine ti al.. (1986, 1989);
(nk¡lrcy cl al. (¡987); Sknibvrg gr al. 41<388); (,~ishumba el al..
¡9881; Knowlcs cf al 41988); Ríchoer e: al, l~>89>; Tail y

Fu rncr 41 ‘J’>0) ; lruc y Fihay ¡cric (30’)3>: \L¡th cu 1 )audú y
Iihavrcric I<>94

PROTOZOO
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Tabla 1 .- Caracterizacióndeprotozoosparásitosmedianteisoenzi¡nas
(continuación).

PROTOZOO REFERENCIA

PHYLUM APICOMPLEXA

GéneroSarcocysris
GéneroRobes¡a
GéneroBesnoirla
Género Ein¡eria

Género Iheileria

GéneroToxop¡as.’na
GéneroPlasrnodiun¡

¡‘lasnwdiumfalc¡~aruni

Plasrnodium vivox

Plasmodiosde roedores

ORDEN DIPLOMONADIDA
GéneroGiardia

ORDEN TRICHOMONADIDA
GéneroTriuhomrn¡as

0’Donoghueeta!. (1986)
Mossel al. (1986)
Le Etancqeta!. (1986c)
Long y Joyner(1984)
Nakainura el al. (1988)
Andrewset al. (1990)

Ailsopp e: al. (1985)

Dardéel al. (1987, 1988a, 1988b, 1990, 1992)

Carter y Voller (1973, 1975) Thaithong e: al. (1981);
Hempelmanne:al. (1981>;Sanderscny Watlilcer(1981);Myint-
Oo el al. (1984); Gravesa al. (1984); Websterel al. (1985);
Freesey Markus(1990); Creaseyeta!. (¡990).

Joshíe: al. (1989)

Carter y Walliker (1977); Carter(1978)

Bertram e: al. (1983>; Meloni y Thompson(1987» Meloní a
al.(1988. 1989, 1991); Isanc-kentome:al. <1988, 3993); Proctor
cí al. (¡989);Cedillo-Riveraeta!. (¡989); Straderier aI.( 1990);
Horak eral. ([900); Abaza el al. (1991); Andrewseral. <1992a,
1992b); Homan ci al. (1992); Mayrhol’ere¡al. (1992); Campbell
y Fauhert (1994); Morgan e: al. (¡993).

Takayanagi cl al. (1971). Soliman e: al. (¡982); Gradus y
Mathews (¡985).

/

ji

y
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1.4,1. - Caracterización mediante isoenzimas

El desarrollode la electroforesisen gelesde almidón(Smithies, 1955) y la aplicación

de los métodosde coloraciónhistoquimicaa la misma(Huntery Marker, 1957) permitió

el descubrimientode los ‘isoenzimas»(Marker y Moller, 1959), enzimas con la misma

función pero que presentandiferente movilidadcuandosesometena un campoeléctrico.

Las poblacionesde parásitosde una misma especieque poseen los mismos perfiles

enzimáticossehan denominado“zimodemas’ (Lumsden,1977).

Los principios de la electroforesisy su metodologíahan sido objeto de numerosas

publicaciones,entre ellas se recomiendanlas de Harris y Hopkinson (1976), Rider y

Taylor (1980), Bullini (1984) y Murphy eral. (1990).

Desde su descubrimiento,el análisis enzimático ha revolucionadoel concepto de

variaciónintraespecificaen Parasitología,aplicándosea un grannúmerodeparásitospara

estudiostaxonómicosy epidemiológicos.En Leislimaniaestatécnicaresultaindispensable

siendopor tantounaherramientade granutilidad taxonómicaqueha contribuido en gran

medida a comprendermejor la epidemiologíade la leishmaniosiscutáneay visceral

(Chanceeral., 1977, 1985).

La caracterización enzimática se lleva a cabo en diferentes soportes como son el acetato

de celulosa(Kreutzery Christensen, 1980; Kreutzer eral., 1983; Andrews a al., 1988),

poliacrilamida (Gardener e:al., 1974; Piarroux a al., 1994)y almidón,siendoesteúltimo

el más utilizado y el que ofrece mejores resultados (Miles er al., 1979; Maazoun er al.,

1981a,b). Estos métodos, referidos a Leishmania,han sido ampliamenterevisadospor

Momen (1984) y Evans et al. (1989b).

Así, se ha podido establecer una enorme diversidad genética en el seno de numerosos

complejos de Leishmania(Lanotte et al., 1981, 1986; Le Blancqeral., 1983, 1987; Le

Blancq y Peters, 1986b; Schnur eral., 1981; Schnur y Le B]ancq, 1986; Shurkhalet al.,

1986; Moreno et al., 1986a,b; Kreutzere: al., 1987; AI-Hussayni eral., 1987; Rioux e:

al., 1990a).

En el Viejo Mundo la caracterización enzimática ha desempeflado un papel de gran

importancia, permitiendola separaciónde it. (it.) major y L. (L) trqpica (AI-Taqi y

Evans, 1978; Rassameral., 1979; Aljeboori y Evans, 1980a,b).

Le Blancq a al. (1983) estudian aislados de L. (it.) major dehumanos,Psammomys

obesus, Merlonescrassusy 1’. paparasi obtenidosen diferentesaeasde Israel. Estos

k
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autoresencuentrantres variantesenzimáticascon el enzima6P0asociadasa diferentes

áreas geográficas.En un trabajo posterior, Le Blancq y Peters (1986a) estudian la

distribución de zimodemas deL, <7k.) majar de un total de 135 aislados,mediantetrece

sistemasenzimáticos,encontandopolimorfismo enzimático en cuatrode ellos.

Maazouna al. (1986) establecen10 zimodemasde L. (L) major graciasal análisis r
con 15 sistemas enzimnáticos. En Africa y en el norte y sur del Sahara se han descrito tres

zimodemas de L. (1,.) majar (MON-25, MON-26 y MON-1 17), distribuIdos en áreas
geográficas diferentes. MON-25 principalmente en las regiones presaharianas del Magreb

(Garinej al., 1985), en paises como Argelia (Belazzoug, 1984, 1986a,b; Belanoug el al.,

1986; lzri a al., 1992), Túnez (Rioux eral., 1983) y Marruecos (Rioux eral., 1986c),

donde parece que P. papaiasiestáimplicado en la transmisión.MON-26 ocupa un área

másextensa,como la penínsulaArábiga, próximo y medio Oriente,el Africa sahariana

(Maazoune:al., 1986; Rioux eral., 1986c)y Senegal(Dedeteral., 1986). Estemismo

zimodemase ha descrito tambiénen Mali (Izri er al., 1989). Rioux e: al. (1990b, 1992)

identificanL. (L.) majar MON-26enPsammomysobesusenun estudioecoepidemiológico

llevado a caboen Siria. Un nuevo zimodema,MON-l 17, ha sido descritorecientemente

en Mauritania (Belazzoug el al., 1992).

Wahbaeta!. (1990) aislan y caracterizan L. (E.) majar de P. paparas!en el norte de

Sinaí, Egipto. Mansoure: al. (1991) aislany caracterizanestaespeciede P. papatasíy

de personal militar en esta misma área.

Desde los trabajos iniciales de Lanotte el al. (1981), muchos otros han confirmado la

diversidad enzimática del complejo de L. <7~.) tropica. En 1986 se establecieron17

zimodemas (Pratlong eral., 1986), si bien Le Blancq eral. (1986a)describen18. En 1990

un trabajo complementarioeleva el númerode zimodemasa 28 (Rioux e: al., 1990a).

Gramicciael al. (1984) realizanpor primeravez la caracterizaciónenzimáticade cuatro

aislados cutáneos de Turquia que resultaron ser E. (L.) tropica.

El análisis eco-epidemiológico de un foco marroquí de leishmaniosis cutánea, debida

a L. (E.) tropica, ha dejado patente un elevado polimorfismo (7 zimodemas han sido

identificadosde un total de 149 aisladosdel hombre,de perroy del vector Phleboromus

sergeníl),así como la dispersiónoccidentalde esta especiey la participacióndel perro

como reservorio (Pratlong cí al., 1991; Guilvard el al., 1991).

La especieL. (L.) ací/ilopica ha sido estudiadamedianteisoenzimaspor Peterseral.,
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1977)y Chance et al., (1978).Le Blancqaal. (1986b) estudianlos perfilesenzímáticos

de 28 aisladosde E. (L.) aerhiopica,describiendo13 zirnodemasdentro de estaespecie.

L. (L.) arabica ha podido ser separadade E. (L.) major graciasa la diferenciaen sus

perfilesenzimáticos(Peterse: al., 1985, 1986).

El análisis enzimáticoha permitido la descripciónde nuevasespeciescomo E. CL)

killicki, en el curso de una epidemiade leishmaniosiscutáneaen Túnez(Rioux a al.,

11986d) y L. (L.) turanica aisladade un roedorRhombomys opimus en Rusiay Mongolia,

donde existe simpátricamente junto con L, (E.) major y E. (L.) gerbilí (Strelkovaeral.,

1990).

La afinidad de la especiede E. (11.) chagasicausantede LV en América conE. CL)

infanrum ha sido estudiada mediante análisis enzimático. Moreno e: al. (1986b)

caracterizan10 aislados de LV en América mediante 15 sistemasenzimáticos no

encontrandodiferenciascon L. (L.) infann¡m. Estos estudiosson apoyadospor Killick-

Kendrickeral. (1985) quienessugierenqueL. CL) infannun fue introducidaen América

por los perrosde los conquistadores.Por el contrario,Lainson et al, (1987) opinan que

ambasespeciesson diferentes.

Schnur e: al., (1981) estudianel complejo de E. donovaní mediante4 sistemas

enzimáticoslo que no les permiteestablecerheterogeneidaddentrodel mismo. Cuando

otros autoresrealizan el mismo estudio con un mayor número de sistemasenzimáticos

encuentranqueciertascepaspresentandiferentemovilidadparael enzimaGOT(Aljeboori

y Evans, 1980a; Lanottea al., 1981). Le Blancq y Peters(1986b)estudianel complejo

de L. donovan! sensu loso mediante13 sistemasenzimáticosy establecentresgruposen

funciónde los resultadosdel análisisenzimático:a) E. (E.)donovanísensus:ricro de India,

Kenya, Etiopía y Sudán,b) E. CL) infantum de Túnez, Italia y Portugal y c) cepasde

Arabia Saudí,nortede Etiopíae Iraq. Moreno ci al. (1986b) individualizan el complejo

deL. infanrum delcomplejodeE. donovaní s.l. medianteanálisisenzimático.E. dono vani

estaríacircruscritaa Asia y estede África yE. infantum se extenderíapor China, cuenca

Mediterráneay norte de África.

Enel Nuevo Mundola caracterizaciónenzimáticaha permitido estudiarel papel de los

reservorios,vectores y de las especiesdel parásito responsablesde las leishmaniosis

cutáneasy mucocutáneas.Así seha hechoen Brasil (Miles el al., 1979; Lainsoneral.,

1979, 1981, 1982, 1983;Ariasetal., 1985;CubaCubaeral., 1984, 1985; Momencial.,

1
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1985; Bragael al., 1986; Vasconcelosej al., 1988), Belize (Evanse: al., 1984; Lainson,

1984), Guatemala(Ponereí al., 1987>, GuayanaFrancesa(Dedeteral., 1985; Desjeux

y Dedet, 1989; Dedet, 1990), Ecuador(Mimori e: al., 1989; Armijos et al., 1990),

Colombia (Saraviaeí al., 1985; Weigle e:al., 1986; Corredoreral., 1990), Panamá(de

Vasquezeta!., 1990), Perú (Ebert, 1987; Romeroe: al., 1987; RevolIo ej al., 1992),

Bolivia (Urgel el al., 1986, 1989; Desjeuxet al., 1986a,b,1987; RevolIo e: al., 1992)

y Nicaragua(Missoni e: al., 1986).

Por citar algunos ejemplos más concretos, el análisis enzimático ha permitido

diferenciarentreL. <Y) braziliensisy L. (Y) penwiana(Arana e: al., 1990). Franke et

al. (1990> describenun casode leishmaniosiscutáneadiksaadquiridaen Perú;el análisis

enzimáticoreveló queel agentecausaleraL, (E.) amazonensis.

Morenoe: al., (1986a)individualizanel complejodeL, gayanensis,separándolodel

complejo de E. braziliensismediantetrecesistemasenzimáticos.

Por otro lado, la caracterizaciónenzimáticaha puestoen evidenciapor primeravez,

LC humanaen Brasil debidaa E. (Y) na<ffl (Lainson e: al., 1990), especiequehastael

momentosólo hablasidoaisladadel armadillo(Dasypusnovemeincius)(Lainsony Shaw,

1989), otrocasode LC debidaa E. (V) lainsoni (Silveirae: al., 1987) y un último caso

debido a E. (11.) shawi (Lainson e: al., 1989), parásito de monos en la región del

Amazonas(Shaw el al., 1991).

En Colombia se ha identificado medianteisoenzimasa E. (Y) guyanensis,como

responsablede tres casosde leishmaniosiscutáneamucosa(Santrichel al., 1990). El

análisis enzimático ha permitido documentarel primer caso de LV debida a L. (E.)

amazonensisen Brasil (Banal e: al., 1986).

El estudio de los datos obtenidos a partir del análisis enzimático de aisladosde

Eeishmania de Perú y Ecuadordesdeel punto de vista de genéticade poblacionesy

tilogenia han permitido esclareceralgunos problemassobre la epidemiologíade la

leishmaniosisen Perúy en Ecuador(Guerrini, 1993).

Dedet e: al. (1994) describenun nuevo caso de leishmaniosiscutáneaen Guayana

Francesa,el análisisenzimáticopusoen evidenciala presenciade E. (Y.) braziliensis.

El análisisenzimáticojunto conotroscriterios bioquímicosy biológicosha permitido

la descripciónde nuevasespeciesdeLeishmaniacomo: E. (E.) venezuelensis en Venezuela

(Bonfante-Garrido,1980), E. (Y.) colombiensissp. en Colombiay Panamá(Kreutzerel
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al., 1991>y L. (V.g equarorensissp. en Ecuador(Grimaldi e: al., 1992)

1.4.2.- Caracterizaciónmediantesondasde ADN

1.4.2.1.- SondasdeADNI<

Las característicasquereúneel ADNk, (delasque ya sehablóen el apanado1.2.5.),

ha permitido su amplia utilización en la identificación y diagnósticode Leishmania. En

muchasespeciesde Leishmania, el 80% de la secuenciadel ADNk estáconstituidapor

cuatroo menosfamiliasde minicfrculos.Estosignificaquecadafamilia de minicfrculoestá

representadapor más de 1000 copias, con unos 600 pb disponibles para hibridar

(“secuenciasdiana”), lo que constituye una herramienta de gran utilidad para el

diagnóstico.El restode la secuenciaesvariable(20% de divergencia)y tienegran interés

en estudiostanto taxonómicoscomo filogenéticos.

El análisis de los patronesde ADNIC obtenidospor digestión con endonucleasaso

esquizodenias,término inicialmenteempleadopara el estudio de las poblacionesde

T¡ypanosomacruzi (Morel y Simpson, 1980; Morel e: al., 1980; Morel e: al,, 1986),

aunqueson de gran complejidad,ha sidoutilizado en la caracterizaciónde Leishmania

(Jacksoneral., 1984; Lopese: al., 1984; Pachecoe: al., 1986)y ha permitido establecer

variabilidad entre29 cepasdeL. (E.) infanmm (Angelici e: al., 1989).

Si bien algunosautoreshantrabajadocon ADNk total, la utilización de fragmentosde

ADNk donadoshapermitidodesarrollarsondasde mayorsensibilidady especificidadpara

el diagnóstico(ver revisionesde Barkere: al., 1982; Wirth e: al., 1986; Barker et al.,

1986b; Barker, 1987, 1989a,b;Barker, Jr., 1990; Blackwell, 1992).

La utilizaciónde sondasdeADNk total ha facilitadola discriminacióndelos complejos

deE. mexicanay L. bro.ziliensis,ya que los minicfrculosde ADNK no compartenninguna

homologíaen su secuencia(Wirth y McMahon-Pratt,¡982;Barkery Butcher, [983;Wirth

e:al,, 1986), y ha permitidoreclasificarE. (V.)peruviana, comomiembrodel complejo

de E. braziliensis, a pesarde presentarun fenotipo clínico típico de E. (E.) mexicana

(Romeroet al., 1987; López a al., 1988, 1989).

Jacksone: al. (1984) no encuentranhomologíaentreel ADNk de L. (E.) donovani,

E. (E.) aerhiopica y E. (Y.) panamensis,pero síentreE. (E.) donovaní, E. (E.) tropica y

L. (E.) inajor cuando utilizan una sondade ADNk de E. (E.) donovaní. Estos mismos
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autoresdiferencianL. (L.) mexicanade E. <15 panamensis,especiesque compartenla

mismaáreageográfica,mediantehibridaciónconsondasdeADNk. Así mismo,encuentran

escasahomologíaentreE. (E.) mexicana, L. (L.) major y E. (E.) donovani(Jacksone:

al., 1986).

La hibridación con sondasde ADNk y la caracterizaciónmedianteisoenzimasha

permitidodiscriminarentreE. (L.) :ropica y E. (E.) major (Spithill y Grumont, 1984>.

La homologíaen la secuenciade ADNk ocurre entre diferentesespeciesdel Viejo

Mundo. Así, el ADNI deLeishmaniamajor hibridaconel ADNk deLeishmania¡ropica,

Eeishmania aeMiopica y Leishmania donovani (Lawrie a al., 1985; Kennedy, 1984). La

secuenciade ADNk de L. <E.) ae:hiopica seencuentramásestrechamenterelacionadacon

E. (E.) tropica yE. (L) major quecon E. (E.) donovaní y L. (E.) infantum (Laskayetal.,

1991a).

Las secuenciasde fragmentosde ADNk donadasde L. (E.) donovanío E. CL)

¡nfanrum han demostradoespecificidadal compararlasconADNk de otrasespeciesy se

han utilizado para el diagnósticode especiesdel Viejo Mundo tanto productorasde

leishmaniasiscutáneascomoviscerales(Lopesy Wirth, 1986; Alvar e: al., 1989b; Smith

e: al., 1989; Gramicciaeral., 1992a).

LassondasdeADNk total y recombinantehansido utilizadasconéxito paraidentificar

parásitosde cultivo mediantehibridacionesen forma de mancha(“dot-blot”flLaskay eral.,

199la; Gramicciaeí al., 1992b), en material de biopsias empleandohibridacionespor

contacto(‘touch preparatesj(Wirhty Mc Mahon-Pratt,1982; Jacksone:al., 1984; Wirth

er al., 1986; López e: al., 1989; Ben-Ismail e: al., 1992), así como en mosquitos

infectadosexperimentalmenteen hibridacionespor aplastamiento(“squashpreparates”)

(Readye: al., 1988; Rogerse: al., 1988; Laskayel al., 199W).

En la Tabla 2 se muestrauna recopilaciónde las sondasde ADNk utilizadasen la

caracterizacióny diagnósticodeLeishmaniaasícomola metodologíaseguidaporcadauno

de los autoresen cadacaso.
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TABLA 2.- Sondasde ADNk de Leishmtrnia.

Especie Sancta ParásitasVMuestrab Método’ Referencia

L. (LA copies
L. <LA aethionica

AIJNk digerido con
Eco Rl, fla,nLll, Hpal¡,
Mho 1

A Arnot y Barker (¡981)

L. (LA Iror.ka
L. <LA mexicana
L. (V.1 braziliensis

ADNk purificado < ¡04 promastigotes II
A
c

Wiatb y Mc Mahont-Ptutt
<1982)

L. (VA braziliensia
L. <LA mexicana

L. (LA malor
L. (LA tropica
L. (LA donovani
L. (LA mexicana

ADNIC total

ADNk total

ADNk digerido Rae 111

¡O.í0~ promastigoica

A

E
A

Barker y Butoher (1983)

Spithill y Orcnno•nt (¡984)

L. <LA tropica
L. <LA major
E. <L.1 selbiopica

ADNk recombig,ante
AONk total AI)NIc digerido HaelU,

Mbol, BamUl, TaqYl

ADNk digerido HpaIf A Jackaon et al. (1984>

ADNk recombinante 5x ¡O’ promascigoles
AI)Nk digerido Mapt

E
A

Lawrie e? al. (1985)

E. <VA brazitiensis
E. (VA mxvanensis

E. <LA dor,ovani

L. (E.) donovani
L. (LA chagasi

Minicírcolos de
ADNk

¡O’ promastigoces
<¡00 promasdgotcs
ADNIC digerido Rae III

ADNIC recombinate -

106-10’ promastigotes

ADNk recombinante i04 promastigotes
ADNIC total ADNk digerido Mu 1

B
E
A
U

e
II

B
A

Earker ci al. (1986b,c)

Jaclcsonctal. (1986)

Lopes y Wirth (1986)

E. <L.) mexicana ADNk recombinaníe -

L. <LA donovani ADNk recombinante 400 promastigotes

e

E

Witlb el al, (¡986>

Ellis y Crnn,ptom (1986)

E. (VA braziliensis
L. <VA mwanensis
E. (LA amazonensis
L. (LA mexicana

ADNk total ¡04 promascigotes E Romero sud (¡981)

ADNk recombinmnte AUNk digerido Rae Hl
ADNk total Alo 1

A Rogera y W¡rth (1987)

E. 1.1 braziliensis
L. (Y.) envarensis
L. <LA amazonensis
L.(LA mexicana

ADNIL recombinance lO’.10tlO~
promfistigotc 5

< lOO promastigotea

a: núcnero de parásitos pan las hibridaciones en forma de mancha (“dot—blot>
b: preparación del AUN para la hibridación
e: método de preparar la muestra para la hibridación
* minino número de parásitos detectados en Uoc’bIot
A: Transferencia mediante cnpilaridad segdn Socflbem (Southern, ¡975)
E: Hibridación en forma de mancha (‘Doc-bLot”) C: Hibridación pat contacto (‘Touch-bIot>
U: Hibridación iii sito’ E: lfihridación por nplastamiento (‘Sqoash-blot”)

E. <LA donovani AUNk total

L. <LA inúntun

,

L. (LA donovani

U
A

Kennedy <1984)

E López ¿tal. (¡988)
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TABLA 2.- Sondasde ADNk deLeishmania(continuación).

Especie Sonda Parlaitot/Muestrab Método’ Referencia

E. (VA auvanonais ADNk total - E Rogera ~tpj. (¡988>

E. (LA maior ADNIZ total . E Ready ¿tal. (¡988)

E. <E.) braziliensis ADNk recombinante
LÁY..flMx!nensis
E. (LA aniazonensis
LÁL.) mexicana

l02.l0~.IO4
< 100 promaatigotea

H,c López et al. <1989)

LiLtna!jnr AONk total
E. (LA tronica ADNk recombinante
E. <LA arabica

lO~-l0’ A,B Chapman ~J.jj. (¡989>

E. <LA maior ADNk recombinante ADNk digerido EcoRl,
Taq ¡
¡«-104-10’ promast.

I

II

Smith et al. (¡989)

Ecishanania spp. ADNk recombinante

Lcishmania spp. AUN recombinante

O’Spg-lpg-Sgg
de ADN.E

-

1

1)

Das Gupta e? al. (1991)

Sehoctie oC .l. (1991)

E. (EA aethionica AUNIC recombinante
AUNk total

lO’ proniastigotes II Laskay ~ <1991a)

E. (EA aethioniea AUNk recombinante ¡0006 ¡Ms parásitos E Laskay etal. (¡99Ib)

E, <LA infantun ADNIt recombinante
MON-24

Biopsias C Ben-lamail er al. (¡992)

L. <LA infantum ADNk recombinante
MON-24

í04-ío’ promastigotes E Gt’amiccia . (1992a)

E. (L.1 infanwm AUNK recombinante
MON-29

lO’ promastigotes E Alvar ~ <1989b)

a: número de parásitos para las hibridaciones en forma de mancha (“dot-blot)
b: preparación del AUN para la hibridación
c: método de preparar la muestra para la hibridación
* mínimo número de parísitos en dot-blot’
A: Transferencia mediante capilaridad según Southcni (Sonlhera, 1975)
II: Hibridación en Coima de mancha (“Dot-blot”) C: Hibridación por contacto (“Touch-blot”)
U: Hibridación “in sito” E: Hibridación por aplastamiento (“Squash-blot’)
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1.42,2.- SondasdeADNg

No existen muchostrabajos acerca de la aplicación de sondas de ADNg en la

caracterizaciónde aisladosde Eeishmania.

Los clonesseleccionadosa partir de libreríasde ADNg y ADNc hansido utilizados

comosondasconfines diagnósticosy taxonómicos(Van Eys eral., 1989, 1991; Howard

e: al., 1991, 1992). Estos clones podríanser partede genes “housekeeping”y estar

presentesen todaslas especiesde Leishmania.Los exonesde estosgenesestánbastante

conservados,mientrasque los intronespresentancieno gradode variacióncualidadque

es utilizadaparala caracterizacióny diagnósticode Leishmanw.

Van Eysa al. (1989)obtienenun clon, denominado7-059,a partirde unalibreríade

ADNc de E. (L.) infantum, ITMAP263, quepermitediferenciarL. CL) tropica, L. (E.)

major, L. <E.) ae:hiopicay L. (E.) donovanilE. (E.) infanrum. La aplicacióndel análisis

enzimáticoy la hibridación con la sonda7-059, ha permitido identificar L. (L.) infantum

comoresponsablede un casode leishmaniosismucocutáneaen Espafia(Alvarel al., ¡990)

y E. (E.) majorcausantede leishmaniosiscutáneadifusa(LCD) en Sudán(Abdel-Hameed

e: al., 1990)

La sondade ADN recombinantecapazde discriminarentreL. (E) donovaniy L. (L.)

infanwm, denominadapDK2O, se obtuvo a partir de una librería de ADNg de E. CL)

major (MHOM/SN/00/DKI) (Van Eys et al., 1991). Esta sonda ha identificado L.

donovanís.l. y E. (L.) majar corno causantesde leishmaniosismucocutáneaen Sudan

(Ghalib a al., 1992).

Otro clon, pdKlO, obtenido a partir de la misma librería se ha utilizado como

herramientapara incluir el zimodemaLON-58/MON-21 en una nueva especie,L. (Ej

turanica (Strelkovae: al. 1990). Así mismo, ha sidodegranvalor en la descripciónde un

híbrido entreL. (11.) majary E. (L) arabica (Kelly eral. 1991). Más recientemente,este

clon ha permitidodiferenciarcomplejosfenéticoscuandoseensayófrente a un panel de

58 cepasdeLeishmania,procedentesde 14 paísesdel Viejo Mundoy pertenecientesa 45

zimodenias(Guizani e: al., 1994)

Howard e: al. (1990, 1991) construyenuna librería de ADNc de L. (L.) donovani

(MI-{OM/ET/67/HU3) en el bacteriófagoXgtI 1 y seleccionanunclon, Lmet2, especifico

paraE. donovani s.l. constituidopor cuatrocopias de una secuenciarepetidaen tándem

de 60 ph, presenteen al menos seis cromosomas.Esta sonda reconocemenosde 100
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promastigotesen hibridaciones en forma de mancha (“Dot/Slot-blot”), detecta

promastigotes de Lurzomyia longipalpis infectadas experimentalmentemediante

hibridacionespor aplastamiento(“Squash-blot9,así como amastigotesen biopsiasde

cricetosinfectadosexperimentalmenteen hibridacionespor contacto(“Touch-blots’9. La

secuenciacomplementariadeLmet2 hasidoutilizadaparaconstruirunosiniciadoresútiles

en la amplificación del ADN mediantePCR.La sensibilidady eficaciadela sondaha sido

confirmadarecientementeene] diagnósticode seiscasosdeleishmaniosisvisceral(Howard

e: al., 1992).

Wilson e: al. (1992) determinan la sensibilidad del clon Lmet2 marcado con

digoxigeninafrenteal complejode L. donovaní.La sensibilidadfue máselevadaque la

obtenidapreviamentepor Howarde: al. (1991)conel mismoclon marcadocon P~1 lo que

suponeuna granventajay menor riesgoen el diagnósticorutinario.

1.4.2.3.- Sondas ribosomales

La organizaciónde los cistronesen los ribosomasmuestraciertascaracterísticasque

hacende estosun instrumentode granutilidad parala búsquedade secuenciasespecíficas

y el desarrollode un métodosensiblepara la detecciónde Leishmania.

El ADNg contiene unas 160 copias del gen SSU ARYr ó 185 ARNr (subunidad

pequeñade ARNr) y el citoplasmamásde 10~ moléculasde SSU ARNr (Leon e: al.,

1978). La presenciade dos bloquesde secuencias,en la partecentraldel gen, específicas

paraKinetoplastida,ofrecela oportunidadde diseñarsondasde altasensibilidady buena

especificidad.Las homologíasen estos dos bloquesde secuenciasson del 54% entre

Leis/unaniay tripanosomas,y del 89% entreLeislzmaniay Criflddiafasciculata(VanEys

et al., 1992). La secuenciadeestegen es unade las másestudiadas,tanto es así, quese

conoceen másde 100 especies(Damse: al., 1988).En L. (E.) donovaní,cepaSudán1,

la SSU ARNr tiene un tamañode 2.204 pb (Looker e: al., 1988) y se encuentramás

estrechamenterelacionadaconC. fasciculata(97 96, 2206Pb> (Schnarea aL, 1986) que

con T. brucel (84%, 2251 pb) (Sogine: al., 1986)y T. cruz) (2319Pb) (Hernándezet al.,

1988, 1990). La organizaciónatipicade la secuenciadel ARNr en T. cruz) (Hernándeze:

al., 1988) refuerzala idea de que los tripanosomasrepresentanun grupo de organismos

eucariotasconuna lineade evolución independiente(Sogin e: al., 1986; Tait, 1990), El
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anállisis de las secuenciasde SSUARNr y LSU ARNr (subunidadgrandede ARNr> ha

permitido estudiarla evolución de los protozoosdel orden Kinetoplastida.Los géneros

Eeishmania, Endouypanwn, Lepiomonas, y Crithidia constituirían un grupo más

estrechamenterelacionado,más distantede Phy:omonasy Blas:ocrfthidia, T. cruz! y por

último de T. brucel (Fernandese: al., 1993).

Se hanutilizadosondasde altasensibilidad,basadasen secuenciasde SSU ARNr, para

detectarLeishmaniamediante “dot-blot” y PCR (menos de 10 parásitospuedenser

detectados)(Ulianae:al., 1991; Van Eyse: al., 1990, 1992).Ello ha permitidoestablecer

la proximidadfilogenéticade S. :aren:olae,exclusivade reptiles, conL. (E.) donovaniy

por otro lado su lejanía con los tripanosomas(Briones e: al., 1992). El análisisde

restricciónde los genesSSUARNr y LSU ARNr seguidode la hibridación consondas

complementariasde la secuencia185 de ARNr, ha permitidodiferenciardistintasespecies

de tripanosomatidosparásitosde insectos(Camargoe: aL, 1992>.

El-Hassane: al. (1993) describenun método simple de deteccióne identificaciónde

diferentes especiesde Leishmania, a partir del material de biopsia aplicado sobre

nitrocelulosa,mediantePCRcon los iniciadores5’-GGTTCCTTrCCTGATrrACG-3’ y

5’-GGCCGGTAAACGCCGAATAG-3’ del genSSU ARNr.

Las regionesintergénicas(espaciadoras)de los genesribosomales(NTS), contienen

secuenciasespecie-especificasquepuedenserutilizadasparaidentificar diferentesespecies

de Leishmania. Ramírez y Guevara (1987) utilizan una secuenciaNTS de E. (Y)

braziliensisY, para diferenciar especiesde Leishnzania en relacióncon los patronesde

RFLP, lograndodiferenciartresgrupos:un pnmergrupocon un patrónsimilar aL. (Y.)

braziliensisY y E. (E) garnhamiJ-APTS, otro grupo similar a E. (L.) mexicana M-379

y un último grupo similar a L. <Y) braziliensisM-2903. Estosresultadosapoyaríanla

existenciade E. (E.) gamñamicorno unaespecieindependientede Leishmania.

Guevara e: al. (1992) no logran discriminar especiesde Leishman¡a dentro del

complejodeE. braziliensis, lo queconcuerdaconlos resultadosobtenidospreviamentepor

Romeroe: al. (1987) y Reinere: al. (1989> queno logran diferenciar,ni por RFLP ni

medianteisoenzimas,E. (1’.) peruvianay L. (Y)braziliensisde Perúy Bolivia. Van Eys

e: al. (1991>no encuentrandiferenciasenlos RFLP de las especiesde Eeishmaniadentro

del complejode E. braziliensis.

E. (E,) mexicana y E, (E.)amazonensisfueronreconocidaspor unasondaNTS deL.
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(E.) garnhanzi (Guevaraa al., 1992), resultadosque concuerdancon los obtenidos

medianteanálisisenzimáticoy quesugiereuna relaciónfilogenéticaentreestasespecies

(Morenoa aL, 1986a).

El mini-exónesunasecuenciade25 a39 nucleótidosañadidapost-transcripcionalmente

(Agabian, 1990>, al extremo 5’ de los ARNs mensajeros(meO ARN) de todos los

tripanosotomatidos(Campbell a al., 1984). El procesode ligación post-transcripcional

(trans-splicing”)ha sidorevisadoampliamenteporLaird (1989>.Los genesnuclearesque

portan el ndni-exón estánorganizadosen tándemde 200-250pb separadospor espacioso

regionesintergénicasy contienensecuenciasaltamenteconservadas(Miller e: al., 1986;

Wilson e:al., 1991; Hassanetal., 1992), aunqueparecequeexistepocahomologíadentro

de las regionesintergénicas.

Estosgeneshansidoutilizadosparadiferenciarespeciesde TrypanosomacomoT. cruz)

y 7’. rangell mediantehibridacionesen formade mancha(“dot-blot”) (Murthy e:al., ¡992)

y especiesde Leishmania(Fernandese: al., 1992). La amplificación de las regiones

intergénicasdel med ARN de L. (L.) donovanímediantePCR ha permitido el desarrollo

de sondase iniciadoresespecíficosde especie.De estamanera,seha podido detectarL.

(E.) donovaníen tejidos y sangrede sujetoscon leishmaniasiscutáneapostKala-azar

(Hassaneral., 1993) y diferenciarEndonypanumschaudinnide Leisfimaniadel Nuevo

Mundo (Fernandese: al., 1993).

1.4.3.- Caracrerizaciónporampft/lcaciÓn deADN mediante iniciadores arbftrartos (RA PD)

Las técnicasbasadasen la amplificaciónde secuenciasen el ADN genómicomediante

iniciadoresde secuenciavariable en tamañoy elegidosal azarcomo: AP-PCR (20 ph>

(arbitrarily primed PCR> (Welsh y McC]elland, 1990>, RAPD (10 a 12 pb) (random

amplifiedpolymorphic DNA> (Williams et al., 1990, 1991) y DAF (6 ph) (DNA-amplified

tingerprinting)(Caetano-Anollese: al., 1991), handemostradoser de gran utilidad en la

caracterizaciónde bacterias,hongos,parásitosy dípteros(verTabla 3).

Todosestosmétodosbasadosen la técnicade PCR(Saiki e: al., 1988; Mullis aal.,

1986; Mullis y Faloona, 1987) utilizan un sólo nucleótidoconuna secuenciaarbitrariaa

diferencia de la técnica de PCR que utiliza iniciadores específicos. Los fragmentos

amplificados puedenser utilizados como sondasen el diagnósticoy, posteriormente,
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donadosy caracterizadossimplificandoasíla búsquedade fragmentosde ADN específicos

de especie(MacPhersony Gajadhar,1992>. Algunos autores,sin embargo,piensanque

es improbableque las sondasgeneradasmediante RAPD tengan buena sensibilidad

(Wilson, 1992).

Concretamente,la técnica de RAPD se basa en la amplificación de ADN con

iniciadores de 10 mers cuya secuenciaes seleccionadaarbritariamente,permitiendola

discriminaciónde variantes intraespecfficas,así como el polimorfismo generadopor

diferentesmutaciones.Los fragmentosamplificadosno puedenser interpretadosdesdeel

punto de vista alélico ya que no es posible distinguir si un segmentode ADN es

amplificado a partir de un ‘locus~ heterozigóticou homozigótico.Es decir un iniciador

dadoamplificaráun “locus” o un grupo de “loci” dados.

Meunier y Grimont (1993) hanestudiado,recientemente,los factoresque afectanen

la reproducibilidadde la técnicaRAPD.
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TABLA 3.- Aplicación del método de amplificación de ADN mediante iniciadores
arbitrarios en la caracterización de parásitos, bacterias, bongos y
levaduras.

Organismo Técnica* Referencia

Parásitas
- Helmintos
Echínococcus granulosas
Echínocoetas spp.
Schisíosoma spp.
Trichinella spp.

Haemonchus spp
- Protozoos
(Síardia duodena lis
Trypanosoma spp.

liypanosorna cruzí
Pias pnodiwn falciparum
Leishrnaniaspp.

Coccidios

Eirneria spp.
Babesia bovis, B. bigenúna
flipteros

~4edesspp.
Culicoides spp.
Lutzornyia spp.

Bacterias
Eseherichia col!

Sraphyloco coas aureas

Leptospira spp.
Legionella pnewnophila
,4ctinobacillus
Proteus mirabi lis
Mycobacteriurn tuberculosis
Helicobacterpylori
Haemophilus soninus
Listeria nionocytogenes
¿¿siena spp.
Lacrococc¡Ls laclij-
Borrelia burgdorferi
Sireptoccus uberis

Hongosy Levaduras
Candida spp.
,4spergillus Jiunigaíus
Hístoplasma capsula¡wn
Leprosphaeria uvaculaus

RAPO
RAPO
DAF
RAPO

RAPO

RAPO
AP-PCR
DALE
RAPO
RAPO
RAPO
RAPO

RAPO
RAPO

RAPO
RAPO
RAPO

RAPO
AP-PCR
RAPO
AP-PCR
AP-PCR
AP-PCR
AP-PCR
AP-PCR
RAPO
RAPO
RAPO
RAPO
RAPO
AP-PCR
AP-PCR
.DAF

RAPO
RAPO
RAPO
RAPO

Siles el al, (1993)
Bowles y MoManus(1993)
Olas-Netoev al.. (1993); Barral ev al. (1993)
Bandi eval. (1993>; Dupouy-Camet el a], <1994a,b);
Chacónel al.(1994); Tighe eta!. (1994)
Comesev al. (1994)

l4oman eral, (1992); Margan eral. (1993)
Waitunibi y Murphy <1993);
Steindelel al. (1993)
Tibayrenceral. (1993); Majiwa el al. (1993);
Revolio el al. (1994); Bastrentael al. (1994)
Tibayrencel al. (1993)
Tibayrencel al. (1993); BañuIs(1993), Bañuls el al.
(1994); I3aixench(1994)

Pracunierev al. (1993); Licois era). <1994)
Cusanel al. <1994)

Kambhampati ev aL (1992)
Raich el al. (1993)
Adamsan ez al, (1993)

Bingen ev al. (1993h)
Alas ev al. (1993)
SauSierel al. (1993)
Fangel al. (1993)
Ralph eta!. (1993)
Gómez-bis elal. <1993)
Hennessyexal. (1993)
Bingen eral. (1993a)
Palittaponcampinev al. <1993)
Akopyanzel al. (1992a, 19921,)
Myers el al. (1993)
Czajka el al. (¡993); Mazurier el al. (1992)
Mazuriery Wernars(1992); MacGowanel al, (1993)
Cancilla e: al. (1992)
Welsh el al, (1992)
Iayaraoev al. (1992)

Lehmannel al. (1992)
Aut’aubre-Hrownel al. <1992); L.oudon et al. (¡993)
Woodsel a!. (1993)
Goodwin y Annis (1991)

* De acuerdo a la clasificación de Meunier y Gñmont (1993).
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1.5. Leishmaniosisen la CuencaMediterránea

En la CuencaMediterránea,Ji. (E.) infanmm esresponsablede las leishmaniosistanto

cutáneascomo viscerales,con una distribución típicamenterural y periurbana.El perro

(Canisfamnillaris) es el principal reservoriode la leishmaniosisvisceral,pero tambiénse

ha podido aislarE. (L) infarnum de la rata (Ramisranas)y el zorro (Vulpesvulpes>.

Los casosde leishmaniosismuco-cutáneason rarosen la CuencaMediterránea.Los

primeroscasosde localizaciónlabial o nasal sedescribieronen Italia y posteriormenteen

Francia(Lanotte e: al., 1980) y España(Alvar et al., 1990). También se han descrito

algunoscasosde leishmaniosislaringeaen Italia, Franciay Marruecos(Ranqueet al.,

1962; Meyrueya aL, 1974; Lanottee: al., 1980; Ravisseeral., 1984). En un casoen

que Leishpnaniase aisló de la mucosanasalse realizó la caracterizaciónenzimática,sin

embargolos autoresno mencionanel zimodenia,sóloconcluyenquela especieFueL. (E.)

infaruum (Maazoun e: al., 198ib). En el caso descrito en Españade leishmaniosis

mucocutánea,el aislado fue caracterizadocomo MON-l. Recientemente,Borzoni eJ al.

(1991) en Cerdeña,Italia, han caracterizadoun aisladode Leishmania,de una lesión

lingual, comoE. (Ji.) infannunzimodemaMON-27 (víscerotropo).

En la CuencaMediterráneasehandescritomásde 20 zimodemasde L. (L.) infanrum,

de ellos algunosse aislande casosde LV mientrasqueotrosson los responsablesde LC.

El zimodemavíscerotropomásampliamentedistribuidoen los paisesdel aeaMediterránea

es el zimodema1 (MONi), que se ha podidoaislar de humanos,perrosy flebotomos,si

bien tambiénsehanaisladootros zimodemasviscerales.En lasTablas4, 5 y 6 se haceuna

recopilaciónde los zimodemasque se han encontradoen aisladosde Leishmaniatanto de

LVH como de LCH, así como de diferentesreservoriosy especiesde flebotornos, en

paísesde la CuencaMediterránea.

Existen datosen la literaturaacercade la presenciade dos zimodemasdiferentesen el

mismo hospedador.Rioux e:al. (1986b)describenla presenciade dos zimodemasde Ji.

(E.) infanwmMON-l y MON-29 en el curso de dos episodiosde LCR con tres añosde

intervalo. La presenciaconjuntade dos zimodemasdiferentesdeJi. (E.) infanhum,MON-l

y MON-77, ha sido descritapor Pratlong e: al. (1989a),en un perro con leishmaniosis

cutáneadifusa. Los dos zimodemasestuvieronpresentessimultanéamenteen la piel y en

los nódulos linfáticos.
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TABLA 4.- Caracterización enzimática de aisladosde L. (E.) infarnum humanos
en la CuencaMediterránea

ZIMOOEMAS* ORIGEN REFERENCIA

VISCERALES
MON-I

MON-27

MON-28

MON-72
MON-77

MaN-SO

MON-98

CUTANEOS
MON-1

MON-I ¡

MON-24

MON-29

MON-33

MON-34
MON-78
MON-lil

ARGELIA
FRANCIA
ITALIA
ESPAÑA

EGIPTO
ISRAEL
MALTA
TUNEZ
PORTUGAL
GRECIA
ITALIA

ESPANA

ITALIA
ESPANA

ESPANA

EGIPTO

FRANCIA

ITALIA
GRECIA
MALTA
ESPAN A

FRANCIA

ARGELIA
ITALIA
TUNEZ
PORTUGAL

ESPAÑA
FRANCIA

ESPAÑA
FRANCIA

FRANCIA
MALTA
ITALIA

Belazzoug(1984, 1986a,b); Lanotte ev al. (1981)
Rioux eval. (19861,)
Le E¡ancqy Peters<198Gb): Gramicciael <rl, (1992c)
Partúse¡al.(1986, 1989); Alvaryortiz(1987»Mvar
(1988); GAllego el al. (1993a)
Scbnur(1986)
Sclmurev al. <1981>
Scbnurev al. <1981)
Lancheeral. (198!); Ben lsniail el al. (1986)
Abranchesev al. (1986); Le Blancq y Petera(198Gb)
Le Blancq y Peters(198db)
Gramicciaev aL (1986)

Portúseral. (1986. 1989)

Gramicciael al. <1992c)
GAllego el al. (1993a)

Portúseral. (1989)

Youssefev al. (1989)

Lanotce el al. (1981); Rioux el al. (1980, 1985,
19865); Morenoe: al. (¡98Gb)
Gramicciael al. (1986)
Frankel al. (1993>
Gradonici al. (1991)
PorWs e: al. <¡986, ¡989); Alvar ev al. (¡990)

Lanolte el aL<1981); Rioux el al. (¡9865);
Morenoev al. (1986)
Belazzougel al.(1985); Belazzoug(1986a,b)
Gramicciaeral. (¡986, 1987, 19921,)
Pratlongev a!. (¡989); Ben Ismail ev al. <¡992)
Abranchesev al. <1994)

Portúsel al. (1982, ¡986)
Ríoux el al. (198Gb); Moreno ev al. (198Gb)

FonOsev al. (1989)
Rioux el al. (¡9865); Morenoex al. <¡9865)

Rioux el al. (198Gb); Morenoeta!. (19865)
Jollife ci al. (¡986); Gradoni el al, (1991)
Gramicciaev al. ([9925)

* nomenclaturadel LaboratoiredEcologieM&Iicaíe et PatbologieParasitaire,Monípellier (Francia).
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TABLA 5.- Caracterización de aislados
reservorios

deL (Ji.) infantum de diferentes

HOSPEDADOR ZIMODEMA* ORIGEN REFERENCIA

ARGELIA
EGIPTO
FRANCIA

GRECIA

ITALIA

MALTA
GOZO
PORTUGAL

ESPAÑA

TUNEZ

MARRUECOS
EGIPTO

FRANCIA
PORTUGAL

ITALIA

ITALIA

ESPAÑA

Belazzoug<1984, 1986b)
Azabera(, (1984>
Maazoun ev aL (1981a,
198 Ib); Lanottee: aL
(1981); Pmtlong era!. (1989a)
Tzamouranisex al. (1984);
Le B]ancqy Petera(1986b)
Gramicciaev al. <1982
(1984, ]986,1992b,c); Lmiotte
ex al. <¡981); Le Blancqy
Petera(l986b)
Gramicciaev al. (1992e)
Gradoni ev al. <1991)
Gradoni ev aL (1991)
Lanotte et al.(1981»
Abranches ev vil. (1984,
1986, 1992); Le Blancq
y Petera<1986b)
Lanotte eta!. (1981);
GAllego y Portús<1984);
Ponús ev al. (1984, 1986,
1994); Alvary Ortiz (1987);
Aívar<1988); Pratlonge: al.
(1989a); GAllego ex al.
(]993a)
GAllego ev al, (1993a);
Pratlonga al. (1989a)
Martin el vii. (1994)

Maazounel al . (¡981);
Ben Ismail ev aL (1986)
Dereureev al. (1986)
Shetataex al. (1990)

Rioux (1968, 1971)
Abranches ev al. (1983,
1984); Le i3lancq y Petera
(19861,)
Bettini e, al. (1980)
Gramicciaev aL (1982)

Bettini ev al. < ¡978);Le Blancq
y Petera (1986b); Gramiccia
ev al. (1982)
Morillas el al. <1985);
GonzálezCastroeral <¡987)

pBRRO MON-1
MON-1
MON-1

MON-I

MON-1

MON-72
MON-l
MON-1
MON-]

MON-1

MON-77

MON- los

MON-I

MON-!
MON-98

ZORRO

MON-1

MON-I

RATA MON-l

MON-1

* floiflenclatura del LaboratoiredEcologieMédicalecÉ Pathologie
Parasitaire, Montpellier <1 rancia)
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TABLA 6.- Caracterización de aislados de L. (L.) infanrumde diferentes
especiesde flebotomos.

VECTOR ZIMODEMA* ORIGEN REFERENCIA

Ph?ebotomus penhiciosus MON-1 ITALIA Bettini ev al. (1986)
MON-i ARGELIA Ini ex al. (1990)
MON-l GOZO Gradoniev aL (1991)
MON-78 GOZO Gradoniex al. (1991)
MON-29 ESPAÑA Rioux ev al. <1986a)

GAllego er al. (1993a)
MON-1 GAllego ev al. (1993a)
MON-77 GAllego ev al. (1993a)
MON-tOS Martin e: a). <1992)

Phlebo:omus perflhiewi MON-l ITALIA Marolí eral. (1987)
MON-24 ARGELIA lzri y Belazzoug(1993)

Phlebotomus arlas) MON-I FRANCIA Rioux ev a!. <1984)
MON-l PORTUGAL Pirese: aL (1991);
MON-24 Abranches el aL (1992)
MON-I ESPAÑA Rioux e: a!. (1986a)

Gallego eta). (1993a);
MON-29 Gállego eta). (1993a)

Phleboxomus negleaus MON-! GRECIA Léger ev al, (1988)

* nomenclatura del Laboratoired’EcologieMédicaleet PathologieParasitaire,Monípellier (Francia).
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LS. 1, Eeishmaniosisen España

Pittaluga(1912) describeel primer caso de kala-azaren España,en la provincia de

Tarragona.Un alio mástardesedecribeel primercasode leishmaniosiscanina(Pittaluga,

1913). BotetyPortús(1993)hanrealizadounarevisiónhistórico-bibliográfica(1912-1985)

de la leishmaniosisen la Españapeninsular.

En España,la leishmaniosisesunaenfermedadde declaraciónobligatoriadesde1982,

si bien, en los casosde leishmaniosiscutáneay visceralen menorproporción existeuna

subdeclaraciónimportante.El perro es el principal reservonade Ji. (E.) infantwn en

España,calculándoseque entre el 3% y 5% son seropositivos(Ministerio de Sanidad,

ProgramaNacionalde Control de Leishmaniosis,datosno publicados).

En Españase hanrealizadopocostrabajosde caracterizaciónmedianteisoenzimasde

aisladosde Eeishnwnia. El primer trabajo en estesentido que apuntó que la LC está

producidaen nuestropaíspor L. (L) infantum y no porL. <1.) tropica o L. (E.) major

fue el de Rioux eJ al. (1980),quienesaislany caracterizanlas leishmaniasde dos casos

de LC en la región de los PirineosOrientalesFranceses.Dos añosmástardeestosmismos

autores,aislan una cepa de una LC en un sujeto procedentede Motril (Granada),

demostrandotras su estudioenzimático,que setratabade Ji. (E.) infann¡m (Rioux et al.,

1982).

Portúseta!. (1982)caracterizanun aisladoobtenidode unalesióncutáneafacial en una

enfermade Barcelona,que presentóun patrónenzimáticoidénticoaL. (Ej donovan!s.l.

salvo en un enzima. Posteriormente,estosmismosautoresestudianmediante13 sistemas

enzimáticos,9 aisladosdeJieishmaniade Cataluña,5 humanosy 4 caninos,e identifican

treszimodemaspertenecientesal complejodeE. infan¡um: MON-1, MON-28 y MON-29,

estedítimo asociadoa unaleishmaniosiscutánea,implicandopor tanto, unavezmás,a esta

especiecomoel agenteresponsabledel Botón de Orienteen la zonaMediterránea(Portds

eral., 1986).

Los trabajosde caracterizaciónde30 aisladosdeJieishmania (7 humanosy 23 caninos)

realizadospor Alvar y Ortiz (1987) y Alvar (1988) apoyan que la dnica especiede

Ecishmnaniapresenteen EspañaesE. (E.) infantum. La caracterizaciónenzimáticade un

aisladode Eeishmania de un su¡eto con afectaciónnasal de Palma de Mallorca como

zimodema1 (MAO-]), confirmauna vez másla presenciade Ji. <1.) infannunen nuestro

paísincluso en lesionesatípicas(Alvar et al., 1990).

h.
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Portiiseta!. (1989)analízan16 aisladosdeLeishmania,5 de LC y el restode LV (dos

de ellos VIH+) del teaMediterráneaOccidentaly encuentran5 zimodemasdiferentes:

MON-1, MON-28, MON-29, MON-33 y MON-80.

1.6.-Leishmaniosise infecciónporel virus dela inmunodeficienciahumana(VIII)

El primer caso de leishmaniosisasociadocon el síndromede inmunodeficiencia

adquirida(SIDA) fue descritoen nuestropaísen 1985 en unjoven hemofílico(de la Loma

e: aL, 1985). A partir de entonces,el númerode casosdescritosde leishmaniosisvisceral

(LV) asociadosa infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) seha visto

incrementado,principalmenteen algunospaisesde la CuencaMediterráneacomoEspaña,

Italia, Francia y Portugal (Tabla 7).

Tabla 7.- Algunos trabajos publicados sobre casosde coinfección leishmania/VIH
en la CuencaMediterránea.

País Referencia

ESPAÑA De la Lema ev al. (1985); Medrano er al. (1986, 1992); Blázquezer al.
(1987); Alvar eval. (1987. 1989a, 1992); Fernández-Guerreroeral. 1987);
Verdejo ev al. (1981. 1988); Yebra e: al.<1988);Berenguer ev <¡1(1989);
Rivero e: al. (1989); Ribelles e: al. <1989); Roig ev aL(1989); Condome:
al.(1989); Grauetal.,1989);Ga[ofréer al. (1990); Montalbáner al. (1989,
1990a, 1990b); Altés, e: ai.(1991); Molina eral. (1992, 1994>; Martínez ev
al. (1993>.

FRANCIA Clauvel e: al. (1986); Bernard eral. (1988); Jeannelev al. <1989>; Marty ev
al.(1989., ¡991); Dellamonicae: al. (1989); Pialouxeral. (1990); Datryev
al. (1990);Pesceeval. (1990); Lortholaryerai.(1990); Prallonge:al. 1993).

ITALIA Senaldáel al. <1986); Rizzi eral, (1988); Vigevani ev al. <1989);
Gradonieral. (1990); Gramiccia eral. (1992h).

PORTUGAL Anruneseral. (1987); Abranches(¡993).
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Aproximadamenteel 50% de las leishmaniosisvisceralesen el adulto estánasociadas

con VIN y el 1-3% de los sujetos con SIDA en el Suroestede Europa adquieren

leishmaniosisvisceral (Anónimo, 1991).

En España,existenunos200 casosde esta asociación,de los cualesun 85 % tiene

lugaren el grupode riesgode adictosa drogaspor vía intravenosa.De 111 aspiradosde

médula óseaen sujetos VIH+ el 17% presentaronamastigotes(Alvar eJ aL, 1992).

Aspectosepidemiológicosde estaasociaciónen España,asícomola clfnica y diagnóstico

han sido recientementerevisadospor Alvar (1994).

En el Surestede EuropaJi. (L.) infannanes responsablede las leishmaniosistanto

cutáneascomo viscerales.En Españasehandescritoziniodemascutáneosy viscerales.

Entre los primerosse encuentranlos zimodemasZM-1 (MON-l), ZM-29 (MON-29) y

ZM-33 (MON-33) y entrelos visceraleslos zimodemasZM-1 (MON-!), ZM-28 (MON-

28) y ZM-80 (MON-BO). En este tipo de sujetos, es común, no sólo encontrar el

zirnodema 1 (el más ampliamentedistribuido), sino también zimodemascutáneosen

víscerasdebidoala anergiaen la queseencuentranestosenfermos(Portdse: al., 1989;

Mart>, e: aL, 1991; Grainicciae: aL, 1992b; Abrancheseral, 1993). En estoscasos,el

tropismopareceestarcondicionadopor la respuestainmunológicaqueseestableceen cada

casoy no por el arquetipobioquímicoal queperteneceel aisladoencuestión(Alvar, 1994;

Gradoniy Gramiccia, 1994).

En Francia,de un total de 19 aisladosLeishmaniade sujetosVIH ±, 16 resultaronser

zimodema1 (MON-l> (Mart>, eta!., 1989, 1994), 1 un zimodemadermotropo(MON-24)

(Marty et al., 1991) y 2 un zimodema183, si bien el origen de estosúltimos eraEspañol

(Pratlonget al., 1993).

En Italia, Gradoniy Gramiccia (1990) describenun caso de LV asociadoa VII-I+

debido al zimodemadermotropo máscomúnmenteencontradoen Italia, zimodema24

(MON-24). De un total de 8 aisladosde Eeishmaniacaracterizados,2 resultaronserMON-

24, otrode Jos aisladossecorrespondiócon un MON-78, zimodemadermotropo,agente

productorde la LC en Malta pero no en Italia, 4 aisladosfueron MONI y el último

aisladoresultó ser un nuevo zimodemaMON-136, con característicassimilares a los

zimodemasdermotroposMON-78 y MON-l 11 (Gramicciaer al., 1992b).

En Portugal, Abranchesa al. (1993) y Campinoe: al. (1994) describenMON-24 en

un casode coinfección.
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En la Tabla 8 se resumenlos zimodemascutáneosy visceralesquese han encontrado

en la asociaciónJielslunonia y VIH±,en diferentespaisesde la CuencaMediterránea.

Tabla 8.- Zimodemas de Ji. (Ji.) infai’uum descritos en sujetos VIH+.

Zimodemas* País Referencia

Yl~~AALB~

MON-! España Alvar ev al. (1987); Portts el a!. (1989); Sena ev al. (1994);
Pratlongel al. <1994); Rieraeral. (1994)

Francia Bernardel tal. (1988); Marty ev a!. (1989, 1994); Pratlong el al,
(1994)
L.amauryel al. (1993); Rosenthalex a!. (¡993)

Italia Gramicciael al. (1992b); Pratlongev al. (1994)
Argelia Pratlongel al. (1994)
Grecia Pratlongel al. (1994)
Portugal Pratlongex al. (1994)

MON-28 España Riera ev al. (1994); Prattong el al. <1994)

MON-34 España Riera eval. (1994)

MON-77 España Rieraeval. (1994); Pratlongev a!. (1994)

MON-136 Italia Gramicciael al. (1992b); Prationge: al. (1994)

MON-¡83 Francia Pratlongel al. (1993, 1994>; Lamauryel al. (1993); Rierael al.

(1994)

CUTANEOS

MON-24 Italia Gradonieta!. (1990);Gramicciaex al. (l992l~)
Francia Marty ev al. (1991); Rosenthal ev al. (1993)
Portugal Abranches el vii. (¡993); Campinoel al. (1994)
España Rieraev al, (1994); Senaeval. (1994); Pratlong el al. (1994)
Argelia Pratlong el al. (1994)

MON-29 Francia Lamnaury ev al. (¡993)
España Riera e: al. (¿994)

MON-33 España Porti~sel al. (¡989); Condomel al. (1989); Pratlongexal. (1994)
Francia Lamaury exal. (1993)

MON-78 Italia Gramiccia el al. <1992b)
Argelia Pratlongel al. (1994)

1

* nomenclaturadel Laboratorio dEcologie Médicale et PatholqgieParasitaire,Montpellier (Francia)
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2.- OBJETIVOS

En estetrabajonosplanteamos,como objetivoprincipal, estudiarJavariabilidad de

E. (L) infanwmy las implicacionesde la mismaen la epidemiologíade la leishmaniosis

en España.Dada la importaciaque la asociaciónLeishmanialVlHtiene en nuestropaís,

y conel fin de determinarsilos parásitosaisladosen estaasociacióncompartenlas mismas

característicasbiológicasque aquellosresponsablesde las leishmaniosishabituales,nos

propusimoslos siguientesobjetivos:

1 . - Establecerlos zimodemas de E. (E.) infanwm presentesen la asociación

Leishmania/VIH, en sujetos inmunocompetentesy en leishmaniosiscanina, e

intentar definir posibles marcadoresmicrobiológicos asociadosa las diferentes

manifestacionesclftiicas de la enfermedad.

2.- Comparación del valor de diferentes técnicas de caracterización:análisis

enzimático, sondas de ADN y amplificación de ADN mediante iniciadores

arbritarios(RAPD) en el estudiode la variabilidadde Ji. (Ji.) infantum y búsqueda

de marcadoresmicrobiológicos. ¡
3.- Estudiode la variabilidadentreaisladosde E. (E.) infantumde sujetosVIH±

en términosde teoríaclonaly genéticade poblaciones.
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3.- MATERIAL Y MÉTODOS

3.1.-Material biológico

3. 1.1.- Carac:erls:icas de las cepasde referencia y aisladosestudiados

Aisladoscaninos españoles:Se han estudiado,un total de 31 aisladoscaninosde

Eeishmaniaprocedentesde diferentesáreasgeográficas,incluidosen dos grupos:

A) LV (28)

13) LC (3) (dos de ellos con LV)

En la Tabla 9 serecogeel nombre,códigoy origende los aisladoscaninos.

Aisladoshumanose&pafioles: Se han estudiadoun total de 53 aislados humanos de

Eeishmaniaprocedentesde diferentesáreasgeográficas,incluidos en 5 grupos:

A) Leishmaniosisvisceral (LV) asociadaa VIH+ (42)

13) Leishmaniosiscutánea(LC) asociadaaVIH+ (3)

C) LV asociadaa otros tipos de inmunosupresión(1)

O) LV (4)

E) LC (3).

En las Tablas 10 y II se recogeel nombre, código y origen de los aisladosde

Leishmaniade cadauno de los grupos.

Aislado humanodeAngola: DenominadoPAULO (MHOM/AO¡91/LLM-85),

correspondeal primercasotipificado de LV de estepaís.

Cepas de rgferencia de E. (Ji.) infan:um correspondientes a zimodemas presentes en

E.wafla: LEM-75 (MON-l), BCN-65 (MON-28), LEM- 307 (MON-29), LEM-356

(MON-33), BCN-32 (MON-33), LEM-425 (MON-SO).

Cenasmarcadoresde especiedel Vicio Mundo: L. (E.) majar (LRC-137, 5-ASKH),

E. (Ji.) tropica (K-27, LRC-32), L. (Ji.) acihiopica <LRC-147), Ji. (L.) donovani

(DOS, LRC-133), E. (It) infantum (IPT-1).

Cepasmarcadores de especiedelNuevoMundo:L. (Y)braziliensis(M- 2903),E. (V)

guyanensis(M-l 176), L. (E.) mexicana (M-379), E. (E.) amazonensis (PFI-8), L. (L.)

chagas! (PP-75).
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II

Otros trinanosomátidos: Crí¡hidia fasciculata, Endotrypanum schaudjnni,

llerpetomonasmuscarum,Leptoinonasc:enocephaliy Sauroleishznaniataren:olae.

En la Tabla 12 se recogeel código, hospedador,tipo de lesión y origen de todas las

cepasde referenciay otros tripanosomátidos.

3.1.2. - Alsíamienro

Los parásitosseaislaronen mediobifásicoNNN, en el casode LV humanas,a partir

de aspiradosde médula ósea, monocitosde sangreperiférica (Gutiérrez-Solar, 1992),

sangreperiféricatotal, punciónesplénicay xenodiagnósticoindirecto (Molina eta!., 1992;

Molina e: aL, 1994a), y en el casode LC de biopsiasde piel. Los aisladoscaninosse

obtuvieron apartir de punciónde ganglio poplíteo,aspiradosde médulaósea,monocitos

de sangreperiférica (Gutiérrez-Solar,1992) y xenodiagnósticodirecto (Molina et a!.,

1994b) en el caso de LV y de biopsiade piel cuandose trataronde LC. Los cultivos se

mantuvierona 280 C y se examinaronsemanalmente,durante4 semanas,con el fin de

confirmar la presenciao ausenciade promastigotesen los mismos.

Medio NNN (Novv-McNeal-NicolleJ

Preparacióndel agar:

- Bacto-agar(Difco) ¡4 g

- NaCí (Merck) 6 g

- Agua destiladac.s.p 900 ml

Llevar a ebullición y esterilizar en autoclavea 1200C y 1 atmósfera durante20

minutos. Almacenara 40C hastasu utilización.
Ji

Preparaciónde los tubos:

Fundir el agary dejardescendersu temperaturahasta500C. A continuaciónañadira

cada tubo y en el siguienteorden:

- Soluciónde antibióticos lOO ¿¿1

- Sangrede conejodesfibrinada 1 ml

- Agar 2 ml
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1

Agitar los tubossuavementey disponeren pianoinclinadohastasolidificacióndelagar.

Conservara 4W hastasu utilización.

Solución de antibióticos (Bio-Whitaker):

20.000UI/mí de penicilina

20.000pg/ml de estreptomicina

3.1.3.- Cultivo en masa

Los proniastigotesuna vez aisladosen medio NNN, secultivaron en masaa28W en

medio RPMI 1640 (Gibco), suplementadocon un 10 % de suero bovino fetal (SBF)

inactivado 1 h a 56W y antibióticos, con el fin de conseguirleishmaniasen cantidad

suficientepara la realizaciónde todaslas pruebas.

McdiaflP&il:
Medio RPMI 1640 (Gibeo)con L-glutaminay sin bicarbonato.

- RPMI 1640 10’4 g

- Agua destiladaestéril 960 ¡nl

a continuaciónañadir: ¡
- HEPES (Sigma) 95 g

- NaHCO3 2 gIl

ajustarel pH a 7’4 y esterilizarpor filtración (0’22 pm). Conservara 4W.

A 500 ml del medio así preparadoañadir:

- SHF 70 ml

- Solución de antibióticos 2 ml

3. 1. 4.- congelación

Para su congelaciónlos promastigotesse concentraronpor centrifugación(lOOOg, 5
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mm.), se retiró el sobrenadantey los parásitosse resuspendieronen 5 ml de medio de

congelación.A continuaciónse distribuyeronen alicuotasen criotubos, a razón de 1

ml/tubo, manteniéndose2 h a 4W y 24 h a - 70<>C, antesde ser almacenadosen 1%

liquido.

Medio de congelación

:

- RPMI 1640 (Gibco) 5 ml

- SBF 0’5 ml

- Dimetilsulfóxido (Merck) 1 ml

3.1.5. - Descongelación

Los criotubosse descongelaronpor inmersión en baño a 370C, se centrifugaron

(lOOOg, 5 mm.) eliminándosea continuaciónel sobrenadantey añadiendo0’ l-O’2 ml de

medio RPMI 1640 completo. Finalmente,el volumen final serepartió en dos tubos de

medio NNN.

11

1
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TABLA 9.- Características de los aisladoscaninos.

AISLADOS CODIGO ORIGEN

A) LV
- Médula

MCAN/ES/92/LLM-360
MCAN/ES/92/LLM-369
MCAN/ES/92/LLM-374
MCAN/ES/92ILLM-375
MCANIESI92ILLM-368
MCAN/E5192/LLM-367
MCANIESI92ILLM-358
MCAN/ES/92/LLM-359
MCANIESI92ILLM-363
MCAN/ESI92/LLM-365

Madrid
Madrid
Aranjuez <Madrid)
AranJuez (Madrid)
Cantoblanco (Madrid)
Valdepeñas (O. Real)
Zaragoza
Zaragoza
Zaragoza
Zaragoza

MCAN/ES/9IILLM-342
MCAN/ES/9IILLM-343
MCAN/ES/9 IILLM-344
MCAN/ES/9 1 ILLM-345
MCAN/ES/92/LLM-348
MCAN¡ES/9 l/LLM-84
MCAN/ES/87/LLM-32
MCAN/ESIS3ILLM-16
MCAN/ES/83/LLM-20
MCAN/ESISSILLM- 17
MCAN/ES/S3ILLM-298

Torrelodones (Madrid)
Manzanares (Madrid)
Colmenarejo (Madrid)
Algete (Madrid>
Cantoblanco (Madrid)
Algete <Madrid)
Mallorca
Madrid
Alcalá de Henares (Madrid)
Madrid
Mallorca

- Monocitos de sangre
periférica

Tareris
TImido*
37-E
30-E

MCANIES/93/LLM-393
MCAN/E5192/LLM-361
MCAN/ES/92/LLM-347
MCAN/ES/9 I/LLM-350

Aranjuez <Madrid)
Cantoblanco (Madrid)
Cantoblanco (Madrid)
CantalManco (Madrid)

Xenodiagnéstico

MCANIESIQ2ILLM-367
MCANIESIQ2/LLM-363
MCAN/ES/92ILLM-365

MCAN/ES/92/LLM-376
MCAN/ES/92/LLM-346
MCAN/ES]9 1 /LLM-•349

Valdepeñas<C. Real)
Zaragoza
Zaragoza

Aranjuez(Madrid)
Cantoblaco
Cantoblanco

Eoxer*
Pastor
Caza
Dócil*
Chata*
Orejas
Pointer
Doberman
Belga
Perdiguero

- Ganglio poplíteo

Blanco
Canto
Oso
Dora
37-6
Algete
Tarzñn
Yocki
Wiska
Betty
Tue

Orejas
Belga
Perdiguero

E) LC
- Piel

Curro
37.P
30-P

* Asintomñticos (M): Madrid
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TABLA 10.- Características de los aisladosde Leishmaniade sujetos
inmunosuprimidos

AISLADOS GRUPO
DE RIESGO

GRUPO VIH
DEL CDC

CODIGO ORIGEN

A) LV y VIH+
- Médula

Antonio
DanLeí
58140
59933
Milagros
Jesús
5825
Espín
Garrido
Tej ucar
Carrasco
Anastasio
Antunez
Palma
Cuadros
Justo
Clemente
Natalio
Massa
Ribas
Esteso
Angel
Arinenteros
Arroyo
Cejas
Enrique
Francisco
Tomás
Moreno
Lara
Berger
Lamo
Vélez
Ana

ADVP

ADVP

ADVP

ADVP
Hemofilie o
ADVP

ADVP
ADVP

ADVP
Heterosexual
ADVP
ADVP
ADVP
ADVP
ADVP
ADVP
ADVP

Homosexual
AlRP
ADVP
ALRP
ADVP
ADVP
Homosexual
ADVP
Homosexual
ALRP

WC-’

1vC-I

IVC-t
IVC-2
IVC-I

III
lVC-1
ívc.í

1VC-1
IVC-1

11

lvC-1
IVC-l
[ve-’
tVC-1
IVC-1
‘ve-’
1 Ve-1
IVC-I
[Ve.’
IVC-l
IVC-2

IVD
Ive.’

[1
IVC-l

MHOMIESI88/LLM-15O
MHOM/ES/88fLLM-175
MHOM/ES/90/LLM- 195
MHOM/ES/90/LLM-200
MHOM/ES/S8ILLM- 180
MHOM/ES/88fLLM-190
MHOM/ES/9 1 ILLM-205
MHOM/ES/92ILLM-335
MHOM/ES/92ILLM-336
MHOM/ES/9 1 [LLM-304
MHOM/ES/92ILLM-320
MHOM/ES/92ILLM-3 12
MHOM/ES/9IfLLM-3 ¡3
MHOMIESI9I/LLM-310
MHOM/ES/92/LLM-340
MHOMIES/92/LLM-34 1
MHOMIES/91/LLM-3a1
MHOMIE5I9I/LLM-31 1
MHOMIESI9í/LLM-299
MHOMIESIQ1/LLM-300
MHOM/ES192/LLM-306
MHOM/ES/92/LLM-3 ¡6
MHOM/ES/92/LLM-3 [5
MHOM/E5/93/LLM-303
MHOMIES/91/LLM-330
MHOM/ES/9i /LLM-33 1
MHOM/ES/91 /LLM-309
MHOM/ES/9 1 /LLM-326
MHOM/ES/93/LLM-384
MHOM/ES/93/LLM-382
MHOM/ES/Q3ILLM-383
MHOM/ES/93ILLM-386
MHOM/ES/92/LLM-373
MHOM/ES/9 1/LLM-32.5

Cuenca
Madrid
Madrid
Madrid
Madrid
Cuenca
Madrid
Madrid
Jaén
Madrid
Mallorca
Madrid
Madrid
Mallorca
Madrid
Fuentiduefia
Madrid
Madrid
Mallorca
Mallorca
Madrid
Va] lecas(Madrid)
Madrid
Fueniabmada
Mallorca

(M)

«.4)

Madrid
Alicante
Madrid
Madrid
Córdoba
Madrid
Madrid
Madrid
Madrid

- Punción
esplónica

Arce ADVP MHOM/ES192/LLM-370

* Asintomátíco

a: <‘Dc? (Centers
ADVp: Adicto a
<M): Madrid

br Disease Control) <1986, ¡987>

Alicante

drogaspor vía parenteral
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TABLA 10.- Características de los aisladosde Le!shmaniadc sujetos
inmunosuprimidos (continuacidn).

AISLADOS GRUPO
DE RIESGO

GRUPO VIII
DEL CDC’

CODIGO ORIGEN

A) LV y VIH+
- Monocitos de
sangre periférica

Rojas ADVP
Manij ADVP
Mora ALRP
Puma ADVP

II
IVC-I
IVC-t
IVC.l

MHOM,’ES/92tLLM-337
MHOM/ES/92/LLM-323
MHOM/ESIQ2/LLM-372
MHOM/ES/93/LLM-389

Madrid
Madrid
St Eugenia
Madrid

(M>

- Sangre total

Leva ADVP IVC-l MHOMIES!92/LLM-339 VicMvaro (M)

- Xenodiagnóstico

Santo ADVP
.Jiro Heterosexual

IVC-2
IVC-1

MHOM/ES/91/LLM-47
MHOM/ES/92/LLM-333

Madrid
Cnenca

U) LC y VIII+
- Biopsiade piel

Oscar ADVE
Egida Homosexual
Navarro* ADVP

-

-

-

MHOM/ES/88ILLM-l 16
MHOM/ES/93/LLM-394
MHOMfES/93/LLM-395

Madrid
Madrid
Madrid

C) LV y otro tipo
de inmunosupresión
- Médula

Elena MHOMJES/91/LLM-329 Madrid

* Asintomático

a: CDC (Centers for Disease Control (1986, 1987)
ADVP: Adicto a drogas por vía parenteral
CM): Madrid
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TABLA 11 Característicasde los aisladosdeLeishmania
inmunocompetentes.

AISLADOS CODIGO ORIGEN

D) LV
- Médula

Azañedo
Seguí
Kalay

MHOMIES/87/LLM-33
MHOM/ES/91/LLM-327
MHOMIES/93ILLM-391

Segovia
Menorca
Madrid

- Xenodiagnéstico

Lang MHOM/ES/93/LLM-392 Hoadilla <Madrid>

E) LC
Biopsia de piel

javier
Zamora
Arenas

MHOM/ES/92/LLM-332
MHOM/ES/92/LLM-318
MHOM/ES/92/LLM-317

TresCantos(Madrid)
Madrid
Móstoles(Madrid)

de sujetos



M
aterialy

M
étodos53

—
o”

a
,

rn
t.,

O
<‘O

0
4

0
’

r’~
a,

‘u
o

o
‘u

O
‘o

.—
—

4
—

4
‘-4

-4
‘-4

+=
.

Ui.u¡iu
’

L
fl

L
O

~
0

>
r—

—
.0

C
o

rl
-.

4
1

1

—
—

—
—

o
’

‘-,
C

o
G

~
C

o
c
a

a~
<~4

-.
o

’
O

tfl
.~

.
—

—
—

r~
‘fl

0
4

‘u
‘a

,-.
‘-4

—
4

o
~

’u
n

.
~

O
.-4

O
~

•4
j’~

n
Lt’S

r.z
—

r34
—

O
~

<
0

u
0

3
—

—
~

~
~

0>
..‘4

‘-4
‘-4

‘al

11111111

—
L

S
o

o
~

r-
-.

e
n

C
O

0
I

<‘O
~

0
4

3
O

.4
“u

~
4

1
”.

0
<‘4

LO
-.

0
.’

‘e
C

o
r~

‘.0
—

‘.0

-4

LL~
—

e
n

oca
—

—

1oo
>

‘-4

‘-4o,‘u—
4

o,
‘O

4—
—

““
<

0
.4

(0o<
0

4
0

0
0

0
4->’

~
~

.
—

-.4
—

1-4
I$

.4
1

0
j

o
o

¡O
I’~

Ct
‘O

‘0
4->

—

—
-----4

-4
-4

.4
-4

-4
-4

-4
-4

-4
-4

-4
-4

II‘-‘‘0
o

r-
d

~
L

O
o

’
..‘4

1~
~

r-
<

‘4
.

(0
a

,
1

1
=

1
0

4
~

0
4

0
4

a
~

o
<

‘o
r-

.4
’

—
—

—
—

.-
—

.-
~

r-
a~

a
,

a
,

a
,

a
,

—
—

.-—
—

-‘--

‘u’..
-4

—
—

—
—

C
o

oo
’

LO
—

oa
’

o
—

o
,

oo
,

<
a

o,
•0a

‘0
ti

‘0
1

-4
—

O
il

<
O

’A
I

.‘4
¡

O
’u

C
J

e
—

u
ti

O
.C

<A
4

>
<01<01

~l
—

C
4

I~
~

0
>

1
-4

.4->

lO
.‘4

¡‘4

yJ
1

---4
-4

-4

‘0
-41>ti‘o4

4

‘O4->5-4
LS

o>‘0-4o4
-,

‘0

io,
-4

‘-4o,
•0o,
‘-4a,
‘0u

,
4>
$

4oo~
rne‘--4

‘Oo,
-44>
‘0-Oa‘u.5

’

a,
e

‘C
.C

O
l

<4

‘n
o

>
--4O

l
O

‘-4
4

-’
0

a
,

~
4

->
o

o

C
O

-4

4
-,

4-4

‘u
‘-4o4-4

‘O‘o4
,



Material y Métodos54

3.2.- Caracterizaciónenzirniltica

La caracterizaciónenzimáticasellevó a caboen gelesgruesosde almidón medianteun

sistemade electroforesishorizontal, en cubetasLKB, siguiendo los protocolosdescritos

previamente(Maazounet al., 198ib; Morenoa al., 1986b; Alvar, 1988), con algunas

modificaciones.

3.2.!. - Sistemasenzinulticos

El análisisenzimáticose realizó mediantequince sistemasenzimáticosque permiten

el estudiode 16 “loci”: MDH, EM, lCD, tiPO, OÓP, GLUD, DíA, NP, GOT, MPI,

PGM, FH, GPI, SOD. Los sistemasenzimáticosNP y SOD permitenla visualizaciónde

2 loci. El “loci” con mayor migración se designacomo NP2 y SOI3I y el de menor

migración como NP1 y SOD1. Los nombres y códigos de cada uno de los sistemas

enzimáticosestudiadosse muestranen la Tabla 13.

TABLA 13.- Nombre y código de identificación de los enzimasestudiados.

ENZIMA NOMBRE ABREVIADO CODIGOI

Malato deshidrogenasa MDH liC. 1.1,1.37
Enzimamálico FM E.C. 1.1.1.40
Isocitrato deshidrogenasa ¡CD F.C. 1. 1. 1.42
6-Fosfogluconatodeshidrogenasa CPG E.C. 1. 1.i.44
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 06P F.C. 1.1.1.49
Glutamatodeshidrogenasa OLUD E.C. 1.4.1.3
Diaforasa DíA F.C. 1.6.2.2
Nucleosil fosforilasa NP F.C. 2.4.2.1
GluiarnatooxalacetatotransaminasaGOT E.C. 2.6.1.1
Manosafosfato isomerasa MP! liC. 5.3.1.8
Fosfoglucomutasa PGM E.C. 2.7.5.1
Fumaratohidratasa PH E.C. 4.2.1.2
Glucosa fosfato isomerasa GPI F.C. 5.3.1.9
Superóxidodisniuíasa SOD E.C. 1.15.1.1

# Número de la Comisión dc NomenclaturadeEnzimas.
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3.2.2.- Preparación de los geles

Para la preparaciónde los gelesse disolvieron 20’5 g de almidón (21 g para los

enzimasMDH, EM y SOD) en 200 ml de tampónde ge] A, 9, C ó O, dependiendode

los enzimasa estudiardeacuerdocon la Tabla14, calentándoseen agitacióncontinuahasta

quela consistenciafue viscosa.A continuaciónsedesgasificaronconbombade vacíoy se

dispusieronsobrenn cristal limitado por tresmarcosde metacrilatosuperpuestos.En la

parte superior, se colocóotro cristal y un pesode aproximadamente1 Kg. Se dejaron

solidificar y seguardaronhastael díasiguientea temperaturaambiente,cubiertoscon un

plástico.En la Tabla 14 semuestrala composiciónde los tamponesdemigracióny del gel

utilizadoscon cadasistemaenzimático.

TABLA 14.- Tamponesrequeridos para cada sistemaenzimttico.

ENZIMA TAMPON DE MIGRACION TAMPON DE GEL

061’
ÓPO

TrisO’ 1 M-Ác. Málico 01 M
EDTA O’01 M-MgCI2. 6H,O 0’001 U
(IME) pH 7’4

A: NADP 1% <5 mI)
TME pH 7’4 (45 mi)
Agua destiladac.s.p.400 ml

PGM
GPI
GOT
[CD

Tris 01 M-Ac. Málico 0’! U
EDTA 0’0t M-MgCI2. 6H20 O’O01 M
(TME) pH 7’4

E: NAD 1% (5 tui)
TME pH 7’4 (45 g~»
Agua destiladac.s.p.400 ml

NPI
NP2
MPI
DíA
o Lii D

Tris O’661 M-Ác. cítrico O’083 U
(TC) pH 8’6 *

C: NADP 1% <4 mi>
TC pH 8’6 (18’7)
Agua destiladac.s.p.400 ml

MDI-!
ME
500

Tris 013 M-Ác. cítrico O’043 M
(TC) pH 9’4 *

D: NAD 1% <4 mi). Na2HPO4O’Sg
TC pH 9’4 (40 mi)
Aguadestiladac.s.p.400 ml

FM Tris O’I M-Ác. Málico O’l U
MgCI,. 6H20 0’OOl U (TM) pH 74

E: TM pH ‘7’4 (50 mi)
Agua destiladac.s.p.400 ml

* el pH se ajusté con Ácido cítrico o NaOH. En el resto de los tamponesasí como en los tamponesde

gel A, E, C, O y E el pH se ajustécon NaOH o MCI

4

y
4
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3.2.3. - Preparación de los extractos enzim&icos

Los promastigotesde cadauna de las cepasde referenciay aisladosestudiadosse

cultivaron en medio RPMI 1640 (GIRCO), suplementadocon 10% de suerobovino fetal,

recolectándoseen faselogarítmicade crecimientopor centrifugacióna 40C(2.000g, 10

mm.). Cadauno de los sedimentos,conteniendo10 x 10’ leishmanias,se lavó en PBS y

se centrifugóa 4W (2.000g, 10 miii.) tresveces.Finalmente,seresuspend¡eronen PBS

y se trasladaron a tubos eppendorf, siendo centrifugados a 12.300 gf10 mm.

Posteriormente,seretiró el sobrenadantey los “pellets” seconservarona -70W hastasu

utilización.

Para la extracción de los enzimas solubles los sedimentos se descongelaron,

manteniéndolosa 40C, tratándoseen homogenizadoresde cristal, con un detergenteno

iónico, Tritón X-l00 (Sigma) a] 5% en sacarosa0’25 M, en cantidadigual a la de]

sedimento.Enel extractoresultanteseimpregnaronunospapelitosde nitrocelulosade0,22

gm, queposteriormentese insertaroncon ayudade un peineen el soportede almidón.

3.2.4. - Electroforesis

E] peinefue retiradounavez insertadoslos papelitosimpregnadosconcadauno de los

extractosenziniáticos.En cadauno de los compartimentosde la cubetasedepositóun litro

deltampónde migración.El gel sedispusoen la cubetay a continuaciónse colocaronunas

esponjas,con el fin de facilitar el pasodel tampónde migracióna travésde] gel.

En la Tabla 15 seresumenlas condicionesde electroforesisparacadaenzima.
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Tabla 15.- Condicionesde desarrollode electroforesispara cadauno de los
enzimasestudiados.

NOMBRE
ABREVIADO

TAMPON
DE MIGRACION

VOLTAJE
(voltios)

TIEMPO DE
DESARROLLO

MDH
EM TCpH9’4 lOO 6horas
SOD

NP
MPI TCpH8’6 100 6horas
o LUD
D lA

G6P TME pH 74 lOO 4horas
GPG (NADP)

¡CD
001’ TME pH 7’4 100 4horas
GP! (NAD>
PUM

FF1 TM pH 7’4 lOO 4 horas

3.2.5.- Revelado

Finalizadala electroforesise] gelsecortólongitudinalmenteen trescapas,permitiendo

así el estudio simultáneode tres enzimas. A continuaciónse añadiósobrelos gelesel

sustrato específicodel enzima a analizar, coenzima,enzimasde acoplamiento,iones

adicionalesy sistemasde visualización necesariospara que tenga lugar la reacción

catalizada por el enzima,

En todos los casosel sustrato,coenzima,iones adicionalesy NBT (azul de nitro

tetrazol) sedisolvieronen el tampónde reveladoy la solución se incubóa 37 >C durante

30 minutos. Transcurridoeste tiempo se aliadieronsobre esta solución los enzimasde

acoplamiento,fenazinametasulfato(PMS) y agaral 2% (previamenteatemperadoa 600C)

vertiéndoseinmediatamentesobrelos geles.El reveladoserealizóa 37 C y enoscuridad,

Las condicionesde reveladofueron las descritaspor Maazoune! al. (198Ib), Morenoez

al. (1986h)y Selanderel al. (1986) con algunasmodificaciones.

1
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En la Tabla 16 serecogenlas condicionesde reveladoparacadauno de los enzimas.

Unavez que las bandassehicieronvisibles, Ja reacciónse bloquedcon una solución

fijadora.

Etanol (Merck) l.CCO ml

Ácido acético(Merck) 400 ml

Glicerol (Merck) 200 ml

Agua destilada 200 ml

3.2.6. - Interpretación de los resultados

A continuaciónse determinóla distanciade migración desdeel punto en el que se

aplicó la muestrahastael centrode la banda.Estadistanciasecampadcon la obtenida

para la cepade referenciaMHOM/FR/78/LEM-75 (Chance,1986).La movilidad relativa

de un determinadoelectrornorfovendrádadapor la siguientefórmula (Maazoune: al.,

19811,; Lanotteetal.,1981).

dX
X=—x 100

dR

X= movilidad relativa de la bandaX

dX = distanciadesdeel origena la bandaX

dR= distanciadesdecl origena la bandapara la cepade referencia

El cálculode la movilidadrelativaparacadaunade las bandaspermitela construcción

de un zimógrafo.Finalmente,los gelessefotografiaroncon unacámaraPolaroid(película

665).
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TABLA 16. - Condicionesde reveladopara cadauno de los enzimas,

ENZIMA TANI~iN DE1 SUSTRA%4 C0,ZDIAC
10~5d ENZIMAS DE

6 M*I¶I1O DE~
REVELADO ADICIONALES ACEPLARIENIV flsuiiiuci<5i REVELADO

G6P Tris—Ecl Glucosa-GP RAD? 1% EDTA
O’2HpH8 2Omq 1:1 lOng
10 ml

BT 1% <1 ¡1)
¡‘lIS 1% (0’5 nl)
Agar 2% (5 nl>

GPG Tris—Ecl
0’2 14 pUS
lo ml

141)11* Tris—ECl
O’2 14 pliSa ¡1

LP Tris-Ecl
0’2 JIpE 8o ‘1

SOD Tris-Ecl
0’2 14 pH 8
8 ml

GPI Tris—Ecl
0’2 14 pH 8
10 ml

1>614 Tris-Mci
QQ 14 pH 8
10 ¡1

Ac-6-fosfo—
glucónico
40 mg

NADE> 1% MgCl 61120
1 mi 0,5 ~(l mí)

Solución A* NAD 1% NaE
2PO4

hl 10,9

Solución A* NADE> 1% NqCl OS~
1 ml 0,5 (1 mi)

- NADl%
2 N9CI~6H2O

Fructosa—
6-fosfato
10 mg

Glucosa—l—
fosfato
300 mg

MAn 1%
1 ni
NADE> it
1 mi.
NADl%
1 nl
RADP it

MgCl»6820 GGPDN
0’5 14(1 nl) 160

661>011X9C1¡61120

14W! 1% (1 mi)
¡‘NS 1% (O’5 mi)
Agar 2% (5 mi)

KBT it ji mí>
¡‘NS 1% (O’5 mí)
Agar 2% <5 11)

1>145 1% (0’5 mi>
Agar 2% (5 mi)

>ITT 1.25 1 (1 mi)
¡‘$45 It (O’5 mí)
Agar 2% (5 ‘1)

1481’ 1% (1 mí)
¡‘MS 1% <0,5 nl)
Agar 2% (5 mi)

1481’ 1% (1 ni)
¡‘MS hIW’5 mi)
Agar 2% (5 nl)

0-Cetogluta-
rato (100 mg>
Ác.aspártico —

(200 mg)
Piridoxal-5—

fast-BIue 88
(200 ng>
Tris—CíE 0’2 E
50 ml

fosfato (10 mg>

¡CD Tris-ECl
0’2 14 pUS
8 ml

Ác.isocltrico NADE> 1%
O’1X 1.1
(4 mí)

NBT 1% (1 nl)
¡‘145 1% (0’5 nl)
Agar 2% (5 nl)HnCl2.4If20

10 ng

NP1 Tris-Ecl
NP2 O,

2>lpHS
8 ml

Inosina
10 ng

Xantfn-
oxidasa
2U

¡445 1% (1 mi)
Agar 2% (5 nl)

37 ‘C

37<0

37<0

37 ‘c

37 c

4<0

37 ‘0

coT~ Tris-Ecl
0’2 14 p118
50 ml

ambiente

37’ C

37<0
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TABLA 16.- Condicionesde revelado paracada une de los enzimas(continuación>.

ENZIMA TAMPÓN DE8 SUSTRA¶’0~ ~ENZIMA0
1~d DUNASMe MI!OW DE

1 1”
REVELADO ADICIONALES ACOPLUIX MITO VISUALIZACI~E REVELADO

DíA Tris-Ecl
O’2 JI pR 8
$ ml

141>1 Tris-Ecl
0’2 ¡4 pH fi
8 ml

2,6 dicloro—
fenol—indofe-
nol 1 mg/l ml
de Tris-CíE
0’2 14 pES

B-NADU
10 mg

MTT(5 mg)
Agua destilada
(2 mi)
Tris-CíE O’2 14
pE 8 (2 mi)
Agar 2% (10 mi)

Xanosa-6—P HADE> it MgClfi. 6320 G6PDE
lOmg ini 0’2 (lii) 33U

PCI
50 U

KB? 1% (1 nl)
¡‘MS 1% (1 mi)
Agar 2% (5 ¡1>

37<C

37t

CLUb Tris-ECl
0’2 14 pH 8
10 ml

FR Tris-Mci
0’2 14 pH 8
8 mi

Xc, L-qlutá-
mico 200 mg

Xc, fumárico
580 mg
Piruvato Ma
20 mg

NADE> 1%
1 ml

¡‘NS 1% (O’5 nl)
Agar 21(5 mi)

liAD 1%
3 ml

HE
so u

RBT 1% (1 mi)
¡‘MS 1% (0’5 mí)
Agar 2% (Smi)

a: Disolver 21’2 q de Tris <Merck) en 1000 mide agua destilada; ajustar el pH 8 con Ecl.
Ix Todos los sustratosutilizados fueron suministrados por Sigma Chemical Co..

Solución A~: Disolver 3’10 g de Na
2003 anhidro (Merck) en 15 nl de agua destilada. Después de su

disolución, disponeren baño de hielo. Añadir lentamente3’35 g de Ácido málico (Sigma>. despuésde
su disolución,añadir 10 mide agua destilada,Ajustar el pH 7 con una solución de NaOE.

e: liAD 1% y HADP 1% :1 g de lIAD y 1 g de RADP <Boehringer—HannheimBiochemicals> en 100 ml de agua
destilada,

d: Xgcl2.6E20 (Merck) 0,5 14: disolver 10’15 g en 100 ml de agua destilada.Conservara CC.
MgCi2.61120 (Herck) O’1 14: disolver 4’06 g en 100 ml de agua destilada.Conservar a <fe.

e: Los enzimasempleadosfueron suministradospor Sigua Chemical Co. y Boehrinqer—MannbeimBiocbemicals.
1: NBT 1% (Azul de nitro tetrazol,Sigua): 19 en 100 ml de agua destilada,Conservara 4’C y en

oscuridad,
1>145 1% (Fenazina-netasuifato,Sigma): 1 gen 100 ml de agua destilada,Conservara 4’C y en
oscuridad.
XTT l’25% (dimetiltiazol tetrazol,Sigma): l’25 9 en 100 ml de aguadestilada.Conservara 4<0 y
en oscuridad,
Agar 2%: 2 g de Saeto-Agar (Difeo), 50 mide Tris—Ecl 0’2 14 de pR 8, 50 ml de de agua destilada,

g: Los sustratosdisueltosen el tampón de reveladose añadensobre el gel, tras incubacióna
temperaturaambientey en oscuridaddurante30 minutos se añade el fast—blue disueltoen 50 ml de
Tris-lEí O’2 ¡4pM 8. En cuanto las bandascomienzana salir se lan el gel con fis-Ud 0,2 14 pH ay
se añade la misma solución,

~: En algunoscasos,el EH y 14DB se revelarona la vez añadiendo1 ml de lIAD It al sustratodel EH.

3V

37’0
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3.3 - Caracterización mediante sondasde ADN

3.3.1.- Extracción dc ADN

El protocolo seguido fue fundamentalmente el descrito por Barker e: al. (1986a), con

algunas modificaciones.

Los promastigotesde cada uno de los aislados y de las cepasde referenciase

concentraronpor centrifugación(10 mm., 4 0C, 2000 g), determinándoseel nUmero de

promastigotestras tres lavadosen NET-l0O lx (10 mm, 4C, 2000g). A continuación,

se lisaron a 6&C durante 1 h en un volumen de 0’7 ml de NET-l00 lxJl x 10’

promastigotesy 0’3 ml de sarcosil10% en NET-100!1 x 10’ promastigotes(el usadode
O

leishmanias, así preparado se puede conservar a - 20 C). Seguidamente,y con el fin de

eliminarel ARN contaminante,sellevó a cabounadigestióna 37 C, durante 15 mm., con

una soluciónde ribonucleasa(RNAsa)(Sigma)a razónde 1 mg/ml de usado.Finalizado

el tratamientocon RNAsa, se digirió a 37< C durante2 h conuna soluciónde proteinasa

K a razón de 1 mg/ml de lisado. Posteriormente se afladió a cada uno de los lisados4-

amino-salicilato sódico (Analar) 5% p/v y deoxicolato sódico <Analar) 1 % p/v,

manteniendoa temperaturaambiente1 ti (se puededejarasítodala noche).Transcurrido

estetiempo cadaunade las muestrasse pasóporagujasde 25 g y sedepositóen tubos de

25 mi, utilizándose NET-100 para su equilibrado. A continuación se realizó una

centrifugación de 1 h a 50.000 g y 5< C, en ultracentrifuga SORWALL(rotor SS-34).

Seguidamente se eliminó el sobrenadante y el sedimentoseresuspendiden 500 jd de TE

lx. Después de su homogenización el volumen secompletóhasta4 ml con TE lx.

3.3.1.1. - Separación de ~4DNgy ADNk mediante gradiente de densidad en Cloruro de

cesio (CsCI)Ifiromuro de etidio (EhBr)

El índice de refracción de cada solución se ajustó a 1.386’ mediante un refractómetro,

añadiendo 1<1 g/ínl de cloruro de cesio y 200 ¡tI de una solución de bromuro de etidio

(lOmg/ml). Seguidamente se pasócadauna de las solucionesa tubos cónicospararotor

VTi-80 (I3eckman), calibrándose con TE lx. Los tubos se sellarony sedispusieronen el

rotor (VTi-80), centrifugándose a 220.000 g a 150C durante 18 h. Finalizadoel tiempo

de ccntril’ugación se comprobó la presencia de bandas de ADNg y ADNk en un

transiluminador de luz ultravioleta. Con ayuda de una jeringa se recogió cada una de las
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bandasy se eliniinó el EtEr tratando varias vecescon una mezclade Isobutanol/TEy

agitando con fuerza. Las muestras se dializaron frente a 3 Jurosde aguadestiladadurante

toda la nochepara eliminar el CsCI. El ADNgy ADNk contenido en la fase acuosa se

pasó a tubos Corex (tratados con dimetil-diclorosilano durante 5 mm. en campana de

vapores) y se precipitó mediante la adición de 1 volumen de acetato sódico 0’3 M y 2’5

volúmenes de etanol filo (-20< C) e incubación a -20<C durante toda la noche o bien 1 ti

a -‘70<C. Para separar el ADNla suspensión se centrifugó a 12.000 g, Cc durante 45

mm. en centrífuga SORWALL.(rotor SS-34). El precipitado unavez desecadopor vacío

se resuspendió en 100 pl de TE y se conservó a Cc.

3,3, 1.2. - Reacávos y soluciones necesarias para la extracción del ¿fIN

Nací (Merck) 0’l M 84 g

EDTA (Merck) 0<1 M 37<20 g

Tris (Merck) 0<01 M 21 g

Disolver en 800 ml de aguadestiladay ajustarel pH a 8, utilizando NaO?! 5 M,

Completarel volumenfinal hasta1000ml. Esterilizaren autoclave20 mm. a 120<C

y 1 at.

- ,Yarcail (N-lauryl-sarcosine)(Sigma) 10% en NET-l0O lx, pH 8

- Solución .srock de ribonucleasa A. tino II! A (Sigma). 10 mg/ml

Disolver en Tris-HCI 10 mM pH 7<5 y NaCí 15 mM. Calentar a 100< C 15 mm.

Dejar enfriar a T3 ambiente, hacer alicuotasy almacenara - 20 <C.

- Solucións:ock de uronasa (proreinasa K. Sigma1 20 mg/mi

Calentara 80 oc durante lO mm. Enfriar a 37 C 1 h. Hacer alicuotasy almacenar

a -20 C.
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- TamncjnbásicovaroDNA: lE

Tris-Hcl lO mM pH 8 y EDTA 1 mM pH 8.

Esterilizaren autoclave20< a 12&C y 1 al.

- Isoburanol (MerckJITE

Mezclara panesigualesy dejaren reposoa temperaturaambiente.

- Membranas de dhflisis (Serva dna 20/32

)

Cortar las membranas de unos 25 cm de largo. Para equilibrarías, hervir lO mm. en

un volumende NaHCO3al 2% y EDTA 1 mM. Aclararen aguadestilada.Hervir 10 mm.

en EDTA 1 mM, A continuación,dejarenfriary almacenara4C, asegw’tndosede que

las membranasestén bien sumergidas.Cuando se vayan a utilizar, aclarar con agua

destilada,

- Acetatosádico3M (MercK

)

CHrCOONa(Merck) 24’6 g
Agua destiladac.s.p 100 ml

Esterilizaren autoclave20’ a 120 c y 1 al.

- Bromuro de Ef/dio (10 mg/mI

)

1 g de Bromuro de etidio (Sigma) en lOO ml de agua destilada. Conservaren

oscuridad.

3. 3.2.- (iuan«ficacián dc ADN

La concentracióndel ADN en soluciónse estimO en un espectrofotómetroa 260 nm, 6

sabiendoque 1 DO. de ADN dedoblecadenaequivalea 50pg/ml. La relaciónde pureza

se obtuvo mediante el cociente de las lecturas a 260 nm y 280 nm (los valores

comprendidosentre 1<8 y 2 secorrespondencon ADN puro) {Sambrookeral,. 1989).
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3.3,3. - Digestión de ADNg y ADNk con endonucleasas

Lasdigestionesde los ADNs (ADNg y ADNk) conenzimasde restricciónserealizaron

siguiendolas recomendacionesde ¡a casacomercial(Boehringer-Mannheim).

En cadadigestiónsepartió de unacantidadde 4 ~¿gde ADNg y 5-10¡tg de ADNk en un

volumen final de 50 y 120 ~l respectivamente,utilizándose las unidadesde enzima

necesariase incubándosea 37 C durantetoda la noche.

El ADNk de cadauno de los aislados,asícomode las cepasde referencia,se digiri

con el enzima de restricciónHae 111 y el ADNg con los enzimasPst-l, HindlII/BamHl

3.3.4.- Electroforesisde ,IDN en geles de agarosa

3.3.4,1.-Eleceroforesis de ADNg

El fraccionamientodel ADNg digeridocon los enzimasde restricciónPst-l, 1-1md-

lII/BamHl, se llevó a cabo en geles de agarosa(BIO-RAD) al 0<7% en IDE lx y

electroforesis horizontal en cubetas (Maxicelí, TDI), empleando como tampón de

electroforesisTBE lx. Cadaunade las muestrasde ADN (4 ¡tg) semezeló con un 10%

de tampónde carga lOx. La electroforesisse desarrollóa 30 Y, durantetoda la noche.

Despuésde la electroforesislos gelesse tiñeronconunasoluciónde EtBr (10 mg/mí), a

razón de 100 pI EtBr/l000 ml de agua destilada, durante 15 minutos. Transcurrida la

electroforesis, y posterior tinción, las bandas de ADN se visualizaron en un

transiluminadorde luz ultravioleta y se fotografiaronconunapelículaPolaroid665. El

pesomolecularde los fragmentosseestimóempleandocomo marcadoresel ADN del fago
A

lambdadigerido con HindlII y con BsteIl respectivamente(New EnglandBiolabs).

.4

3.3.4.2. - Electroforesisde ADNk

Cada unade las muestrasde ADNk <1 pg) se sometióa electroforesishorizontal en

gelesde agarosaal 2<2% en TBE lx, utilizando como tampónde electroforesisIDE lx r
0

segdnel protocolodescritoanteriormente(3.3.4.1.).Como marcadorde pesomolecuiar

sc utilizó ADN del bacteriófagoPM2 digerido con el enzima de restricción Hae III

(BochringerMannheim).

>/

‘A
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-TamnónmElpx

Tris 0<89 M .107<8 g

Ac. Bórico (Merck) 0<89 M 55 g

EDIA 0’025 M 30 g

Agua destiladac.s.p 1000 ml

- Tamnón de carga JO x

Azul de bromofenol 25%

Xilenocianol 0<25%

81)5 0<1%

Ficolí (Tipo 400; Pharmacia)15% en aguadestilada

3.3.5.- Transferenciade ~4DN

3.3.5.1.- Transferenciade ADNpor capilaridadseganSouthern(1975) (MSourhernBloC’)

Despuésde la electroforesislos geles se sumergieronen HCI 0’25 M durante10

minutos.Se lavaronbrevementecon aguadestiladay a continuaciónse sometierona un

tratamientode desnaturalizacióncon NaO?! 0<5 M/NaCI IM durante30 minutosy a una

posteriorneutralizacióncon Tris-MC! 0<5 M/NaCI 3M pH 7<4 otros 30 minutos.

Los fragmentosseparadosde ADNg y ADNk setransfirieronpor capilaridadsegún

Soutihern(1975) a filtros de nitrocelulosa(Schleicher& Schuell HASS 0<45 ym), o nylon

(Hybon-N, Amersham),tratadospreviamentecomo seexplica a continuación.Una vez

finalizada la transferencialos filtros sesecarona temperaturaambientey el ADN se fijó

al filtro medianteincubacióna SOCdurante 2 ti.

Tratamientode la nitrocelulosao nylon

Los filtros de nitrocelulosao nylon, siempredel mismo tamañoque los geles,se

dispusieronflotando en agua destiladacon unasgotas de SDS 10% y a continuaciónse

sumergieronen estasolución lO minutos, finalmentesesaturaroncon 20x SSC (CINa 1<5

M/Citrato trisódico0<15 M).
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3.3.5.2.- Transferenciade ,IDN mediantevacio (“Slot filo:”)

Para la realización de la técnica las muestras de ADNgy ADNkse desnaturalizaron

por adición de 200 pi de NaO?! 0<3 Me incubación a 800 C, 10 minutos. Las muestras

asítratadasseenfriaronen hielo y seneutralizarontras la adición de 300 ¡il de tampón de

neutralización.A continuación las muestrasde ADN se transfirieron a los filtros de

nitrocelulosao nylon utilizando un aparatode “Slot blot” (Schleicher& SchuellManifoId

II). Los filtros se secaronal aire durante 15 minutos y el ADN se fijó al filtro por

incubaciónde los mismosa 800C durante 2 h.

Tamnónde neutralización

Tris-HCI IM pH 8 2<5 ml

HCI 2M 25 ml

20x SSC 6<25 ¡nl

3.3.6.- Caracterizaciónmediantesondasde ADNk

Se ha utilizado la sondadeADNk k-l/307 (400pb) dela cepaMHOM/ES/8l/BCN-1,

LEM-307 (MON-29), específicaparael complejode L. (L) infanzun,s.L (Alvar er al.,

198%).

3.3.6.1.- Obtencióndefragmentosde ADNk

E] ADNk de la cepaLEM-307, digeridocon Haelil, sefraccioncsen ungel de aguosa
1•de bajopuntode fusión <SeaPJaque) al 1% en TAE Ix. Finalizada la electroforesisel gel

fue tenido con EtBr y se visualizó en un transiluminadorde luz ultravioleta. La banda

correspondiente,de 400 pb, se cortó con un bisturí estéril y se depositóen un tubo

eppendorfpreviamentetarado,calculandopor diferenciade pesola cantidadde aguosa

almacenándosea -20<C hastasu utilización.

1

1

1
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-PamnónTAESOx

Tris 242g

Xc. acéticoglacial 57’l ml

EDTAO’5MpH8 lOOml

3.3.6.2.- Marcaje de ADNk con

El fragmentode ADN aisladoa partir de un gel de agarosade bajo punto de fusión,

se marcéutilizando la técnicade iniciadoresal azar(Feinbergy Volgestein, 1983, 1984)

empleando¡os reactivosde Promega ‘Prime-a-GeneLabelingSystem~.Una cantidadde

ADN en agarosacorrespondientea 25 ng, sedesnaturalizóen un volumenmáximode 30

jd a lOO<C durante7 minutosy a continuaciónsedepositóen hielo. La reacciónseinició

añadiendolos reactivosen el siguienteorden: tampónde marcaje5x (10 pl), mezclade

dNTPs (dATP, dGTPy dTTP, exceptodCTP) (2 ¡tO, ADN quevamosa marcar(25 ng

en un volumenmáximo de 30 pl), BSA (10 mg/ml)(2 pl), 5 ¡tI de Ó-P3’ dCTP (3.000

Ci/mmol) y 2 pl (5 U) del enzima Klenow. La reacción se desarrollóa temperatura

ambientedurantetoda la noche.El ¡>32 no incorporadoseeliminó pasandoel productode

reaccióna travésde una columnade Sephadex-G50.La actividadespecíficade la sonda

fue alrededorde 10’ cpu.

3.3.6.3,- Hibridación con sondasdeADN*

Los filtros de nitrocelulosao nylon con el ADNk fijado se incubarona 42C durante

1 h, en lo ml de soluciónde prehibridación.Despuésse añadió a la solución la sonda

radiactiva (lOa cpmlml), previamente desnaturalizada (1000C, 5 mm.). y se dejaron

hibridando a 42<C durantetoda la noche.

Finalizadala hibridación los filtros se lavaroncuatroveces,durante15 minutoscada

uno, en baño a 65 c, con una soluciónde 2x SSC+ 0’! % SDS (dodecilsulfatosódico,

l3io-Rad). A continuaciónlos filtros sesecarona temperaturaambientey se sometierona

autorradiograflautilizando unapelículaAGFA-RP2 50 AFW, manteniéndolosa -70 0

durantetiemposvariables.



Material y Métodos 68

Soluciónde orehibridoción

- Soluciónde Denhardt50x 10 ml

- Formamida100%(Merck) 50 ml

- EDTAO’5MpH8 1 ml

- 20x SSC 25 ml

- ADN de Timo de ternera (Sigma) 5 mg

- 51)5 10% 2 ml

- Agua destiladaestéril c.s.p 100 ml

Conservara4 0C.

Solución de DenhardtSt2x

- FicoIl (Sigma) 5 g

- Polivinilpirrolidona(Sigma) 5 g

- BSA (Sigma) ~ g

- Agua destiladaestéril c.s.p 500 ml

Filtrar a travésde una membranade 0<22 gm. Haceralicuotasde 25 ml y almacenar

a -20’C.

3. 3. 7.- Caracterizaciónmediantesondasde ADNg

Se hanutilizado tres sondasde ADNg homólogas:7-059< pDK2O y pDK 10, cedidas

por el Dr. G.JJ.M. Van Eys (Royal Tropical Institute, Amsterdam,Holanda)y cuyas

característicasse describena continuación.

- 7-059 (VanEys eral,, 1989): clon seleccionadoa partir deuna libreríade ADN total

de L. (L.) infantum (ITMAP263). Se trata de un clon recombinanreen pUCI9 que

contieneen el sitio EcoRí el fragmentode 5.0 Kb.

- pDK2O(Van Eys e:al., 1991): clon seleccionadoa partir de una librería genómica

de L. (L.) inajor (M HOM/SN/00/DKI). Se tratade un clon recombinanteen pUCI 8,

que contieneen el sitio Pstl dos fragmentosde 1.8 y 2.0 Kb respectivamente.

U



Material y Métodos 69

- pDKIO (Guizani er al., 1994): clon seleccionado a partir de una librería genómica

deL. (L.) major(MI-IOM/SN/OOIDKI). Setratadeun clon recombinanteenpUCiS,

quecontieneen el sitio Pstl un fragmentode 1.8 Kb.

3.3.7.1.-Punficación de fragmentos de ¿VN donados

Las bacteriastransfonnadascon los plásmidosdescritosanteriormentesecultivaron

en medio líquido Luria-Bertani(2LB) con ampicilina(70pg/m».El ADN correspondiente

se obtuvo a partir de 3 ml de cultivo, utilizando los reactivosparapurificaciónde ADN

“Magic Minipreps” (Promega).La obtención del fragmentodonadose realizó mediante

digestión con los enzimasde restricción correspondientes.Posteriormenteel material

digerido se fraccionó en geles de agarosade bajo punto de fusión (Sea PlaqueFMC,

BioproductsCorporation) al 1% en TAE lx, La banda correspondienteal fragmento

recombinantesehizo visible sobreun transiluminadorde luz ultravioletay secortócon un

bisturí, deposit4ndoseen un eppendorfpreviamentetarado,calculandopor diferenciade

peso la cantidadde agarosa.

Medio 2 LB líquido (Luria-Berrani)

Bacto-triptona (Dilco) 20 g

- Extracto de levadura(Difco) 10 g

- NaCí (Merck) 20 g

- Bacto-dextrosa(Difco) 1 g

- Aguadestiladaestéril 960 ml

Ajustar el pH a 7 con NaO?!SN. El medio2LB sólido sepreparóañadiendo20 g de

agaral correspondientemedio líquido.
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3.3.72. - Marcaje de los fragmentos de ADN recombinantecon

Los fragmentosde ADN recombinantese marcaron siguiendo la técnica de los

iniciadoresal azar(RandomPrimer Radiolabelling)como seexplicaen el punto 3.3.6.2.

3.3.73.-Hibridación con sondasde ADNg

Los filtros de nitrocelulosao nylon con el ADNg fijado se incubaronen 10 ml de

solución de prehibridacióndurante3 h a 65’C. Transcurridoestetiempo se añadióa la

solución la sondaradiactiva desnaturalizada(100’, 5 minutos) y los filtros sedejaron

hibridar durantetoda la nochea 650C. Terminadala hibridaciónlos filtros se lavarona

650C, durante30 minutos,una vez con 3x SSC+O’! % SDS y dos vecescon0<lx ssc
+ 0<1 % SDS. A continuación los filtros se secaron a temperaturaambiente y se

sometieronaautorradiografíautilizandounapelículaAOFA-RP2 50 AFW manteniéndolos

a -70’C durantetiemposvariables.

Soluciónde nrehibridación

- SOS (Bio-Rad> 7 g

- BSA (Sigma) 1 g

-EDTA2mM 400p1 .4

- Tampónfosfato SM pH 7 10 ml

- ADN de espermade salmón 10 ml

(lO mg/ml)(Sigma)

- Agua destiladaestérilc.s.p 100 ml

1

1
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3.4.- Caracterizaciónpor amplificaciónde ADN medianteiniciadoresarbitrarios

(RAPD)

3.4.1.- Extracción de¿VN

El ADNg se extrajo segúnel protocolodescritoen el punto3.3,1., separándosedel

ADNk mediantegradientede densidaden (JsCl/EtBr segúnse describeen el apanado

3.3.1.1.y se cuantificó segúnseexplica en el punto3.3.2..

3.4.2,- Ampftficación

Lascondicionesde amplificaciónutilizadasfrieron análogasa las descritaspor Williams

et al. (1990, 1993) y sellevarona caboen el Laboratoriode “GénetiqueMoléculairedes

Parasitesetdes InsectesVecteurs”del CentrodeinvestigaciónORSTOM (Montpellier) que

dirige el Dr. Michel Tibayrenc.

Se utilizaron siete iniciadores suministradospor, Operon Tecnologies, ensayados

previamente(Tibayrence:al., 1993) cadaunoconstituidopor 10 nucleótidosy sin ninguna

secuenciapalindrómica,

Al.- CAGGCCCTTC A2.- TGCCGAGCTG AS,- AGGGGTCTTG

A7.- GAAACGGGTG Alo.- GTGATCOCAG A12.- TCGGCGATAG

AIS.- TTCCGAACCC

La reacciónsellevó a caboen un volumen final de 100 pl:

1.- 10 pl de tampónespecíficopara la Taq polimerasa(Tris-HCI 100 mM pH 8’3;

MgcI2 6H20 15 mM; KCI 500 mM; gelatina lmg/ml)(Boehringer)

2.- 2 pl de cadacINTP (dATP, dCTP, dGTP,dTTP) (5 mM) (Boetiringer)

3.- 2 pl de iniciador (10 pM)

4.- 2 pl de ADN (10 ng/gl)= 20 ng

5.- O’3 pl de Taq polimerasa(1’5 UL) (Boehringer)

6.- Aguadestiladaestéril c.s.p. 100 pl

Las amplificacionesse realizaronen un termocícladorautomático(PTC-100, M .J.

Research,Inc.), con un programade amplificaciónde 45 ciclos (desnaturalización1 mm.
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a 940C, apareamiento1 mm. a 36W y síntesis2 miii. a 720 CL y un ciclo final de

extensiónde 7 mm. a 720c.

3.4.3.-Electroforesis

Los fragmentosde ADN amplificadosse separaronmedianteelectroforesishorizontal

<120 y, 5 ti) en geles de agarosa(Bio-Rad) al 1<6% en TAE con 0<5 pl/ml de BrEt,

empleandocomotampónde electroforesisTAE IX con0<5 pl/ml de BrEt. Cadauno de

los ADNs amplificados(25 ~l) se mezclócon un 10% de azul de bromofenol.Finalizada

la electroforesis los geles se visualizaron en un transiluniinadorultravioleta y se

fotografiaron con una película Polaroid 665. El peso molecularde los fragmentosse

establecióempleandocomo marcadorde pesomolecularel ADN del fago SPPI digerido

conEcoRí (Boebringer).En algunoscasosseutilizaroncomomarcadoresel ADN del fago

lambda digerido con Hind III y con BstE respectivamente(New EnglandBiolabs).

3.4.4. - Interpretación de los resultados

Cadauna de las bandasson numeradas,comenzandopor 1 para la de mayor peso

molecular.Paracadainiciador, cadaaisladoy cepade referenciaestanípuesrepresentado

por un conjunto de números y estará caracterizadopor un conjunto de perfiles

correspondientea los diferentesiniciadoresutilizados.Todoslos aisladosidénticosparalos

siete iniciadoresse sitúanen el mismo “rapdema” (término denominadoasípor analogía

con “zimodema”). Los gradosde sinijíaridadgénicaentredos “rapdemas”dadosseestiman

en función del porcentajede bandasen común que presentan.

Desdeel puntode vista estadístico,los genotiposreveladosparaun iniciadordado,son

tratadoscomo “genotiposunilocus” y el conjuntode genotiposreveladospara los siete

iniciadores “genotipo multilocus”. Estetratamientoestadísticoes lícito para las pruebas

utilizadosde desequilibriode ligazón,ya quela probabilidadde quedosprimersdiferentes

amplifiquen los mismos loci es despreciable.
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3.5. Análisis de los datos

3.5.1.- Detenninaciónde las distancias genéticas

El grado de disimilaridadentredos zimodemaso rapdemassecalculó utilizando el

programade ordenadorTAXONOMIE (Serresy Roux, 1986) medianteel Indice de

distanciade JaccardD(J) (Jaccard,1908) definido por la fórmula:

1 -(C/2N-C)

C: númerode bandascomunesa dos zimodemaso rapdemas(genotiposmultilocus)

considerados

N: númerototal de bandasentrelos dos zimodemaso rapdemas(genotiposmultilocus)

comparados

Los datos obtenidos en el estudio del polimorfismo enzimático en el caso de la

caracterizaciónde los aisladosPAULO y ANA fueron analizadosutilizando el programa

de taxonomíanuméricaTAXAN (informationRescurcesClroup, MarylandBiothecnology

Institute, UniversityMaryland, CollegePark, MD 20742-USA),aplicandoel coeficiente

de sinijíaridadde Iaccard S(J). Se puedepasarfácilmentedel Indice de similaridad al

índicede distanciade JaccardD(J) (Jaccard,1908) mediantela fórmula:

D=Sm»~S

Smax= valor máximo del Indice de similitud

La matriz de simularidady distanciasgeneradasrespectivamentees utilizada por el

programapararealizarel análisisde agrupamientoy finalmentediseñarun dendogramacon

la distribuciónde los datos.

1
A

p ~

t t
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3.5.2.- Anótisisde genéticadepoblaciones

Las dos consecuenciasfundamentalesde intercambiogenéticoson: la segregaciónde

alelosen un locusdadoy la recombinaciónde genotiposde un locusa otro. Demostrarque

estosdos procesosson raroso estánausentes,equivalea demostrarque la reproducción

sexuales rara o ausente.

Hay diferentespruebasquesonutilizadoscomo argumentosindirectosen favor de una

reproducciónclonal (Tibayrencet al., 1990; Tibayrenca al., 1991; Tibayrency Ayala,

1991; Tibayrenc y Abderrazak, 1993). Algunas de ellas pueden ser interpretados

cualitativamente,mientrasqueotras,son objetodeestimacionesestadísticas.Cadauno de

ellasaportauna informaciónespecífica,pudiendoseralgunodeellassignificativasy otras

no significativas.El hechode que unade las pruebasseasignificativa essuficientepara

poneren evidenciaunadesviaciónde la panmixia(poblaciónpannúeticaes aquellaen la

quelos intercambiosgenéticoserealizanal azar).

La hipótesisnula, por tanto, en todaslos pruebasutilizados paraponeren evidencia

una clonalidades una estructurapanmictica. Esteanálisishan sido aplicadotanto a los

resultadosde la caracterizaciónenzimáticacomo a la caracterizaciónmedianteRAPD.

3.5.2. /. - Pruebasde segregación

Bajo la hipótesispanmictica,la ley de Hardy-Weinbergpermitecalcular, a partir de

las frecuenciasalélicasobservadas,las frecuenciasgenotípicasteóricasen cadalocus. El

que las frecuenciasobservadassean estadísticamentediferentesa las esperadases un

argumentosuficienteparadecirque los flujos genéticosen estapoblaciónestáninhibidos.

Para llevar a caboestostestses necesarioque secumplanuna seriede requisitos:a)

los aletosde cadagenotipodebenseridentificables,b) la ploidia del organismodebeser

conociday c) el organismono debe serhaploide,por lo que en nuestrocasono ha sido

posiblellevarlos a cabo.

3.5.2.2.- Pruebas de recombinación

En el casodeunapoblaciónpanmfctica(libre recombinación),la frecuenciateóricade

un genotipo multílocus dado es el producto de las probabilidadesobservadasde los
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genotiposunilocus.A continuaciónse explicanlas pruebasde recombinaciónespecíficos

o complementariospropuestospor Tibayrencej al., 1990y Tibayrency Ayala (199]).

411: esla probabilidadcombinatoriade obtenerenunapoblaciónpanmictica,porsimple

azar,un genotipodadoconun efectivoigual o superioral queesefectivamenteobservado

en la muestraestudiada,y vienedado por la siguientefórmula:

i¡. (n—i)!

n: númerototal de individuos
m: númerode individuos que poseenel genotipomultilocus considerado
x: frecuenciateóricade esegenotipo (productode las frecuenciasobservadasde los

genotiposunilocusque lo componen)

Esta prueba está basadaen el hecho de que en caso de reproducciónclonal, los

genotiposse reproducensin cambiosde unageneracióna otra, comofotocopias.Algunos

de ellos estaránrepresentadosen excesoen relacióna las previsionespanmfcticas.

Los mismosresultadospuedenobtenerseporunasimple ><2, peroen la mayoríade los

casosel efectivoteórico es muy pequeño,por lo que no es posibleaplicarla.

42: probabilidadde observar,no importacualgenotipomultilocusen un númeroigual

o superioral del genotipomultilocus más representadoen la muestra.

c: probabilidadde observarun número de genotiposmultilocus diferentes igual o

inferior al que esobservadoen la muestra.En el casode reproducciónasexuada,seespera

que el númerode genotiposesténdisminuidos.

fi probabilidadde observarun nivel estadísticode desequilibriode ligazón igual o

superioral que esefectivamenteobservadoen la muestra.

Las pruebasd2, e y f estánbasadosen las simulacionesde Montecarlo con l0~

interaccionesparacadauna.

Este análisis, no es pruehadirectade propagaciónclonal, pero si indicativos de una
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desviacióna la panmixia. Existen otros factoresque influyen en el flujo genético,como

obstáculosfísicos, selecciónnatural y especiaciónbiológica críptica.

1
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4.- RESULTADOS

4. 1.- Caracterizacidnenzimdtica

Se hancaracterizadoun total dc 84 aisladosde Ldshmania, 3! caninosy 53 humanos.

Las característicasde cadauno de ellos, códigoy origen aparecenen las Tablas9, 10 y

II correspondientesal apartado3.1.1. de Material y Métodos. La caracterización

enzimáticase llevó a cabo segónseexplica en los diferentespuntosdel apartado3.2. de

Material y Métodos,medianteelectroforesishorizontalen gelesgruesosde almidon, ¡4

sistemasenzimáticosy 16 Ioci.

La caracterizacióndel aisladodenominadopor nosotrosPaulo(MHOM/A019l/LLM-

85) dado su origen geográficoha sido tratadoen un capituloapane.Las caracterftjticas

especialesque inicialmenepresentóel aisladodenominadoANA (MHOM/ES/91/LLM-

325) hicieron que su caracterizaciónse tratantambiénen un capitulo específico.

4. 1. 1. - Caracterizaciónenzimóricade los aisladoscaninos

Dentro de este grupo se han caracterizadoun total de 31 aislados, 28 aislados

visceralesy 3 cutáneosdeperrosque tambiénpresentabanlesionesviscerales,de diferente

origen geográfica.

En la Tabla 17 se recogen los perfiles enzimáticoscorrespondientesa las cepasde

referenciade L. (L.) infantum presentesen Españay los 31 aisladoscaninosseparadosen

función del tipo de leishmaniosis(LV o LC) y del tipo de muestrabiológica de la que

proceden.Todoslos aisladosresultaronser zimodema1 (MAD-1.>.

En las Figuras 3 y 4 se muestranlos elecu-omorfosobtenidospara las cepasde

referenciade L. (1..) infonrum y algunosaisladoscaninoscon los sistemasenzimdticos

GÚP, ÓPG, MDH, GP! y POM.

En la Tabla 18 se resumenlas características,origen y zimodemade cadauno de los

aisladoscaninosestudiados.
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TABLA 18.- Característicasde los aisladoscaninos.

AISLADOS CODIGO ORIGEN ZM

A) LV
- Médula

MCAN/ES/92/LLM-360
MCAN/ES/92/LLM’-369
MCAN/ES/92/LLM-374
MCAN/ES/92/LLM-375
MCAN/ES/92/LLM-368
MCANIESI92/LLM-367
MCAN/ES/92/LLRI-358
MCAN/ES/92/LLM-359
MCAN/ES/92/LLM-363
MCAN/ES/92ILLM-365

Madrid
Madrid
Aranjuez <Madrid)
Aranjuez (Madrid)
Cantoblanco <Madrid)
Valdepeñas(C. Real)
Zaragoza
Zaragoza
Zaragoza
Zaragoza

- Gangliopoplíteo

M CANIES/9 l/LLM-342
MCAN/ES/9l/LLM-343
MCANIES/9 t/LLM-344
MCAN/ES/9 t/LLM-345
MCAN/ES/92/LLM-348
MCAN/ES/91/LLM-84
MCAN/ES/87/LLM-32
MCANIESISJ/LLM-16
MCAN/ES/83/LLM-20
MCAN/ES/85/LLM- 17
MCAN/ES/83/LLM-298

Torrelodomes(Madrid)
Manzanares(Madrid)
Colmenarejo<Madrid)
Algete <Madrid>
Cantoblanco(Madrid)
Algete (Madrid)
Mallorca
Madrid
Alcalá de Henares<Madrid)
Madrid
Mallorca

- Monocitosde sangre
periférica

Tareris
Tlmido*
37-8
30-B

MCAN/ES/93/LLM-393
MCAN/ES/92/LLM-36 1
MCAN/ES/92/LLM-347
MCAN/ES/9 !/LLM-350

Aranjuez<Madrid)
Cantoblanco(Madrid)
Cantoblanco<Madrid)
Cantohjanco(Madrid) 1

- Xenodiagnéstico

MCAN/ES/92/LLM-367
MCAN~’ES/92/LLM-363
MCANIES/92/LLM-365

MCAN/ES/92/LLM-376
MCAN/ES/92/LLM-346
MCANIES/9 ! /LLM-349

Valdepeñas<C. Real)
Zaragoza
Zaragoza

Aranjuez(Madrid)
Canioblaco
Can toblanco

Eoxer*
Pastor
Caza
Dócil*
Cbata*
Orejas
Pointer
Doberman
Belga
Perdiguero

Blanco
Canto
Oso
Ocra
37-C
A!gete
Tarzñn
Yocki
Wíska
Betty
Tuc

1

Orejas
Belga
Perdiguero

8) LC
- Piel

Curro
37-P
30-1’

* Asintoináticos
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4.1,2.- Caracterizaciónenzimáticade los aisladoshumanos

4.1,2,1.- Variabilidad

Sehancaracterizadoun total de 52 aisladosdeLeishmania,44 de sujetosVIH±(41

LV y 3 LC), 7 de sujetos inmunocompetentes(4 LV y 3 LC) y un aislado de un

transplantadorenal con LV. En todos los casos, los valores de cada uno de los

electromorfosse obtuvierona partir de la medidade la distanciade migración desdeel

punto en el que seaplicó la muestrahastael centrode la banda,en relacióna la obtenida

para la cepade referenciaMHOM/FR/78/LLM-75, segdnla fórmula del apartado3.2.6.

deMaterial y Métodos.De los 16 loci estudiados,sólo4 resultaronpolimórficos: MDH,

G6P, NP1 y GPI.

En la Tabla 19 se muestranlos perfiles enzimáticos de las cepasde referencia

correspondientesa diferenteszimodemasdeL. <L) infantum,asícomo de los aisladosde

Leishmaniade sujetosVIH+, separadosen función del tipo de leishmaniosis(LV o LC)

y del tipo de muestra biológica de la que proceden.Dentro del grupo de aislados

caracterizadosde sujetosVIH+ se han encontrado8 zimodemas:MAD-l, MAD-24,

MAD-28, MAD-29, MAD-33, MAD-34, MAD-183, MAD—SOL.

GrupoA (LV y VIH+): En los 41 aisladosincluidosen estegrupo, el zimodema1

(MAD-1, MON-l) estuvorepresentado18 veces (en 15 aisladosde Madrid y 3 de

Mallorca); siete aisladosfueron zimodema24 (MAD-24) todos ellos de Madrid; seis

aisladosde Madrid pertenecieronal zimodema33 (MAD-33); otros tresaislados,de la

provincia de Alicante, Madrid y Mallorca respectivamente,fueronzimodema29 (MAD-

29); y otroaislado, de la provincia de Alicante, fué zimodema28 (MAD-28). Hay que

destacarque el zimodema24 es la primera vez que se describeen Españaen sujetos

VIH+. Así mismo, el zimodema34 (MAD-34>, representadoen un sujeto VJH+ de

Mallorca, es la primeravez que se describeen la asociaciónLV y VII-I+ en la cuenca

Mediterránea.

Los aisladosGarrido, Cuadrosy Lara, de las provinciasde Jaén,Madrid y Córdoba

respectivamente,presentaronla misma variante enzimática que el ZM—34 (MAD-34)

(MDH¶N) y ademásun electromorfocon valor parala 0P11<5,perteneciendopor tanto a

un nuevozimodemaZM-183 (MAD-183) descritorecientementeen dos sujetosVIH-f-

(Pratlonga al., 1993). Los aisladosVélez y Daniel,ambosde la provincia de Madrid,

reunieronlas mismascaracterísticasenzimáticasquelas de un zimodema29, pero además
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presentaronun electromorfoconvalor parala GPI<05,siendoun zimodemanuevo,que no

ha sidodescritopreviamente,y que nosotroshemosdenominadoMAO-SOl (ver Figura

) (Jiménezet al., en prensa).

Grupo 8 (LC y VIII +): Los tres aisladoscutáneosdentrode estegrupo, todos de

Madrid, pertenecierona los zimodemasMAD-1, MAD-33 y MAD-183.

En la Tabla20 aparecenlos perfilesenzimáticosde lascepasde referenciade L. (Li

infantum, así como de cada uno de los aislados de Leishmania de sujetos

inmunocompetentes(LV y LC), grupo O y E respectivamente,y un aisladode un casode

LV en un transplantadorenal (grupo C).

Grupo C (LV y otro tipo de inmunosupresión):El Único aisladodentrode este

grupo presentóel mismo perfil enzimáticode un zimodema1 (MAD—l).

Dentro del grupo de aisladosde sujetos inmunocompetentes(7 aislados) se han

encontrado3 zimodemas:MAD-l, MAD-24 y MAD-34.

Grupo D (LV): En este grupo, dos de los aisladosde médula fueron zimodema 1

(MAD-.l) y el tercero MAD-34. El aislado obtenidomediantexenodiagnósticofue un

zimodema24 (MAD-24).

Grupo E (LC): Dentro de este grupo de aislados, todos de Madrid, dos aislados

resultaronser zimodema34 (MAD-34) y el tercero,zimodema24 (MAD-24).

En las Figuras5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12 se muestranelectromorfosobtenidosparalas

cepasde referenciay algunosaisladosconcadauno de los sistemasenzimáticosutilizadas.

En las Tablas 21 y 22 se resumenlas características,origen y zimodeniade los

aisladoscaracterizados.

En la Tabla23 apareceel númerodezimodemasquesehanencontradodentrode cada

unode los grupos.La distribución geográficade cadaunode los zimodemasencontrados

quedarecogidaen la Figura 13.
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TABLA 21.- Característicasde los aisladosde Leishmaníade sujetos
inmunosuprimidos.

AISLADOS GRUPO GRUPOVIE CODIGO ORIGEN ZM
DE RIESGO DEL CDC

A) LV y VIH+

MHOM/ES/S8ILLM-150
MHOM/ES/88/LLM-i15
MHOMIES/90/LLM-195
M HOMIES/90/LLM-200
MHOMIES/88/LLM-180
MHOMIES/88/LLM-190
MHOM/ES/9l/LLM-205
MI-IOM/ES/92/LLM-335
MHOM/ES/92/LLM-336
MHOM/ES/91/LLM-304
MHOM/ES/92/LLM-320
MHOM/E5/92/LLM-312
MHOM/ES/91ILLM-3 13
MHOM/ES/91/LLM-3 10
MHOM/ES/92/LLM-34C
MHOM/ES/92/LLM-341
MHOM/ES/9]/LLM-301
MHOM/ES/91/LLM-311
MHOM/ES/91/LLM-299
MHOM/ES/91 ILLM-300
M}-IOM/ES/92JLLM-306
MHOM/ES/92/LLM-316
MHOM/ES/92/LLM-3 15
MI-IOM/ES/93/LLM-303
MHOM/ES/91/LLM-330
MHOM/ES/91/LLM -331
MHOM/ES/91/LLM-309
MHOM/ES/91/LLM-326
MHOM/ES/93/LLM-384
MHOM/ES/93/LLM-382
MHOM/ES/93/LLM-383
MIIOM/ES/93/LLM-386
MHOM/ES/92ILLM-373
MHOM/ES/91ILLM-325

MHOM/ES/92/LLM-370

Asmiomático
a: CDC CCenterster DiscaseControl) (1986, ¡987)

ADVP
- Médula

Antonio
Daniel
58140
59933
MiUagros
Jesús
5825
Espín
Garrido
Tejucar
Carrasco
Anastasio
Antunez
Palma
Cuadros*
Justo
Clemente
Natalio
Masga

Ribas
Esteso
Angel
Arsuenteros
Arroyo
Cejas
Enrique
Francisco
Tomás
Moreno
Lara
Berger
Leonor*
Vélez

Ana

- Punción
esplónica

Arce

IVC-l

IVC-l

WC-!
IVC-2
IVC-l

II
WC-!
IVC-l

IVC-l
WC-1

II
WC-!
IVC-l
IVC-I
‘ved
IVC-1
WC-’
IVC-l
IVC-l
WC-’
IVC-1
WC-’
IVC-2

IVD
lVC-l

U?!
IVC-1

ADVP

ADVP

ADVP
Hemofílico
ADVP

ADVP
ADVP

ADVP
ADVP
ADVP
ADVP
ADVP
ADVP
ADVP
ADVP
ADVP

Homosexual
ADVP
ADVP
ADVP
ADVP
ADVP
Homosexual
ADVP
l-IomosexunU
ADVP

ADVP

Cuenca
Madrid
Madrid
Madrid
Madrid
Cuenca
Madrid
Madrid
Jaén
Madrid
Mallorca
Madrid
Madrid
Mallorca
Madrid
Fuentidueña
Madrid
Madrid
Mallorca
Mallorca
Madrid
Vallecas
Madrid
Fuenlabrada
Mallorca
Madrid
Alicante
Madrid
Madrid
Córdoba
Madrid
Madrid
Madrid
Madrid

Alicante

501
1

33
1
1

33

¡83
33

33
24
29
183
24
24
29
34

33
24

24
29

24
183

50 ¡
9

28

ADVP: Adicto a drogas por vía parenterul
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TABLA 2k- Característicasde los aisladosdeLeishmaniadesujetos
inmunosuprimidos.

AISLADOS GRUPO
DE RIESGO

GRUPOVIII
DEL CDC

CODIGO ORIGEN ZM

A) LV y VIH+
- Monocitosde
sangreperiférica

Rojas ADVP
Manu ADVP
Mora ADVP
Puma ADVP

II
IVC-l
IVC-1
WC-!

MHOM/ES/92/LLM-337
MHOM/ES/92/LLM-323
MHOM/ES/92/LLM-372
MHOM/ES/93/LL,M-389

Madrid
Madrid
St’ Eugenia
Madrid

24

1

- Sangre total

Leva ADVP IVC-i MHOM/ESI92/LLM-339 Vicálvaro 1

- Xcnodiagnóstico

Santo ADVP
Jira Heterosexual

IVC-2
IVC-l

MHOM/ES/9IILLM-47
MHOM/ES/92/LLM-333

Madrid
Cuenca

33
1

fl) LO y VIH+
- B¡opsiade piel

Oscar ADVP
Egida Homosexual
Navarro* ADVP

-

-

-

MHOM/ES/S8ILLM-116
MHOM/ES/93/LLM-394
MHOMIESI93/LLM-395

Madrid
Madrid
Madrid

33
1

183

O) LV y otro tipo
de inmunosupresién
- Médula

Elena MHOM/ES/91/LLM-329 Madrid

* Asántoniático

a: CDC <Centersfor DiseaseControl) (1986, 1987>
ADVP: Adicto a drogaspor vía parenteral



Resultados 1(X)

TABLA 22.- Característicasde los aisladosde Leishmania de sujetos
inmunocompetentes.

AISLADOS CODIGO ORIGEN ZM

O) LV
- Médula

Azañcdo MHOM/Es/87ÍLLM-33 Segovia
Scgui MHOM/ES/91/LLM-327 Menorca 34
Kalay MIiOM/ES¡93,LLM-39í Madrid

- Xcnodiagnóstíco

Lng MHOM/ES¡93/LLM-392 Boadilla <Madrid) 24

LS) LC
- fliopsia de piel

Jav,er MIIOM/ES/92/LLM-332 TresCantos(Madrid) 34
Zamora MHOM/ES/92/LLM-318 Madrid 34
Arenas MHOM/ES/92/LLM-3¡7 Móstoles (Madrid> 24



Tabla23.- Númerodezimodemasencontradodentrode cadauno de ¡os grupos.

ZIMODEMAS

MAD-l MAD-24 MAD-28 MAD-29 MAD-33 MAD-34 MAD-183 MAO-Sol

AISLADOS

LV y VIH+
<4!)

LC y VIH+
<3)

LV y otra
inmunosupresión

18 3 31

1

7 6

1

1
(1)

LV (4) 1

1

1

2

2

LC<3)

Resultados 101

2

Figura 13- Distribución geográficade los zimodeniasdescritosen este trabajo.
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4.1.2.2,- Relacionesfilogenéticas:Dendogrcvna

En ia Figura 14 aparece el dendograma construido a partir de la matriz de distancia

generadacon los datos del polimorfismoenzimáticoaplicandoel coeficientede distancia

de JaccardD(J), medianteel programade taxonomíanuméricaTAXONOMIE (Serresy

Roux, 1986), para el conjunto de aisladostanto de sujetos inmunocompetentescomo

inmunodeprimidosy cepasde referencia(apartado15.1. de Material y Métodos). La

distancia mediapara el grupo de aisladosde sujetosVIH+ fue de O’23, situilndosela

distanciamáximaen 0>40 (entreMAD-! y MAD-SOl) y la mínima enO’11 (entreMAD-1

y MAD-34). Parael grupo de inmunocompetentesla distanciamediafuede O’15, siendo

la distanciamáximade O’22 (entreMAD-1 y MAD-24) y la mínimaen 0>11 (entreMAD-

1 y MAD-34).

4.1.2.3.-Analisis de geneticadepoblaciones

Las pruebasdescritasen el apartado3.5.2.2. de Material y M¿todossehan llevado

a cabo sobre el grupo de aisladosde sujetos VIH+ por ser un grupo con parecidas

característicasepidemiológicas.

Todas las pruebas,di, d2, e y f han sido significativaspara el grupo de aislados

estudiadosquesi la poblaciónfuerapanmíctica(hipótesisnula) la probabilidadde observar

un ziinodema o genotipo multilocus dado en cantidad igual o superior al que es

efectivamenteobservado,seráde 1>65 x 10~ (p.c 0’02) (Pruebadi). La probabilidadde

observarno importacuál zimodemao genotipomultilocusen un ndmeroigual o superior

al del genotipo más abundanteen la muestra(Testd2) seráde p=O’O08 (p.cO’02). La

pruebae fue significativa, la probabilidadde observarun númerode genotiposmultifocus

o zimodemasdiferentes igual o inferior al que es observadoen la muestraserá de

p=O’0014 (¡,-cO’02). La pruebaf fue significativa observandoseun desequilibriode

ligazón igual o superioral queesefectivamenteobservadoen la muestra.
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4.2.- CaracterizaciónmedianteRAPD

Mediantela técnicade amplificaciónde ADN con iniciadoresarbitrados(RAPD) se

han analizadoun total de 50 aisladosde Leishmania,40 de ellos incluidos en el grupo A

(LV y VIH+), 3 aislados del grupoB (LC y VIH+), el aisladaincluido en el grupo C,

3 aislados del grupoD (LV) y 3 aisladosdel grupoE (LC); ademásseestudiaron15 cepas

de referencia: 5 cepasde referenciade zimodemas deL. <L.) ¿nfarnumpresentes en España

(LEM-75, BCN-65, LEM-307, LEM-356, BCN-32), 5 cepas de referencia de especies del

Viejo Mundo (LRC-137,K-27, DDS, LRC-133, IPT-l) y 5 cepasde especiesdel Nuevo

Mundo (M-2903, M-l 176, M-379, PH-8, PP-75),Lascaracterísticasde cadauno de los

aisladosy cepasde referenciaaparecenen las Tablas1, 2 y 3 de Material y Métodos.El

estudiose realizóutilizando7 iniciadores(Al, A2, AS, A7, AlO, A12 y A15) segúnse

explica en el punto 3.4. de Material y Métodos.

4.2.1.- Variabilidad

En las Figuras15, 16, 17, 18 y 19 semuestranlospatronesobtenidoscon los primers

Al, A2, AS, A7, AlO, A12 y Ah. En la Tabla 24 se muesn-an los resultados

correspondientesa las lecturasde los perfiles obtenidoscon cadauno de los iniciadores

paralos aisladosy cepasde referenciaestudiadosen función del númerode bandas.

Todos los iniciadoresutilizadospermitierondiferenciarlos complejosL. infanzwny

L. donovanídel resto de las especies.El perfil obtenidocon el iniciador A15 para los

aisladosdeL. (L.) infantumy L. (L) chagasí(PP-75)fue diferentedel observadoparalas

cepasde L. CL.) donovani(LRC-133, DD-8).

La variabilidadha sido muy elevadaen el total de aisladoscaracterizados<50aislados)

encontrándose41 genotipos multilocus diferentes. Dentro del grupo de aislados de

Leishmaniade sujetosVIH+ (43 aislados)e] númerode genotiposmultilocus fue de 36.

Los iniciadores Al, A2, AS, AlO, A12 y A15 han sido polimdrflcos para L. (L.)

¿njantwn. El iniciador A7 ha sido monomórficopara el grupo de aisladosde L. CL.)

ifl/rlfltum.
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TABLA 24..- Genotiposobtenidosa partir de las lecturasde los perfilescon cada
unode los iniciadores.

Cana 7.13 — 1 12 5-15.2? 9:15.19 8-14 99 2
Ana~~ 13-Ii 7 12 3-15-27 9.15-lS 8-It 99 2— ——4——... .—..————————.

Arll¡tez 13 3-15.27 9-lS-II 8-14 2
......—...,.—....~.—.....—......

Palma 7 13-17 4.7 12 3-15.27 9.15-It 5-6 2-3
Cuadro. 713 3-15.27 9.15-19 2

Je0 3 1912 $1547 9.15.19 4-14
Cloerer4e 3 79 12 3-15-27 9.15-19 5.14 2

—
Mata. 93 79 12 3-15-27 9.15.19 8.14 8 2....-—..... ——.,.———.—..

Ft9~2~i5-21945.i9 ¡ 8~45—~ qibal

este”

2

4.12 3-15.27 9.15.19 - 8-íd a

—

2
Ar~ei 7-12 3-15.27 9.15-íD ¡ 8-14 5-8 2

•mwrtaroa 7-12 3-15.27 9.55-lS 8-14 8 2

AI,oyO 12 5-12-ES 9-15-19 8-14 - 8 2.3
Natalio 1317 712 3-15-27 9.15-19 8-lA 8 - 2

C.¡as 7 13-17 4.74-12 3.15-19.24-27 9-15-19 14 - 8 - 2
I~attqu. 41-12 8.10-lS 9.15-19 It 5-0 2

rf,rroi~o 713-17 4.1.12 3-lS 9.15-19 8-14 8 2

58140 13.17 12 3-15 9.15-19 5-14 9 2
59933 13-17 47 12 3-lS 9.1519 5.14 5-8 2

Míla 13-Ii 4-7 12 3-lS 9-15.19 8-14 5-0 2
13-Ii 7 12 3-lS 9-15-19 14 8 a

5025 13-17 4712 3-15 9.15-19 8-14 S-~ 2
Orar 3 47912 35,5-17

.... —
47912 $15

9.15.19 0-14
.— —————

9.15-lS ‘4

5-0 2

Santo 13-17
jaw.er 13.17 44-9.12 3-5.15.17.25-27 9-15.19 8-’t 5-o 2

¿¿133ra 3 4-7.9.12 2.10—15-21 9.15-II 8-14 5-~ 2
Arenal 7-lS 4.1-12 3-lS 9.15-19 4-94 5-0 2

Squ’ 13-17 4-7.12 3-lS 9-15-19 8-It 5-0 2
L&fl9 1-13-17 12 3—10-15-24.25-21 9-15-19 ¡ 8.14 5-0 - 2
(aIfiy 7-lS 12 - $15.222? 9-15-It 8.14 5-0 2

Elena 3 7-12 3-15-2? 9.15-19 14 8 2
L¿M-75 13-II 4-12 3-95-27 9.15-19 8-1-4 5-8 2

LEPA-359 13-17 4-7.12 3-15-27 9.15.19 8-1-4 8 2

IEM307 13-17 7-12 3-15-27 9-15-19 8-14 a 2

Tornas 7-13 3-lS 9.15.19 8.14 8 2
Morarlo 7.13 3-9.10-lS 9.15-19 8-14 8 2

Lara 7.13 4-7 12 3-8-10.15 9.95-59 8-14 5-8 2
0e<g.r 13 3-15-2? 9.15.19 8-14 9 2
LGO<io< 5-13 3-15-17.2? 9.15-19 8-14 9 2

* — —

vehez 13 3-15.17.2? 915.59 5.14~ 8 2 -—

Ro.as 7.13 3.10.15.27 9.15-99 ¡ — 14 -- 8 2. ———.—— .. .....

Mano 7-13 8-719 3-10.15 9.15-lO fi 9 2
...— — —

.4ora 7-13 4791112 34-10.15 9-15.19 8-14 5-6 2

PLuma 13 3-9.15-17 9.15-19 8-14 8 - 2
Alce 13 3-9-15-Ii 0.15-19 8-14 99 2
uova 13-lS 29 3-lS 9.15.19 8-14 5-9 2

llawarl-o - 13.17 12 3-15-27 9-16-19 8.14 8 - 2
.1110 13.17 3-lS 9.15-lS 8-14 9 - 2

Amonio 13.17 3-lS 9-15-19 8-14 5-6 - 2

Dani.¡13’
7 99 3.12.I5.279.l5-19 8-94 5-0 - 2-3

[GaITIdo
To~nar

Al ¡ A2 ¡ AS A? Ato
7-13-1? 2 3-15-27 9.15-99 8-54 ¡ 5-8 2
1317 ¡ 4.112 3-15-21 9.15.19 14 ¡ 99
7-13 3-12 3-15.27 9.15.19 8-14 99

OCN-68 13-17 47 2 3-15-27 9-15.19 8-lA 9 2

BCN-32 7-13 12 3-15.27 9.15-19 8.14 5-8 21 —

00-0 5-13-17 99 3-lS 9-15-19 8-14 8 8
11-18 1 0 16.18 12-21 2-7-90-14 7 4

13-17 7-12 3-15.27 9-45-99 8-14 8 - 2

flO- 137 8-9~4 1.2-O 2415 44.16-22-23 3-9 lO 5
M-319 7-12 - 3-l0.13-1415-20 ‘8-13.14.21-23 11-14-20 6.1316

.——.—.——..——

PH4 2-lS 3-1411 — 7-11-20 7-8-lO- lO 4.14 2-0 995 e
ro-rs 3-lI 7-12 3-lS 9-15.99 14¡ 3-10.14 1 Cl5-1316l6 6 2-3.5.93.0 1-5-19-12-15 — 3-4 ___________

113 4-6 lO- 6- 3-1818 — 6 1-3.5.13-18 •- 1 5.1112-lS 3-4 - -

1110-133 13-17 99 3-15.19 9-24 14 99

ji?
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4.2.2.- Relacionesfilogenéricas:Dendogramo

En la Figura 20 se muestrael dendogramaconstruidoa partir de las matricesde

distanciasobtenidasen función del númerode bandas(apartado3.5.1. de Material y

Métodos),aplicandoel coeficientededistanciade JaccardD(J) medianteel programade

taxonomíanuméricaTAXONOMIE (Serresy Roux, 1986) al conjuntode aislados,tanto

de sujetosinmunocompetentescomoinmunodeprimidosy cepasdereferencia.La distancia

mediaparael grupo dc aisladosde sujetosVIH+ fue de0>29, la máximasesitial en 0’65

(entelos aisladosManu, MAD-l y Arroyo, MAD-]) y la múuiniaen 0’066 (entreEspín,

MAD-l y BCN-32, MAD—33). Parael grupo de inmunocompetentesla distanciamedia

situci en 0’30, siendola máximade a’42 (entre Lang, MAD-24 y Javier, MAD-34) y la

mínima de 0>12 (entreMenas,MAD-24 y Seguí,MAD-34).

4.2.3.- Análisisde genéticadepoblaciones

Laspruebasde genéticadepoblacionesseexplicaronen el apanado3.5.2.de Material

y Métodos, estaspruebassehanrealizadosobrelos aisladosincluidosen los gruposA y

B (VIH+) que reúnensimilarescaracterísticasepidemiológicasigual que en casode la

caracterizaciónenzimática.Sólo las pruebas,di y e han sido significativasparael grupo

de aisladosestudiados.Las pruebasd2 y f no hansido significativas.La probabilidadde

observarun genotipomultilocus o rapdemadadoen cantidadigual o superioral que es

efectivamenteobservadoha sido de 315 x iCÉ (p.c 0’02) (Pruebadi). La pruebae fue

significativa: la probabilidadde observarun númerode genotiposmultilocus o rapdemas
It

diferentesigua[ o inferior al queesobservadoen la muestrafue de p=O’0Ol5 (p’C0,02). <«2<
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4.3. Caracterizaciónmediantesondasde ADN

Se han caracterizadomediantela sondade ADNg 7-059 específicaparael complejo

de L. donovanís.l. y la sonda pDK2O específica para L (L) infanmm, una serie de

aislados humanos con el fin de estudiar los patrones de hibridación en términos de

variabilidad. Las características de las dos sondas utilizadas se recogen en el apartado

3.32. correspondiente a Material y Métodos.

4.3.1.- Caracterizaciónmediantesondasde ADNg

Los ADNg de los aisladosestudiadossedigirieroncon los enzimasderestricciónPst-

1, para ser estudiadoscon la sonda7-059 y conHindllI/BaniH 1 paraser estudiadoscon

la sondapDK2O. Posteriormentese sometierona electroforesisen geles de agarosay se

transfirieron a filtros de nylon por capilaridadsegdnSouthern(1975). A continuaciónse

hibridaron con las sondasde ADNg segúnse explicaen el apartadocorrespondientede

Material y Métodos.

4.3.1.1.- Caracterizaciónde aisladoshunwnoscon la sonda7-059

El patrón de hibridación obtenido con la sonda 7-059 para alguno de los aislados se

muestraen la Figura21. Lasbandasde 6.3, 3.0, 1.6, 1.4 y 08 kb soncaracterísticaspara

el complejo de Leishmaniadonovanís.l. (Van Eys a al., 1989). En la Figura 22 se

muestraun diagramaconel patrónde hibridación obtenidoparacadaunode los aislados

y cepasde referenciaestudiadas.La diferenciasobservadasen los patrónesde hibridación

nos permitió establecercierto grado de variabilidad entre los aisladosestudiados.El

dendogramaconstruidoa partir de la matriz desimilaridadaplicandoen índicede Jaccard

mediante el programa de taxonomía TAXAN se muestra en la Figura 23. Todos los

aislados estudiados quedaron separadosen 5 genotipos:A, B, C, D y E.





1 2 3 4 6 6
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Figura 22.- Diagramacorrespondienteal patrón de hibridación obtenido con la
sonda7-059( ver Figura21).
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Figura23.- Dendogramaconstruidoa partir de la matrizde distanciageneradacon
losdatosdelpolimorfismoenzimgticoutilizandoel programadetaxonomíaTAXAN
aplicandoel índice de siniilaridaddeJaccardS(J).
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4.3.12.- Caracterizaciónde aisladoshumanoscon la sendapdK2O

El patrónde la hibridación correspondientea los aisladosestudiadosse muestraen la

Figuras 24 y 25. En la Figura 26 se muestra un diagramadel patrón de hibridación

obtenido.Con estasondase obtieneun patróncaracterísticoparaL. (L) infanwm (Van

Eys et al., 1991). Todoslos aisladosestudiadospresentaronia bandacaracterísticapara

L. (L.) infaníum de 18 kb. Sin embargopudimos observarcomo algunos aislados

presentabanuna bandade 4 kb característicajunto con la de 14 kb paraL <14 donovan!

(Van Eys el aL, 1991). Ademdses de destacarla presenciade dos bandasde 17 y 16 kb

en la cepade referenciaLEM-425 (MON-SO). El dendogramaconstruidoa partir de la

matriz de similaridadobtenidaaplicandoel coeficientede distanciade Jaccardmediante

el programade taxonomíaTAXAN se muestraen la Figura 27. Todos los aislados

estudiadosquedaronagrupadosen dos genotipospróximosentresí, siendola similaridad

entre ambos de 0’750. Cadauno de los genotiposagrupéa aisladospertenecientesa

diferentes zimodemas.La cepa de referenciaLEM-425 (MON-SO), argelina, quedó

individualizada,siendo la similaridad en relación a los otros dos gruposde 0’5 y 0’6

respectivamente.
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Figura 26.- Diagrama correspondienteal patrón de hibridación obtenido con la
sondapDK2O (ver Figuras24 y 25)
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5(J)
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Figura27.- Dendogramaconstruidoa partir de la matriz dedistanciageneradacon
losdatosdel polimorfismoenzimáticoutilizandoel programade taxonomíaTAXAN
aplicandoel índicede similaridaddc JaccardS(i).
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4.4< Caracterizacióndel aisladoANA

El aislado denominado ANA (MHOM/ES/91/LLM-325) se obtuvo a partir de un

aspirado de médulaóseapracticadoa una enfermaADVP y VIH+ (IVC-l) de Madrid.

La caracterización enzimática de este aislado se inició junto con los otros aisladosde

Leishmaniade sujetos según se describe en el apartado 3.2. de Material y Métodos. En los

primerosgelesque realizamosnos sorprendióla diferentemovilidad que presentabaeste

aislado con cada sistema enzimdtico en relación a los diferentes marcadores utilizados y

el resto de los aislados(Figura28). Por tanto,decidimostratar su caracterización mediante

sondas de ADN y analisis enziniáticoen un capítuloaparte.

4.4.1.- Caracterizaciónmediantesondasde ADN

4.4.1.1.- Caracterizacióncon lassondasde ADNg 7-059. pDK-20y pDK-10

Las características de las sondas de ADNrecombinante 7-059, pDK2Oy pDKIO, se

detallan en el apartado3.3.7. de Material y Métodos. La caracterización del aislado ANA

mediante estas sondas se llevó a cabosegúnse explica en el mismo apartadode Material

y Métodos. En el caso de las sondas 7-059 y pDK-10 los ADNs genómicos de todas las

cepas de referencia utilizadas así como del aislado ANA y otras especiesde

tripanosomátidos se digirieron con el enzimade restricciónPst-1 y conHindlI]/BamH1 en

el caso de la senda pDK2O (Material y Métodos 333.).

Caracterizacióninicial del aisladoANAcon las sondas7-059,pDK2Oy pDKIO

En la Figura 29 se muestra el patrónobtenidodespuésde la hibridacióncon la senda

7-059. Las cepas de referencia deL. (L.) infantumLEM-75, LEM-307 e IPT-l, así como

el aislado de L. (L.) infantun¡ Jiro y la cepa de referencia de L. <1.) major 5-ASKH,

mostraron el patrón dc hibridación característico con esta sonda, sin embargono hubo

hibridación cruzada del aislado ANAconestasendaapesar de una larga sobreexposición.

En la Figura 30 se muestra el resultado de la hibridación con la senda pDK2O. Como

en el caso de la hibridación con la senda 7-059, no se observó h¡bridación cruzada del

aislado ANAcon esta sonda. El patrón obtenido para las cepas de referenciade L (U

infanrum LEM-75I LEM-307 e IPT-l así como para el aislado uro y L. <‘U.) majar 5-
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ASKH, fue el esperado para esta sonda.

El resultadode la hibridación de los ADNg de las cepasde referenciade U. <L.)

infanrumLEM-75, LEM-307 e IPT-1, del aisladouro, de la cepadereferenciadeL. <1-)

major5-ASKH y el aisladoANA semuestraen la Figura 31. Tampocohubo hibridación

cruzadadel aisladoANA con estasonda.

CaracterizaciondelaisladoANA y otros tripanosomóridoscon las sondas7-059.pDK2O

y pDKJO.

Con el objeto de estudiar el patrón de hibridación con otros tripanosomdtidos, se

realizó la hibridacióncon el ADNg del aisladoANA. Seutilizaron también las cepasde

referenciadeU. <‘U.) infantumLEM-75 y LEM-307, los aisladosdeL. <7,.) infantumArce,

Natalio, Angel y Espín) y los tripanosomátidosCrúhidia fasciculaza, Ueptomonas

cren oceplzali, Herperomonasmnuscarumy Endatrypanumschaudinni.El resultadode la

hibridacióncon la sonda7-059apareceen la Figura32. Con todoslos aisladosy cepasde

referenciade U. <7..) infarnum seobtuvo el patróncaracterístico,sin embargo,no hubo

hibridación cruzadacon el aisladoANA ni con otros tripanosomátidos.Los mismos

resultadosseobtuvieroncon las sondaspDK2O (Figura 33) y pDK1O (Figura 34).

4.4.1.2.- Caracterizacióncon la sondade ADNkk-J/307

El ADNk del aisladoANA asícomo los ADNk de ]as cepasde referenciadeL. (L.)

infantum (LEM-307 y BCN-65) y de diferentes especiesde tripanosomdtidos:C.

fasciculata,E. schaudinni,U. ctenocephaliy II. muscarumsedigirieron con el enzimade

restricciónHae III (Material y Métodos3.3.3.) sesepararonmedianteelectroforesisen

gelesde agarosay se transfirieronporcapilaridad.La hibridaciónposteriorcon la sonda

de ADNk k-l/307 se realizó segúnse explica en el apanadocorrespondiente(Material y

Métodos3.3.6.).Comosepuedeobservaren la Figura35, seobtuvo unafuertese!lal de

hibridacióncon las cepasde referenciade U. (U.) infarnwn LEM-307 y BCN-65, perono

hubo hibridación cruzada con el aislado ANA ni con ninguna de las especiesde

tripanosomátidos.
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4.4.1.3.- HomologíadelADNkyADNg del aislado ANA conotrasespeciesde Leishmania

y otrosuypanosorndtidos

Con el fin establecer la homología entre el ADNk y ADNgdel aislado ANA con el

de otrasespeciesde Leishmaniay tripanosomdtidos.500 ng deADNk y ADNg deocho

especiesde Leishmania(U. (L) infantum (LEM-75, LEM-307, IPT-t), L. <1.) chagas!

(PP-75),U. (L.) donovan! (DD8), U. (744 tropica (K-27), U. (11.) major (LRC-137), U.

(L.) mes/erina(M-.379) y U. (U.) amazonensis(PH-E)), de otros tripanosomátidos(C.

fasciculara, E. schaudinni, U. ctenocephali y II. muscarum y del aislado ANA, se

transfirieron por vacío (“Slot-blot”) a filtros de nylon (Material y Métodos 33.12.) y se A

hibridaron con 25 ng de ADNk y ADNg del aislado ANA marcadocon ¡>32 segdns

explica en los apartados3.3.6.2. y 3.3.7.2, de Material y Métodos.

El resultadocorrespondientea la hibridacióncon el ADNk del aisladoANA marcad

con ¡>32 se muestraen la Figura 36. La autorradiografiaobtenidadespuésde 3h 30’ de

exposición(A) muestraunafuerteseñaldehibridaciónconel ADNk homólogo.No hubo

hibridacióncruzadacon el ADNk de ningunade las especiesde Leishmaniani con otros

tripanosomátidos.Despuésde 24h de exposición(13) seobservóuna ligerísima seña] de

hibridacióncon el ADNk de G’, fasciculosay E. sehaudinní.No se apreciéhibridación

cruzada con el ADNk de ninguna de las especiesde Leishmaniay con los otros

tripanosomátidos.

La Figura 37 recoge el resultado obtenido después de la hibridación con el ADNg

del aislado ANA marcado con P~. Después de 3h 30’ de exposición (A) sólo se observé

una fuerte señal de hibridación con el ADNg del aislado ANA. La autorradiografia

obtenida a las 24h de exposición (13) muestra una ligera hibridación con todos los ADNg

de Leishmaniay tripanosomdtidos que no fue comparable en ningun caso con la fuerte

sellal de hibridación obtenida con el aislado ANA.
yA
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4.4.2.- Caracterizaciónenzimótica

Con el fin de establecer de manera más precisa la identidad del aislado ANA

realizamos su caracterización enziniática mismo mediante 15 sistemas enzimáticos, según

se explica en el apartado3.2. de Material y Métodos,Los perfilesenzinidticosobtenidos

para el aislado ANAse compararon con los obtenidos para la cepa de referencia de U. <74

infantum LEM-75 y con las otras especies de tripanosómatidos: U fasciculata, U

muscarum,L. ctenocephali,E. schaudinniy £ rarentolae.

En la Tabla 25 aparecen los valores de cada uno de los electromorfos obtenidos con

cada sistema enzimático para el aislado ANA, la cepade referenciade U. <~.) infantum

LEM-75 y otras especies de tripanosomátidos. Como se puede observar en la Tabla 25 y

en las Figuras 38, 39, 40, 41, 42 el aislado ANApresentó electromorfos con valores muy

diferentes de los obtenidos con la cepa de referencia de L. <‘U.) infantum LEM-75. Asi

mismo, ninguna de las especies de tripanosomátidos utilizadas en el estudio mostró u

patrón isoenzimático igual al del aislado ANA.

En la Figura 43 se muestra el dendograma construido a partir de la matriz d

similaridad obtenida con los datos del polimorfismo enzimitico mediante el programa d

taxonomía numérica TAXAN aplicando el coeficiente de similaridad de JaccardS(J

(Material y Métodos 3.5.1.). Del análisis de agrupamiento se puede observar que exist

una mayor proximidad filogenética entre L. (U.) infantumy 8. ¡arentolae (0’286) que co

L. c~enocephali(0’143) y U. muscan¿m(0’071), No existe ningún grado de similarida

entre U. <t) infantumy C. fasciculata,E. schaudinniy e! aislado ANA. Asi mismo, n

existe ninguna proximidad filogenética entre el aisladoANA, L. (U.) infantum y lo

tripanosomátidos estudiados (0’000). Dentro de los tripanosomátidos la mayor proximidad

tilogenética se obtuvo entre C. fasciculatay II. muscarum(0’357).
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ti.- Caracterizacióndel aisladohumanode ANGOLA

Se ha realizado la caracterización de un aislado de Leishmania, PAULO

(MHOM/AO/91/LLM-85), de un sujeto de 26 años de edadde Angola,sinhistorialprevio

o antecedentes de haber trabajado fuera de este país y que llevaba residiendo en España

tres meses, tiempo insuficiente para presentas una esplenomegalia que alcanzaba la fosa

ilíaca derecha. Los parásitos se aislaron en medio NNN apartir de médulaóseay fueron

caracterizados mediante sondas de ADNy análisis enzimdtico.

4.5.1. - Caracerizaciónmediantesondasde ~4DN

4.5.1.1.- Caracterizacióncon la toadade .4DNk¡<-1/307

El ADNk del aislado PAULOasí como los ADNk de las cepas de referencia deL.

<U infantum (LEM-75, LEM-307, IPT-l) y de diferentesespeciesdel Viejo Mundo (5-

ASKH, LRC-133, LRC-32) se digirieron con el enzima de restricción Rae III (Materia]

y Métodos 3.3.3.) se separaronmediante electroforesisen geles de agarosay se

transfirieronpor capilaridad.La hibridación posterior conla sondade ADNk se realizó

segdn se explica en el apanado correspondiente(Material y Métodos3.3.64.Cuandoel

ADNk del aislado PAULOfue caracterizado con la sonda de ADNK k-1!307, seobtuvo

una fuerte señal de hibridación, similar ala obtenida con las cepas de referencia deL. CL)

infantum (LEM-307, IPT-l y LEM-75) y L. (U.) donovanís.s (LRC-133) (Figura 44),

Estos datos confirman la relación entre el aisladoPAULO con U. (U donovanis.l.. No

se observé hibridación cruzada del aisladoPAULO conU. (L.) ¡ropica (LRC-32).

4.5.1.2.-Caracterización con las sondasde ADA?g 7-059,pDK2OypDKIO

Para la caracterización de este aislado se utilizaron tres sondas de ADNrecombinante:

7-059, pDK2Oy pDK1O, cuyas características se detallan en el apanado 3.3.7. de Materia]

y Métodos. La caracterización mediante estas sondassellevó a cabosegúnse explica en

el mismo apartado de Material y Métodos. En el caso de las sondas 7-059 y pDK-I0 los

ADNs genémicos de todas las ceras de referencia utilizadas así como del aislado PAULO

se digirieron con el enzima de restricción Pst-l y con HindlII/BamHl en el caso de la

senda pDK2O (Material y Métodos 3.3.3.).
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El patrón de hibridación obtenido para el aislado PAULOcon cada una de las sondas

se comparé con los obtenidos con las cepas de referencia de L. (U.) infarnum LEM-75 e

IPT-I (MON-l) y de especies del Viejo Mundo: L. (L.) donovani(LRC-]33), L. <y-..)

tropica (LRC-32) y L. CL) inajor (5-ASKH). En el caso de la sonda pDK2O también se

utilizó la cepa de referencia de L. (U.) infarnum LEM-425 (MON-SO).

Caracterizacióncon la sonda7-059

Los resultados obtenidos con la sonda 7-059 se muestran en la Figura 45. El aislado

PAULOpresenté el mismo patrónque los marcadoresde L. (L) donovanis.l. (L. (L)

infantum (IPT-l, LEM-75) y L. (U.) donovanis.s (LRC-133)), pero diferente deL. (L)

major (5-ASKH)y L. (U.) ¡ropica (LRC-32). Las bandasde 6.3, 3.0, 1.6, 1.4 y 0.8 Kb

son específicas para las especies de LeishnianiaquecausanLV (Van Eys et al., 1989).

Caracterizacióncon la sondopDK2O

El patrón obtenido después de la hibridación del ADNgdel aislado PAULO, con la

sondapDK2O (Figura 46), estárelacionadocon el obtenidopara las cepasde referencia

cje L. (U.) infan¡-um LEM-75, IPT-l (MON-1) y LEM-425 (MON-SO)y no con el de L.

(L.) donovani (LRC-133). El aislado PAULO presentó el fragmento de 18 Kb

característicode L. <U) infantum que no presentaL. CL) donovani(Van Eys el al.,

1991).

Caraeterizacióncon la sondopDKJO

En la Figura 47 se muestra el resultado de la hibridación del ADNgdel aislado Paulo

con la sondapDKIO. El aislado PAULO presentóel mismo patrón que las cepasde

referencia de 1,. (L.) infantum,claramente diferente del deL. (U.) tropica, L. (U.) major

y L. CL) donovan¡.
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4.5.2.- Caraclerizaciónenzimática

El análisis enziniático sc realizó mediante 14 sistemas enzimáticos y 15 loci como se

indica en el apartado 3.2. correspondiente a Material y Métodos. Los perfiles enzimáticos

obtenidos para el aislado Paulo, con los diferentes s¡stemas enzimiticos, se compararon con

los obtenidos para las cepas de referencia de diferentes zimodemas de L. <Li infantum,

presentes en España (LEM-75, LEM-356 y LEM-307), así como con los obtenidos para

las cepas de referencia de le¡shmanias del Viejo Mundo (JPT-1, 5-ASKH, LRC- 147,K-27,

LRC-32 y LRC-133).

Este aislado presentó electromorfos con los mismos valores para todos los sistemas

enzimáticos que las cepas de referenciadeL. <1.) infantum, LEM-75 e IPT-l (MON-1),

pero diferentes a los presentados por otras especies, por lo que quedé caracterizado como

L. (U.) infan¡um, zimodema MAD-l. En la Tabla 26 se muestra el valor de los

elecú-omorfos obtenidos con cada uno de los sistemas enzimáticos utilizados. En la Figura

48 aparecen los electromorfos obtenidos con los sistemas enzimáticos, CPI, (lOT. El

patrón obtenido para e] sistemaenzimáticoGP! separéesteaisladode L. (L.) tropica, L.

(L) major y L. <7..) aedziopicapero no de L. CL) donovaní.El electromorfo (lOT113

permitió diferenciar este aislado no sólo de L. (7..) aethiopica, L. (1.) major y L. (L)

¡ropica sino además de L. (U.) donovani. En la Figura 49 se muestra el patrón obtenido

con los sistemas enzimáticos GÓP, 6P0 y MDH/EMpara e] aislado Paulo y las diferentes

cepas de referencia. La movilidad del aislado Paulo para la G6P difiere de la de las cepas

de referencia de L. (L.) infantum LEM-356 (MON-33) y LEM-307 (M’ON-29) y es

equiparable ala de las cepas de referencia deL. <Li infanwmIPT-l y LEM-75 (MON-l).

Los datos del polimorfismo enzimático fueron analizados con el programa de

taxonomía numérica TAXAN, aplicando el Indice de similaridad de Jaccard S(J) (apartado

3.5.1. de Material y Métodos>. El dendograma construido a partir de la matriz de

simularidad con los datos del polimorfismo enzimdtico aparece en la Figura 50. En este

dendograma se observan tres ramas claramente individualizadas que separan las especies

incluidas dentro de los complejos de L. ahajar, L. aefldopicay L. tropicade tos complejos

de L. donovaníy L. iqfanrun, entrelos que existeuna mayor proximidad filogenética.
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5.- DISCUSIÓN

.5. 1. - Caracterizaciónenzimórica

Los 31 aislados caninos caracterizados en este trabajo han resultado ser L. (L)

infanrum MAD- 1 (Tabla 17). En la región Mediterráneael perroesel principal reservorio

de L. (U.) infantwn. En Espafla se calcula que entre el 3% y 5% de los perros son

seropositivos(Ministerio de Sanidad, ProgramaNacional de Control de Leishmaniosis,

datosno publicados).Los trabajosde caracterizaciónde aisladoscaninosllevadosa cabo

en Españahastahacemuy pocotiempo, sólohablanpuestode manifiestola presenciadel

zimodema1 (Lanotteeral., 1981; PortúseraL, 1986; Alvar y Ortiz, 1987;Alvar, 1988).

Recientementese ha aisladoel zimodemaMON-77 de gánglio poplíteoen 6 perrosy en

dos ocasionestambién de lesionescutáneas{Gdllego el aL, 1993) y MON-lOS se ha

encontradoen lesionescutáneasde un perro en la provincia de Granada(Martin a al.,

1994). MON-77 se ha aislado también de médula óseaen un nifio de dos años, de

Phleboíomusperniciosus(Gállego er aL, 1993) y en un casode coinfeciónLeishmania-

VIH (Pratlong eral., 1994) y MON-lOS seha podido aislarde Phleboromusperniciosus

<Martin a al., 1992). Otros zimodemas,ademásde MON-1, pero en menorproporción

comoMON-72, MON-77 y MON-98 se han descritoen aisladoscaninosen paísesde la

cuencaMediterránea.El zimodemaMON-72 se ha aisladoen cuatroocasionesde ganglio

poplíteode perrosen Nápoles,Italia. Este zimodemaseencuentraasociadoa] zimodema

MON-l en la mismaespeciedehospedador(perroy humano)provocandoaparentemente

la mismasintomatología(Gramicciaeral., 1992c). Una situaciónsimilar ha sidodescrita

en El Agamy, Egipto donde el zimodemaMON-98 ha sido descrito tanto en aislados

caninoscomohumanos(Yousseferal., 1989; Shetataeral., 1990).

Existeenla literaturaun casode leishmaniosisen un perrode la regióndel Priorato,

Tarragonaquefue debidaa la presenciasimultáneadedoszimodemasMONi y MON-77

en piel y ganglios poplíteos (Pratlong er al., 1989a). En nuestrocaso no fue asíy se

obtuvoel mismozimoderna(MAD-l) de tres perros,Doberman, Belga y Perdiguero,en

que las leishmanias se aislaron de médula ósea y también de sangre mediante

Kenodiagnóstico(Molina a aL, 1994b) se obtuvo el mismo zimodema. Tampoco

encontramosdiltrenteszimodemasen aisladosde piel, monocitosde sangreperiféricao

ganglio poplíteoobtenidosdel mismo perro (aislados30 y 37).

El análisis enzimático dc 52 aisladoshumanosde Le¡shrnania, 44 dc sujetos
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VIH+, 7 de sujetos inmunocompetentes y un aislado de un transplantado renal, nos ha

permitido establecer la variabilidad que presenta L (U.) infamum en España.

Sorprendentemente, hemos encontrado ocho zimodemas diferentes: MAD-1, MAD-24,

MAD-28, MAD-29, MAD-34, MAD-183 y MAD-.501 en el total de aislados

caracterizados (ver Tablas 19, 20, 21 y 22). El zimodema MAD-l ha sido el mayoritario

y estuvo presente en 22 ocasiones. Hay que tener en cuenta que este ziniodema es el más

ampliamente distribuido en los paises de la Cuenca Mediterránea, y es responsable dcl 90%

de las LV en sujetos inmunocompetentes y también aparece en LC. Este zimodema ha sido

descrito previamente en la asociación Leishmania-VIH en España (Alvar e: al., 1987;

Portús eral., 1989), Francia (Bernard eral., 1988; Marty esaL, 1989) e Italia (Gramiccia

e: al., 1992b). Nosotros hemos encontrado MAD-l en dos casos de LV en

inniunocompetentes, uno de Madrid y otro de Segovia y también en una enferma que hab<a

sufrido un transplante renal. Dentro del grupo de sujetos coinfectados, MAD-l estuvo

representado en 19 aislados, 14 de Madrid y 5 de Mallorca, lo que representa sólo el 43%

del total. Uno de tos aislados se aislé de una LC en un homosexual de la provincia de

Madrid -

Otro de los aislados caracterizados dentro del grupo de LV y VIH +, de un sujeto

de Alicante resulté ser un zimodema MAD-28. Este zimodema se aisld por primera vez

en España en un caso de LV en una niña de un año con residencia habitual en Barcelona

(Portds e: al., 1986), pero se ha podido aislar también de sujetos VIH+ en esa ciudad

(Portús esal., 1989).

En la leishmaniosis visceral en el sujeto coint’ectado es común no sólo encontrar

aislados pertenecientes a zimodemas viscerales como el ZM-l, sino también zimodemas

cutáneos debido a la anergia en la que se encuentran estos enfermos (Jiménez et al., 1991.

1993). Así, e] ZM-29 se habla descriuo en España como responsable de LC en un adulto

con residencia en Barcelona (Portús eral., 1986) y el ZM-33 se habla aislado dc lesiones

cutáneas en un niño de 8 años yen un sujeto VIII + (PortdsaaL, ¡989). Nosotros hemos

encontradoamboszimodemasen este tipo de asociación. Así MAD-33 1w! aislado en 5

ocasionesde médulaóseay en tina de 1W, en uno de los casosmediantexenodiagnést¡co

(Molina e: al., 1992). Tres aisladosde médula ósea de Madrid. Mallorca y Alicante

resultaron ser MAD-29.

El ZM-24 ha sido aislado de lesiones cutáneas en el norte de Argelia (Belarzoug a
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al., 1985, 1986), norte de Túnez (Pratlong eral,, 1989; Ben Ismail e:al., 1986), e Italia

(Gramiccia e: al., 1986, 1987, 1992b). Así mismo, se ha aislada en Argelia de

Phleboromusperfiliewi (Izri y Belazzoug, 1993) y en Portugal de Phlebormusariasí (Pires

e: al., 1991; Abranches e: al., ¡992). Este zimodema ha sido descrito en la asociación

leishmaniosis y VIH±en Italia (Gradoni e: aL, 1990; Gramiccia e: al., 1992b), Francia

(Marty e: al., 1991; Rosenthal e:aL,1993) y Portugal (Abranehes eta!., 1993; Canipino

e: al., 1994) y recientemente en España (Ríen e: al., 1994; Set-ra e: al., 1994). No só]o

lo hemos encontrado en siete aislados de sujetos VIH+ todos ADVPde la provincia de

Madrid si no que también ha sido aislado en sujetos inmunocompetentes tanto como agente

productor de LV (1) como de LC (1) en adultos de Madrid, resultado que coincide con los

obtenidos por Serra e: al. (1994) quienes describen un caso de LC debida al zimodema

MON-24 en Palmade Mallorca.

Sólo uno de los aislados dentro del grupo Leishmania y VIH+ resulté ser MAD-34,

zimodema dermotropo, descrito hasta el momento en Francia en sujetos

inmunocompetentes(Rioux e: al., 1986; Moreno eral., 1986b)y en Argelia (Pratlong e:

aL, 1994), recientemente este zimodema ha sido descrito también en la asociación

Leishmania-VIH(Rierae:al., 1994). Nosotroa también hemos aislado este zimodema en

inmnunocompetentes, en un caso de LV de Menorca y en dos casos de LC, ambos de

Madrid.

Los aislados Garrido, Cuadros, Lara (LV y VIH+) y Navarro (LC y VTH+)

resultaron ser una nueva variante enzimdtica, MAD-183, aisladade tressujetosADVP de

Madrid y Córdoba y un hemofílico de Jaén. Este mismo zimodema ha sido descrito en

Francia en dos casos de LV y VIH+, los dos ADVPy originarios de Valencia lugar en

el que contrajeron la infección de acuerdo a las historias clínicas (Pratlong e: aL, 1993;

Laznau¡y eral., ¡993) y en España (Riera e:al., 1994). Hasta el momento este zimodema

sólo ha sido descrito en nuestro país en esta asociación y probablemente se trate de un

nuevo zimodema con características dermotropas que visceraliza en sujetos VIH+, ya que

nosotros lo hemos aislado también en un caso de LC y VIH+.

El zimodema denominado por nosotros MAD-SOl, sujeto a renominacién con código

internacional por el Laboratoire d’Ecologie Médicale, Montpellier, es una nueva variante

enzim-¿tica que hemos encontrado en dos aislados de la provincia de Madrid. De uno de

los sujetos de los que se alsió esta nueva variante no se consiguieron los datos clínico-
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epidemiológicos,pero el otro sujeto era homosexual. Este nuevo zimodemacomparte

características enzimáticas con el ZM-29, derniotropo, y el ZM-183 (probablemente

derniotropo), por lo que pensamos que se trate de otro zimodema que sufra visceralización

en este tipo de sujetos, aunque todavía no se ha encontrado en LC (Jiménez e: al., en

prensa).

Los zimodemas MAD-183 y MAD-501 no se han encontrado en leishmaniosis

habituales hasta ahora, por lo que parecen ser variantes que sólo producen leishmaniosis

en sujetos coinfectados. Una observación similar se ha realizadoen Italia dondese ha

descrito un caso de LV en VIH+ debida a una nuevavariante, MON-136, zimodenia

probablemente dermotropo que comparte características enzímáticas con dos zimodemas

dermotropos MON-78 y MON-III agentesproductoresde LC en inniunocompetentes

(Gramiccia e: al., 1992b).

En Españamus del 85% de los casos de VIH asociado a leishmaniosistiene lugar

en ADVP. En nuestro caso en concreto,de44 aisladosestudiadosy teniendoencuentaque

se conocían los datos de 38 de ellos, el 84,2% procedíande sujetosADVP (32), 10,5%

de homosexuales (4), 2,6% de hemofílicos (1) y un 2,6% de heterosexuales (1). De 34

aislados, 26 de ellos (76,4%) frieron aisladosde sujetosque presentabaninfecciones

oportunistas diagnósticas de SIDA (grupo IVC-1), 4 aislados (11,7%) de sujetos

as¡ntomáticos (grupo II), 3 aislados (8,8%) de sujetos que presentaban otras infecciones

asociadas además de las diagnósticas de SIDA (grupo IVC-2) y 1 aislado (2,9%) de un

sujeto que tenía neoplasias asociadas <grupo IVD). La variabilidad en el número de

zimodemas encontrado dentro de este grupo y la presencia de alguno de ellos que no son

comunes en sujetos inmunocompetentes, como es el caso de los zimodemas MAD-183 y

MAD-SOl, hasta ahora sólo descritos en esta asociación, y su ausencia en aislados caninos,

permite establecer la hipótesis de que estos sujetos coinfectados puedan actuar como

reservorios potenciales de estos zimodemas dentro de la comunidad de ADVP. En este

sentido, las jeringuillas podrían actuar como vehículos de los macréfagos circulantes

infectados (Alvar y Jiménez, 1994). Hay que tener en cuenta que en estos sujetos se

pueden observar con relativa facilidad amastigotes en macrófagos de sangre periférica

(Martínez e:al., 1993) y que Phlebo:ornusperniciosus,alimentados experimentalmente con

sangre de estos enfermos, reproducen sistemdticamente la infección (Molina eral., 1994a).

Por otro lado, la presencia de nuevos zimodemas que visceralizan en sujetos VIH±que
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no aparecen en inmunocompetentes sugerida la avirulencia de los mismos, de manera que

el tropismo de L. (L) infanturn y por tanto su virulencia estaría influenciada por el estado

inmunológico del sujeto en cuestión (Gradoni y Gramiccia, 1994).

En cuanto a las relaciones filogenéticas, el dendograma construido a partir de los

datos del polimorfismo enzimático (Material y Métodos3.5.)nos ha permitido establecer

que las distancias entre todos los zimodemas son bajas. La distancia media para el conjunto

de aislados de sujetos inmunocompetentes e inmunosuprimidos ha sido de 0’2. A este

grado tan bajo, la jerarquización no es significativa (ver Figura 14, página 103). La mayor

proximidad fenética o mayor grado de similaridad (menor distancia) correspondea aquellos

zimodemas que difieren en la movilidad para un sólo sistema enzimultico (0’ 11) como entre

MAD-l y MAD-34, MAD-34 y MAD—183, MAD-34 y MAD-24, MAD-SOl y MAD-29,

MAD-33 y MAD-29, MAD-80 y MAD-24, MAD-28 y MAD-24. Por el contrario, la

distancia máxima se da entre aquellos zimodemas que presentan diferente movilidad para

cuatro sistemas enzimáticos como MAD-! y MAD-501 (0’40). MAD-SOl se encuentra,

sin embargo, más próximo a MAD-29 (0’l 1), ziniodemadermotropo,y MAD-183 más

relacionado con MAD-34 (0’ 11), tambiéndermotropo, lo que apoyarlacomo dijimos

anteriormente que ambas variantes, hasta el momento sólo encontradasen casos de

coinfección, puedan ser zimodemas dermotroposquevisceralizanen estetipo de sujetos

como dijimos anteriormente.

El estudio de la variabilidad de L (JI.) infanrum en términos de teoría clonal y

genética de poblaciones se realizó sobre el grupo de aislados de sujetos VIII +, por estar

representado por un mayor número de aislados que reunía similares características

epidemiológicas. Todas las pruebas de recombinacién se explicaron en el apanado

correspondiente de Material y Métodos y aunque no son indicativas directamente de que

el modo de propagación sea clonal, sí nos dan una aproximación de desviación a la

panmixia. Hay que tener en cuenta que entre ambos tiposde población,esdecir,población

clonal y población panmictica pueden existir un sinfín de situaciones intermedias, al igual

que se ha podido demostrar también en las poblaciones bacterianas (Smith a aL, 1993).

Esta misma situación se da en poblaciones de protozoos parásitos y así, por ejemplo, se

habla de “clonalidad epidémica’ en Plasmodíwn falciparuin, especie considerada

panmíctica en la que se han observado, sin embargo,episodiosde propagaciónclonal en

algunas poblaciones (Read e¡ al., 1992; Ben Abderrazak, 1993); y en algunas poblaciones
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de T¡ypo.nosomacruz! se han observado episodios de “evolución clonal” debido a la gran

variabilidad genética encontrada en algunos clones (Barnabé y Tibayrenc, 1994; Bastrenta

e: al., 1994) a pesar de considerarse una especie btsicamente clonal (Tibayrenc e: al.,

1986; Tibayrenc y Ayala, 1987). El “modelo clonal” es perfectamnete compatible con

algunos fenómenos de sexualidad que se han observado en Leishmania(Pag~seta!,, 1989;

Lanottey Rioux, 1990;BafluIs, 1993)y 7’. brucel (Tait y Turner, 1990; Jenni, 1990) ya

que no implica que estosfenómenosno se puedandar o estén ausentes, si no que no son

lo suficientemente frecuentes para romper la estructura de la población clonal <Tibayrenc,

1994).

En nuestro caso, todas las pruebas de recombinackSn fueron significativas, lo que

implicaría que en el conjunto de la población estudiada, aislados de sujetos VIH+, hay una

desviación a la panmixia o libre recombinación lo que constituye la base del “modelo

clonal” de reproducciónpropuestopara algunosprotozoosparásitos(Tibayrenc e: al.,

1990; Tibayrency Ayala, 1991). Dc esta forma los genotiposaisladosde sujetosVIH+

podríanser equiparadosa clonesnaturaleso clonesestrechamenterelacionados,estables

en el tiempo y en el espacioy por lo tanto podríanser utilizados como marcadores

genéticosen estudiosepidemiológicos(Tibayrency BenAbderrazak,1993). Sin embargo,

es necesariollevara cabo másestudiosen los que seutiuice un mayornúmerode aislados

que reúnancondicionesestrictasde simpatrfa, y quizá un mayor número de sistemas

enzirnáticosquenospermitaestableceraúnmayorvariabilidady confirmarasíla estructura

inicialmenteclonal de la poblaciónde JI. <iL.) infanmmen sujetosVIH +. Estosestudios

adicionalesnos permitiríanestimarla estabilidadde estosclonesa lo largodel tiempoque,

por otro lado, podríaperdersesi se dieran algunosfenómenosaisladosde recombinación

o intercambiogenético.Tambiénseria necesarioestudiarun númeroelevadode aislados

de sujetosinmunocompetentesy compararla estructurade ambaspoblacionesde parásitos.
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.5.2.- Caracterizaciónpor ampl(flcacióndeJ4DNmedianteiniciadoresarbitrarios (RAPD).

La aplicación de la técnica de amplificación de ADNmediante iniciadores arbritarios

(RAPD) ha permitido la obtención de marcadores genéticos en un amplio abanico de

organismos (ver Tabla 3). Estudios previos llevados a cabo en Leishmaniahandemostrado

el valor de esta técnica en el análisis de genética de poblaciones (Tibayrenc ej al., 1993;

Bafluls, 1993; Baixench, 1994).

La aplicación del RAPDal total de 50 aislados de L. (U.) infantum (43 VIH±y 7

inmunocompetentes) previamente caracterizados, 5 cepas de referencia deL. (U.) infanrum,

5 cepas de referencia del Viejo Mundo y 5 cepas de referencia del Nuevo Mundo nos

confirma su valor con fines taxonómicos. Los siete iniciadores utilizados Al, A2, AS, A7,

AIG, A12 y A15 han permitido diferenciar JI. (L) infantum, L, (L) chagasíy JI. (L)

donovanidel resto de las especies para las que se obtienen patrones muy diferentes. El

iniciador MSha discriminado JI. (JI.) infarnumdeL. (JI.) donovaní(ver Figura 19, página

109). Esta técnica pone en evidencia bandas mayoritarias específicas para los complejos

de JI. infarnumy JI. donovaní(iniciador Al y A7) o sólo para el complejo al que pertenece

JI. (U.) infanmm (iniciador A15) (caracteres sinapomórficos) (Figura 15, página 105;

Figura 17, página 107 y Figura 19, página 109). Estos caracteres sinapomórficos ya habían

sido observados previamente en Trypanosomacruzí (Tibayrenc e: al., 1993). Los

fragmentos sinapomórficos podrían ser utilizados para desarrollar sondas especificas, si

bien algunos autores opinan que es improbable que estas sondas sean muy sensibles

(Wilson, 1992). En este sentido, los fragmentos que parecen dnicos en geles de agarosa,

podrían estar constituidos por dos o más bandas cuando se utilizan geles de poliacrilamida

que permiten una mayor resolución (Bianciotto, comunicación personal). Esta misma

observación ha sido recientemente publicada en relación a la caracterización enzimática

(Piarroux er al., 1994). La técnica de amplificación de ADN mediante iniciadores

arbitrarios ha puesto de manifiesto una mayor variabilidad intraespecifica en JI. (JI.)

mnfan:umcon los siete iniciadores utilizados, en relación a la variabilidad encontrada

mediante caracterización enzimática para el mismo conjunto de aislados. En el total de 50

aislados estudiados, 43 dc sujetos VIH + y 7 inmunocompetentes, el número de genotipos

multilocus o “rapdemas” ha sido muy elevado situándose en 41. La variabilidad genotlpica

(nt’ de zirnodemas o rapdemas/n0 de aislados) ha sido de 0,8 mientras que con el análisis

enzimatico ha sido de 0,19.
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En cuanto a las relaciones filogenéticas, la distancia genética media para el conjunto

de aislados de sujetos inmunocompetentes e inmunosuprimidos ha sido de 031, un poco

más alta, como resultado de la mayor variabilidad, en relación a los isoenzinias (0’2>.

Comose puede observar en el dendograma, las cepas de referencia correspondientes a las

diferentes especies de Leishinaniaquedan separadas de los complejos de JI. infarnumy JI.

donovaní(ver Figura 20, página 112). No hemos podido establecer ninguna correlación

entrelos aisladosagrupadosdentro del mismo genotipoen cuantoa origen geográficoy

zimodema al que pertenecían. Así, los aislados Tejdcar, Carrasco y Annenteros quedaron

agrupados en el mismo genotipo, pero ni pertenecían al mismo zimodenta ni tenían el

mismo origen geográfico. Quedaron agrupados dentro del mismo genotipo dos aislados

pertenecientes al mismo zimodema, Justo y Clemente (MAD-24), que tenían el mismo

origen geográfico, pero, por el contrario, dentro de este genotipo quedó incluido también

el aislado Massa (MAD-34), aislado en Mallorca. Los aislados Anastasio (MAD-33) y

Natalio (MAD-29), ambos de Madrid, quedaron agrupados en el mismo genotipo junto con

dos cepas de referencia LEM-307 (MON-29) e IPT-l (MON-l), de origen espaflol y

tunecino respectivamente. Lo mismo ocurrió con los aislados 59933, 5825, Milagros y

Seguí (inmunocompetente) agrupados en el mismo genotipo, si bien los dos primeros

pertenecían al mismo zimodema (MAD-33), y los otros dos a los zimodemas MAD-l y

MAD-34 respectivamente. En el caso de los aislados Arce (MAD-28) y Puma (MAD-1)

nos encontramos con la misma situación. Por lo tanto, los aislados que pertenecen a un

mismo zimodema pueden corresponder a genotipos y procedencias muy diversos.

La aplicación del análisis de genética de poblaciones sobre el conjunto de aislados

de sujetos VIH +, por reunir similares características epidemiológicas. no nos ha permitido

determinar la estructura de la población de JI. (JI.) infantum (ver Material y Métodos

3.5.2.).Si bien dos pruebas (JI y e) fueron significativas, lo que indicarla una desviación

de la panmixia, la probabilidad de observar un desequilibrio de ligazón <prueba fl tan alto

como el que es realmente observado en la muestra, no fué significativa, prueba más

concluyente que dI, d2 ye. En este caso, por tanto, la población no es básicamente clonal

pero tampoco se puede decir que sea panmfctica.

Cuando se realizó la correlación entre las distancias genéticas obtenidas en el análisis

enzimático y las observadas mediante la técnica de amplificación de ADNcon iniciadores

arbitrarios para el conjunto de aislados de sujetos VIHI- y cepas de referencia, se obtuvo
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un Indice de correlación (r=O’5). Sin embargo, el coeficiente de correlación fue negativo

cuando la correlación se realizó entre las distancias genéticas sin tener en cuenta las cepas

de referencia, quizá debido a que las distancias comparadas en este caso eran más bajas.

Baixench (1994) obtiene una excelente correlación entre ambas técnicas <r=O’9) cuando

estudia 22 aislados de JI. (L.) infaneumde sujetos VIH + del sureste francés, cepas de

referencia de JI. (JI.) infantum y diferentes especies de Leishinania. El coeficiente de

correlación sin embargo fue de 0’ 1 para el conjunto de 17 aislados de sujetos VIH + que

reunía mayores condiciones de simpatria (aislados de la región de Provence-Cóte d’Azur).

En ningón caso estos resultados deberían ser comparados a los obtenidos por nosotros ya

que el conjunto de iniciadores no fue el mismo, ni se siguió el mismo método de

extracción de ADN y la caracterización enzimática se realizó en acetato de celulosa

utilizando otros sistemas enzimáticos, por lo en ningdn momento las condiciones de trabajo

fueron las mismas.

La técnica de amplificación de ADNmediante iniciadores arbitrarios promete ser una

herramienta potente para estudios taxonómicos asf como en el estudio de la variabilidad

de JI. (JI.) infan:um. Sin embargo, es necesario llevar a cabo estudios adicionales más

amplios, utilizando un mayor número de aislados que además reUnan estrictas condiciones

de simpatria. En este sentido hay que tener en cuenta que el total de aislados caracterizados

se obtuvieron en un periodo de varios aflos (1988 a 1993) y procedían de diferentes aeas

geográficas lo que podría haber influido en el modo de propagación de algunos genotipos.
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5.3. - Caracterizaciónmediantesondas de J4DN

131 ADNgde Leishmania contiene secuencias con varios grados de conservación que

pueden ser utilizadas para la caracterización de aislados mediante polimorfismo en el

tamaño de fragmentos de restricción (RFLP). Las dos sondas utilizadas en este trabajo 7-

059 y pDK2O cuyas características se especificaron en el apanado 3.3.7. de Material y

Métodos, ya habían demostrado su valor en la caracterización de diferentes especies de

Leishnzaniadel Viejo y Nuevo Mundo (Van Eys eral., 1989; Van Eys eraL, 1991>. Sin

embargo, no habían sido utilizadas en estudios de variabilidad dentro de una misma

especie.

La caracterización de algunos aislados humanos con la sonda de ADNg 7-059

específica para el complejo de Leishmaniadonovan!s.l. (Van Eys et al., 1989) nos ha

permitido observar cierta heterogenicidad entre los mismos como se puede observar en la

Figura 21, página 114 y Figura 22, página 115. Los 17 aislados estudiados fueron

agrupados en relación al diferente patrón de hibridación <presencia o ausencia de bandas)

en 5 genotipos diferentes. El análisis de agrupamiento y dendograma resultante aplicando

el índice de similaridad de Jaccard mediante el programa de taxonomía TAXANse muestra

en la Figura 23, página 116. En el genotipo A quedaron agrupados los aislados Espin

(MAD-l), Anastasio (MAD-33), Palma y Natalio (MAD-29) y BCN-65 <MON-28) de

diferente origen geográfico. El genotipo B reunió a los aislados Armenteros, Clemente y

Antdnez, los tres zimodemas 24 de Madrid, y a la cepa de referencia LEM-307 (MON-

29). Tres aislados quedaron incluidos en el genotipo C Tejticar (MAD-33), Garrido (MAL)-

183) y la cepa de referencia LEM-356 (MON-33). La cepa de referencia del zimodema 80,

LEM-425 quedó individualizada en el genotipo O. Por Ultimo, el genotipo E reunió a los

aislados Esteso (MAD-l), Angel (MAD-33), Massa (MAD-34) y Cuadros (MAD-183).

Estos resultados no nos han permitido encontrar ninguna correlación entre zimodemas y

genotipos establecidos.

La sonda pDK2O, con la que se obtienen patrones característicos para diferentes

especies de Leishmania del Viejo y Nuevo Mundo y que además diferencia JI. (U

infantum de U. (1..) donovanípara las que da un patrón característico (Van Eys er al..

1991), nos ha permitido establecer cieno grado de variabilidad entre Los aislados estudiados

(ver Figuras 24 y 25, paginas 118 y [19). Todos ellos presentaron la banda de 18 Kb

característica para U. (U.) infantum y U. CL.) chagasí.Algunos de los aislados presentaron
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además de la banda de 18 Kb una banda de 4 Kb característica junto con la de 14 Kb para

JI. (U.) donovani. La cepa de referencia LEM-425 (MON-SO), presentó dos bandas

adicionales de aproximadamente 17 y 16 Kb (Figura 26, página 120). El dendograma

resultante del análisis de agrupamiento se muestra en la Figura 27, página 121. Dentro de

los aislados estudiados pudimos establecer 3 genotipos diferentes, el genotipo A agrupó a

aquellos aislados que no presentaron la banda de 4 Kb, en el genotipo 8 quedaron incluidos

aquellos que la presentaban y por último la cepa de referencia LEM-425 quedó

individualizada en el genotipo C debido a la presencia de las dos bandas de

aproximadamente 17 y 16 Kb. La similaridad entre los genotipos A y B filé 0’750, ¡a de

A y B con C flie 0’500 y O’600 respectivamente. La similaridad de JI. (U.) donovani con

los aislados incluidos en el genotipo A que presentaban la banda de 4 Kb fue más elevada

(0’750) que con los incluidos en el genotipo que no la tenían (0’500) (datos que no

aparecen en el dendograma). Estos datos sugieren que, siendo todos los aislados L <Li

infantum existe una mayor proximidad fílogenética de JI. (L) donovanícon los aislados

incluidos en el genotipo A que con los incluidos en el B.
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5.4.- Caracterizacióndel aisladoANA

El aislado denominado ANA, MHOM/ES/91/LLM-325, se obtuvo a partir del

aspirado de médula practicado a una enfermaADVP y VIH+ (grupo IVC-l) de la

provincia de Madrid. Hacía un año que había visitado Marruecos, Nueva York y Miami.

En 1986 se le había diagnosticado infección por VIR y tenía antecendentes de dos

episodios de infección por Herpes zoster, uno en 1985 y otro en 1987. Dos meses antes

de su ingreso en el hospital habla comenzado a tener episodios de febrícula vespertina. La

exploración clínica reveló microadenopatías, hepato y esplenomegalia (radiológica),

presentaba hemorragias retinianas, probable neumonía por Pneumocysriscarinil, viremia

por citomegalovirus, candidosis oral y herpes labial. La serología positiva a Uishmania

(título IFI:l/5 12) y el resultado positivo de! cultivo del aspirado de médula ósea confirmó

el diagnóstico de leishmaniosis visceral que fud tratada con antimoniales. La sintomatología

que presentaba esta enferma y la observación en el cultivo de promastigotes, y no

epimastigotes, descartó la posibilidad de que nos encontráramos ante un remoto caso de

Trypanosomacruzi (ver Figura 51, página 173).

Este parásito se creció en masa en medio RPMI, observándose una multiplicación

extraordinariamente rápida de los promastigotes y un movimiento característico de los

mismos. Cuando se inició su caracterización enzimática junto con los otros aislados de

sujetos VIH +, nos sorprendió la aberrante movilidad electroforética que presentaba para

los diferentes sistemas enzimáticos (Figura 28, pdgina 125). Los valores de cada uno de

los clectromorfos obtenidos con este aislado no se correspondían a los valores presentados

por los diferentes zimodemas de U. (JI.) infan¡um (ver Tabla 19, página 86). Además, estos

valores tampoco coincidían con los obtenidos por nosotros con otras especies de

Leishmaniautilizadas en este trabajo, ni tampoco con los descritos en la literatura para

otros zimodemas de diferentes especies de Leishmania<Rioux a al., 1990).

Ante estas observaciones iniciales, nos preguntamos si estaríamos ante un nuevo

zimodema de JI. (JI.) ¡nJ¿inwrn, otra especie de Leishn¡ania, o bien ante otro

tripanosomátido.

La caracterización inicial dcl aislado ANA con la sonda de ADNg, 7-059, fue

sorprendente ya que no hubo hibridación cruzada con el ADNgdel mismo con esta sonda

<Figura 29, página 126). Esta sonda, permite diferenciar todas las especies patógenas de

Ueishmania del Viejo Mundo, para las que da un patrón característico (Van Eys er al.,
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1989). Así mismo, tampoco se obtuvo hibridación cruzada cuando se utilizó la samia de

ADNg pDK2O (Figura 30, página 127), para la que también se obtienen patrones de

hibridación característicos según las diferentes especies de Leishmaniadel Viejo y Nueva

Mundo. Esta sonda permite además diferenciar U. (U.) infarnumde L (L.) donovaní(Van

Eys et al., 1991). Cuando utilizamos la sonda pDKIO. que también ha demostrado su

eficacia en la caracterización de especies de JIeishmaniadel Viejo Mundo, y con la que no

se obtiene hibridación cruzada con S. taren¡olae(Guizani e: al., L994), tampoco el aislado

ANApresentó hibridación cruzada (Figura 31, página 128).

Dentro de la familia Trypanosomatidae, subreino Protozoa (ver Figura 1, página 2),

los géneros Leishmaniay Trypanosomason digenéticos y, como patógenos del hombre y

animales de producción o compañía son los más estudiados. El resto de los géneros,

Endouypanum, Sauroleishmania, Blaswcrfthidia, Herpezomonas. Lepromonas. Cñ¡lúd¡a

todos monogenéticos, a excepción de Endotrypanum y Phyronwnas. que también son

digenéticos, están menos estudiados. Todos menos Phy:omonas son patógenos de

mamíferos (exceptuando el humano), reptiles, insectos, y otros invertebrados. Phy:omonas

es parásito de plantas e insectos. Algunos aspectos de la biología y fisiología de estos

tripanosomátidos han sido revisados por MeOhee y Cosgrove (1980). Estos géneras

incluidos en los denominados pequeños tripanosomátidos, han sido definidos basándose

fundamentalmente en criterios morfológicos, sin embargo, estos criterios son insuficientes

con fines taxonómicos (Wallace eí aL, [983).La distinción entre diferentes especies o

aislados de tripanosomátidos de insectos se ha realizado a partir de una variedad de

métodos tales como el análisis de los patrones de ADNk obtenidos con enzimas dc

restricción (Camargo a aL, 1982), caracterización enzimática (Goncalves de Lima el aL,

1979; Mebrahtu e: al., 1992), serotipia <Dooris y McGhee, 1976) y comparación de

características biológicas (Roitman e: al., 1977). La presencia de un sitio de restricción

específico para el enzima Pvu[l en la secuencia de la subunidad ribosomal SSti ARNr de

Leishmaniaspp. ha sido utilizada para diferenciar estos flagelados de Trypanoxomaspp.

<Uliana ci al., 1991). La presencia o ausencia de los sitios de restricción para los enzimas

Pvull y Hindílí en las subunidades SSU y LSU en la secuencía del ARNr se ha utilizado

para la identificación de estos tripanosomátidos (Camargo e: al.. 1992).

Estos protozoos. especialmente crúhidia, han sido utilizados como modelos

experimentales para estudiar aspectos bioquímicos dc los miembros de la familia
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Trypanosomatidae como el fenómeno de ligación post-transcripcional (“trans-splicing”) de

los pre-mRNAs (Cambpell e:al., 1984) así como para estudiar los mecanismos básicos de

su evolución. Recientemente se ha podido establecer la posición filogenética de estos

tripanosomátidos dentro de la familia Trypanosomatidae basindose en el estudio de la

secuencia de SSU rRNA (subunidad pequeña de los ribosomas) (Fernandes eral,, 1993).

Así mismo, se ha podido probar la heterogeneidad filogenética de tres especies de Crishidia

en relación a e. fasciculata(Du y Cbang, 1994).

La finalidad perseguida en los siguientes experimentos era confirmar que el aislado

ANA no pertenecía al género Leishmaniay establecer además su relación con otros

tripanosomátidos. Para ello se realizaron hibridaciones del ADNk y ADNg del aislado

ANA, otros tripanosomátidos y los controles correspondientes de JIeishmaniacon las

sondas de ADNk (k-l/307) y ADNg (7-059, pdK2O y pDKlO).

Las hibridaciones del ADNg del aislado ANA, JI. (U.) infantum y otros

tripanosomátidos con las sondas de ADNg7-059, pDK2Oy pDKIO, confirmaron que este

aislado no pertenecía al género Leishmania(Figuras 32 a 34, páginas 129 a 13]). El patrón

de restricción del ADNkdigerido con Haelil (esquizodemas) del aislado ANAy los otros

tripanosomátidos, no permitió establecer ninguna similaridad entre este aislado y los otros

flagelados. Cuando se realizó la hibridación posterior con la sonda k- 1/307 de ADNk, sólo

hubo hibridación con JI. <t) infantum(Figura 35, página [32).Trabajos previos con esta

senda hablan demostrado su especificidad para el complejo de JI. (L.) donovaní y la

ausencia de hibridación cruzada con el ADNkde especies de Leishmaniadel Nuevo Mundo

y C. fasciculata (Alvar e: aL, 1 989b).

En otro estudio posterior intentamos establecer el grado de homología del ADNky

ADNg del aislado ANAcon otras especies de JIeíshmaniay otros tripanosomátidos por

transferencia del ADNmediante vacío y posterior hibridación en forma de mancha (‘slot-

hlot”). No encontramos ningdn grado de homología entre el ADNk del aislado ANA y

todas las demás especies de Ueish.’nania como era de esperar, pero tampoco se obtuvo con

otros tripanosomátidos. Sólo hubo una ligerísima señal de hibridación en el caso de E.

schaudinni y C. fasciculara, no significativa debido a la baja similaridad de las secuencias

conservadas dentro de los minicirculos entre las diferentes especies de tripanosomátidos

(ver Figura 36, página ¡33).

Cuando se repitió el mismo experimento, pero con ADNg, se obtuvo una discreta
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hibridación con el mismo grado de homología del ADNg con todas las especies de

Leishmaniay tripanosomátidos debido al mayor número de secuencias conservadas en el

ADNgentre los diferentes tripanosomátidos. La diferencia de hibridación entre el ADNg

de ANA y los otros tripanosomátidos fud sin embargo, de varios órdenes (Figura 37,

página 134).

Para poder establecer de manera más precisa la identidad del aislado ANA

realizamos la comparación del aislado ANAcon otros tripanosomitidos mediante análisis

enzimático (15 sistemas). Los valores de los electromorfos obtenidos con cada sistema

enzimático para el aislado ANAfueron muy diferentes a los obtenidos para el resto de los

tripanosomátidos lo que no nos permitió incluirlo en ninguno de estos géneros (Figuras 38

a 42 y Tabla 25, páginas 136 a 141). Lamentablemente no conseguimos representantes ni

de otras especies ni de otros géneros.

El dendrograma resultante del estudio del polimorfismo enzimático llevado a cabo

con el programa de taxonomía TAXAN (Figura 43, página 142), no nos permitió

establecer ningún grado de proximidad filogenética entre esta aislado y Uishmania,ni

tampoco con los otros tripanosomátidos estudiados.

Existe sólo un antecedente en la literatura sobre una posible infección por

IIerperomonasde una mujer en Texas (McGbee y Reason, datos no publicados) y algunas

observaciones en Kenya de flagelados aislados de sujetos que, mediante análisis enzimático

o densiadad de flotación del ADNk, mostraron mayor similaridad con Herperomono.sy con

Crithidia que con Leishmania (Gilbure e: al., 1986; Mebralitu e: al., 1992; l3arker,

comunicación personal). Así mismo, se ha aislado un flagelado no perteneciente al género

Leishmaniaen un enfermo coinfectado (Dedet, comunicación personal)

Nuestros resultados no son concluyentes desde el punto de vista taxonómico, pero

otrecen una inlbrmación importante sobre la vulnerabilidad de los sujetos

inmunodeprimidos a cualquier microorganismo. En sujetos coinfectados la leishmaniosis

comparte sintomatología de las leishmaniosis habituales es decir, presencia de fiebre,

esplenomegalia y leucopenia entre otros síntomas (Fernández-Guerrero a al., 1987; Altés

e: al., 1990; Montalbán e: al., 1990; Medrano eral.. 1992). Esta enferma presentaba una

sintomatología típica dc LV/V [H como fiebre, hepatoesplenomegal ia, leucopenia.

linloadenopatias, síntomas poco específicos que aparecen también en otros cuadros como

tuberculosis miliar en el enfermo de SIDA.
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Es dificil especular sobre el posible mecanismo de transmisión de este flagelado. La

hipótesis más pausible podría ser la de la transmisión recaí como sucede en los

tripanosomátidos de estación posterior como son la mayoría de los estudiados por nosotros

aquí. Se desconoce la magnitud que en la naturaleza tienen las infecciones por estos

flagelados y, por consiguiente, la facilidad por la que pueden acceder al humano. En

España se han aislado en algunas ocasiones tripanosomátidos de Sergen¡omyiaminwa

(Gállego e: al., 199319.

El estudio de microscopia electrónica tanto de barrido como de transmisión, no nos

aportó información adicional sobre este tripanosomátido. En la de barrido se observaron

promastigotes indistinguibles de la cepa de referencia LEM-75 (Figura 52, página 174>.

La observación de diferentes secciones al microscopio de transmisión no nos permitió

distinguir ninguna estructura que nos ayudara en la clasiticación de este flagelado (ver

Figura 53, página 175). En los flagelados aislados por Barker en un enfermo con una

supuesta leishmaniosis visceral en Kenya, y por Dedet en un coinfectado, la característica

más importante era una bolsa flagelar que ocupaba un tercio de la superficie del parásito.

No fue nuestro caso (Figura 54, página 176)

Continúa el estudio del aislado ANA con los tripanosomátidos Phytomonas.

¡Jtauocri:hidia y T¡ypanosotna,así como con infecciones experimentales en Phtebo:omus

perniciosus.
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5.3. - Caracterizacióndel aislado humano de Angola

Segúnel historial clínico estesujeto, llamadoPaulo,de 26 años,inmunocompetente

y originario de Angola sólo llevaba tres semanas en España cuando acudió a la consulta

médica. Tenía fiebre (400C), sufría pérdida de peso y presentaba una esplenomegalia que

alcanzaba la fosa ilíaca derecha. El cultivo del aspirado de médula ósea puso en evidencia

La presencia de promastigotes. Este sujeto no tenía antecedentes de haber trabajado en otros

países, lo que descartaba la posibilidad de que la leishmaniosis hubiera sido contraida fuera

de Angola.

Las dos especies responsables de LV incluidas en el grupo de JI, CL.) donovanisensu

lato s.l son JI. (JI.) donovanis.s distribuida principalmente en la India y en el este de

Africa, y JI. (L) infanrum en los paises de la Cuenca Mediterránea (WHO, 1990). Son

muy pocos los datos disponibles acerca de casos de LV en los países africanos al sur del

ecuador. Hasta este momento sólo había antecedentes de un caso de leishmaniosis visceral

en Angola pero sin información acerca del mismo (datos no publicados) y muy pocos los

casos descritos de LV en los países limítrofes con Angola. Así, en Zaire se describió un

caso de LV en 1978 y seis casos de LC entre 1983 y 1988 y en los años setenta se

denunciaron dos casos de LV en Zambia. En ningúna ocasión los parásitos fueron

caracterizados. En el Congo no hay ningún caso conocido de leishmaniosis y en Namibia

hay 24 casos de LC causada por JI. <‘L.) tropica (Desjeux, 1991).

En el Viejo Mundo, otras especies además de JI. (JI.) donovanís.L pueden producir

LV en situaciones especiales, principalmente en casos de inmunosupresión. Así por

ejemplo, hay datos de LV producida por JI. (JI.) tropica en Sudán (Schnur e: al., ¡981)

y casos de LV producida también por JI. (JI.) tropica en personal militar americano que

intervino en la operación “Tormenta del desierto’ en la Guerra del Golfo (Killick-

Kendrick, 1992; Magilí et al., 1993). Por otro lado, existen casos de leishmaniosis

mucocutánea debida a JI. (JI.) infantum(Alvar eral., 1990) y leishmaniosis cutánea difusa

por JI. (JI.) inajor (Ghalib eta!., 1992).

Teniendo en cuenta estos antecedentes y el origen de este aislado de Leishmania

realizamos su caracterización mediante sondas de ADNy análisis enzimático, tratándolo

en un capítulo especifico.

La caracterización de este aislado con la sonda ADNk3071k-] (Alvar eral., 1989b)
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nos permitió diferenciarlo de JI. (U.) tropica e incluirla dentro del grupo de L. (JI.)

donovan! s.l. - El fragmento utilizado como sonda está presente en diferentes familias de

minicírculos y reconoce un elevado número de copias en la cepa homóloga LEM-307

<Figura 44, página 145).

La sonda de ADNg, 7-059, obtenida a partir de una librería de JI. (JI.) infarnum ha

demostrado su utilidad en la diferenciación de especies de Leishmaniadel Viejo Mundo

incluyendo L. (U.) donovanísi. pero no entre L. (U.) donovanís.s. y JI. (L) infantwn.

Las bandas de 6.3, 3.0, ¡.6, 1.4 y 0.8 Kb son especificas para las especies deJIeishmania

que producen LV (Van Eys e: al., 1989). La presencia de estas bandas características en

el patrón de hibridación del aislado Paulo nos permitió confirmarlo dentro del grupo L.

(JI.) donovanis.l. (Figura 45, página 146).

La sonda pDK2Oha demostrado su eficacia en la separaciónde JI. (JI.) donovan!s.s

y JI. (JI.) infanrumademás de otras especies de Leishmania,para todas ellas se obtiene un

patrón característico (Van Eys e: aL, 1991). Así, esta sonda ha permitido identificar JI.

(JI.) donovani s.ly JI. <‘JI.) major como responsables de leishmaniosis en Sudán (Ghalib e:

al., 1992). Esta sonda nos permitió caracterizar el aislado Paulo como JI. (1.) infantumen

función del fragmento de 18 Kb característico para esta especie que permite diferenciarla

de JI. CL.) donovaní (Figura 46, página 147).

El patrón de hibridación obtenido con la sonda pDK1O, cuya utilidad en la

caracterización de diferentes especies de Leishmaniadel Viejo Mundo ha sido estudiada

recientemente (Guizani e: al., 1994), nos permitió confirmar una vez más la identidad del

aislado Paulo como JI. (JI.) infanrum (Figura47, página 148).

La caracterización mediante análisis enzimático de este aislado fue concluyente y

demostró que se trataba de JI. (L) infantuni MAD-I (Tabia 26; Figuras 48 y 49). El

zirnodema 1 está ampliamente distribuido en paises de la Cuenca Mediterránea, así como

en Portugal. Es posible que este caso de LV debido a JI. <‘JI.) infantum en Angola pudiera

ser una consecuencia de la introducción de un foco de leishmaniosis producido por la

migración de población desde Portugal durante el periodo colonial, igual que se piensa que

es probable que JI. (U.) chagasí fuera introducida en América por los perros de los

Conquistadores (Killick-Kendrick e: al., 1980). Por otro lado, nosotros pensamos que JI.

(U.) iq/¿ntumpodría haberse extendido por África y haberse establecido no sólo en el este,

donde es bien conocida, si no también litera de este área, en país-es como Senegal (Desjeux
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eral., 1981), República Central Africana y hacia el sur en Angola. Este caso de LV en

Angola es el primer caso tipificado de leishmaniosis de este país (Jiménez a aL, 1994).

Seria necesario, por tanto llevar a cabo estudios epidemiológicos más profundos de la

leishmaniasis visceral en ¿Úrica entre enfermos con esplenomegalia (Consultative meeting

on HIV/Leishmaniacoinfections, Roma, 1994).
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6.- CONCLUSIONES

¡ .- En la coinfecciónLeishmania/VTH+,ademásde los zimodemasvisceraleses comdn

encontraraisladospertenecientesazimodemascutáneosquesufrenvisceralizacidndebido

a la anergiaen ¡a que seencuentranestosenfermos.Así los zimodemascutáneos24, 29

y 33 se aislaronde médulaósea.

2.- En el grupoVIH+ seaislanzimodemasnuevosparala literaturao desconocidosen los

enfermosinmunocompetentescon LV, lo quepermiteestablecerla hipótesisde que estos

sujetoscoinfectadospuedenactuarcomoreservoriospotenciaiesde estoszimodemasen la

comunidadde ADVP, pudiendoen estesentidoactuarlas jeringuillascomovehículosde

monocitos infectados. El sisteme inmune puede ser un mecanismode selecciónde

zimodemasno virulentos en el sujeto inmunocompetente.

3.- El estudiode la variabilidad enzimáticaen términos de teoría clonal y genéticade

poblacionesnos ha permitido establecerque el modode propagaciónde La poblaciónde

aisladosdeLetvhmoniadesujetosVIH+ esclonalaunqueestono excluyela existenciade

procesosde recombinaciónesporádicos.Los genotipospodríanser equiparadosa clones

naturalesestablesen el espacioy en el tiempo pudiendoserutilizadoscomo marcadores

genéticosparaestudiosepidemio¡dgicos,sin embargosafanecesariollevaracaboestudios

adicionalespara definir mejor la estabilidadde estosclones.

4.- La técnicade amplificaciónde ADN mediante¡aciadoresarbitrarioso RAPO promete

ser una herramientaútil en estudiostaxonómicosy de variabilidad de L. (L.) infanwm,

pero necesita ser perfeccionadapara poder ser utilizada como marcadorgenéticoen

estudiosepidemiológicos.

5.- Las sondasde ADNg, 7-059y pDK2O queya habíandemostradosu valor taxonómico

discriminandoentre diferentesespeciesde Leistunaniadel Viejo y Nuevo Mundo han

permitido establecercierto grado de variabilidad entre diferentes aisladosde L. (L.)

injbntum pudiendoser utilizadaspor tanto en estudiosde variabilidad.
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6.- La presenci.aen sujetoscoinfectadosde otros flageladosno pertenecientesal género

Leishmania,como sedesprendedel estudiode caracterizacióndel aisladoANA mediante

sondasde ADN y análisisenzimático,aportaun dato importantesobrela vulnerabilidad

de estetipo de sujetosa cualquiermicroorganismo.

7.- En estetrabajoseha caracterizadopor primeravez un aisladode LV de Angola. La

caracterizaciónmediante sondasde ADN y el análisis enzimático nos ha permitido

establecerqueL. (L) infanz’um, MAD-I, es renponsablede LV en estepaís. Es necesario

por tanto llevar a caboestudios másprofundosde LV en Africa entre enfermosque

presentenesplenomegalia.
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AnsrRiUr, Tbe incerescitt immunocompromisingdiseasesandIeishmaniasisassoc¡ac¡onhasincreaseddueto dxc accumulagionof leislinia-
niasiscasesamongAIDS paciencs.Ir, Spain, Leisbn,ania iajanlum ‘5 responsiblefor boíh cutaneousanóvisceralpaíhologies:cutanecus
scocksare correlacedwich che zyn,odeníesMON-1. MON-29 acid MON-33, .and visceralstocks w,th MON-I, MON-28 and MON-SO. In
orderLo verily whelheríheparasileinvolved cl íhis peculiarassociaiionis biologically ideritical Lo che isolatespreserícitt conlcilOn leislima-
niasis, eighi Leísh,nania scocksfrom AIDS palieniswereisolacedami characlerizedfrom both cutanceusami visceral¡esions.For che para-
site cyp¡csg,íwo merhodswerecarriedGui: isoenzynseanalysisusingaLS enzymepanelin ¡hick siarchgelsami karyocypinghy pulsed(¡cid
gradiení eleccrophoresis(PFG). BoLh culaneousami visceral solacesshowed¡soenzymepaccernsspecific <nr L. infonluní. reinforcinaLhC
preVinUs reporisof L. infantun, as chesingle Leis/,rnonia speciespreseníin Spain.BoÉh cutanenusandvisceralzymodemesviere isolaced
from boneniarrowaspiraces:ihe anergiecondiíioci in AIDS patienispermicsdxc disseminalionof dxc parasileihroughoul ihe viseeraami
skin.A highvariahility hasbeenshov,nlar mosíof ibe isolatedby PFOIyping. excepttwa scockswhichsharechemajority of cliromosorne
t,ar,ds.Noneof che mecbodsused idencifieda singlemicrobiologicalnr epidem¡ologLctt¡markermr Leislsnhania SLOCkS isolaledIrom 1-11V-
infecred paíiencs.Therefore, Lis LhC sanieparasiteasinusualleisl,maniasisbuí íheinfeclionracio 15 amptifkdby dxc immunodeficiences.

Km WoRDs: Leishenonia infanhunh, ATES, coinfection, characcerizatiocl.

INTRODUCTION

The first caseof leishmaniasisassociatedwith 1-11V was
publisheditt ¡985 (DE LA LOMA el aL, 1985).Since then,
overonehundred-twentymorecaseshavebeendescribed.
mosí of diera in Spain (FERNÁNDEZ.GUERRERO el e??.,
1987; ALVAR, BLÁZQUEZ& NÁJERA, 198%; MONTALBÁN fl
al., 1989; BERENOIJERel al., 1989; WHo, 1991).So there
aregoodreasonslo considerLeisimmaflia lo be att oppor-
cunistic parasiteinside dic host long beforethe HIV itt-
leccion:a) onceche inimunosuppressiOflappeared,sorne
of <he clinical¡y curedculaneouscaseshaveevolvedinto
visceral leishmaniasis;b) leishmafiasiscanappearejíher
in ear¡yor late HUY infection without correlationwith
<he serologicalresponse;c) ihereis a strongcorrelation
beíweenleishmaniasisand AIDS, evenwhenboh infec-
riocis overlapitt restrictedareas;d) theskin testshowsche
persistanceof delayedhypersensitívityfor manyyears;e)
chere is a long delaybetweenexpositionto ¡be parasite
and clinical sycnptoms.itt sornecasesover flve years<HA-
DARÓ et al.. 1986; SENALDI et aL, ¡986; ALvAR & BLÁZ-
<JUEZ, 1986).

Itt SouíhwestEurope,L. infanlwfl is responsiblelcr
both cutaneOlls and visceral forras of leishmaniclsis.
Zymodeme(ZM) ¡ <MON-l), ZM-29 (MON-29) and
ZM-33 <MON-33) are correlatedwith cutaneousstocks
and ZM-I (MaN-U, ZM-28 (MON-28) and ZM-80
(MQN-80)with visceralisolates,alí of them describeditt
Spain(RíotJx eraL, 1980: PORrOSel al.. 1986 ALVAR &
Owrlz, ¡987; PorcJset al., 1989).

The above-mentionedaopismof <he differernzymo-
demesestablishesnewepidemiologicalandclinical fron-
tiers itt the understandingof leishmaniasis.In orderco
define whetherche parasiteisolatesfrora AIDS patienis
belong<o a groupwiíh typical characteristicsornot. wo
caxonomicalrneíhodsitt eight Leishmania stocks frora
AIDS patienispresentingelíhercutaneousor visceralle-
sicas were performed.

MATERIAL AND MF.flIODS

Stocks
E¡ght Uishmania scocksviere isolacedby biopsy Gr aspirate a

NNN mediuraaidsequenciallypassedinto RPML.l2%FCS.Sevea
of chemwereobtainedfrora bonemarrowin visceralleishmaniasis.
andenefrora diffusecutanceusleishmaíxiasis.Ah paikntswerefrom
Madrid. Incernationalreferencespeciesami zymodemcmarkersviere
used(seeTable 1).

Enzyme analysls
The isoenzyme patternswere oblained by 15 systems:CFI

(E.C.5.3.l.9). 0.6-PB (E.C.lI.I.49t 6-POE (EC.l.l.I.44). NPI
(E.C.2.4.2.l) and NP2 (E.C.2.4.ZY), MDII tE.C-l.I.I37). COTí
(E.C.2.6.ll) ami 00T2 (E.C.2.6lfl, ME (E.C.l.l.1.40) lCD
(E.C.I.l.l42). DíA (E.C.l.6.2.23. POM (E.C.2.7.5.l), MPI
~E.C.5.3.1.8).EH(E.C4.2.¡.2hMd CU.JD(E.C.I.4.1.3).Thick scarch
gelelectrophoresisvascernednial, accordiuglo previotisprotocois
(MILES el al.. 1930: MAAZOUN ez aL, 1981; LE BLANCO, 1983; Mo-
RENO ci aL. ¡986: ALvAR, 1988)

Karyntyplng hy pulseelectrnphnrcsisgra.dicnt(PFG)
Therotatoryfie¡d eleccropkiores¡5,with curvedelectrodes,allnws
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¡heapplicationof severalpulsetimesiii different directionsof he
electric(¡cid, icttproving the resolulion nr the separatedDNA ma-
crocuolecules(SOUTHERN el aL, 1987). Thecociditinaswereas fo-
llnws: 42 h eleetroplioresiswascarriedout, using 125 y, pulsetime
from lOO tu 20 see.,electricficid anglefrom 1200 to 950, acid 150C
temperature(OUTIÉRREZ-SOLAR,AGUIAR&AIYAR, ¡990). The pre-
paradonof intactchromosomicDNA proparationhasbeenpre-
viously described(VAN DER PEOnOer aL, 1984).

RESULTS

Isoenzymeanalysis

‘¡‘he value 100 wasarbitrarily takenfor Ihe electropho-
retio mobility obíainedbr eachenzymaticsystemof ¡he
LEM-75 strain. To obtain ¡he enzymaticpattern and
zymographfor alí ¡he stocks,every isolate wascompa-
redto ¡hevalueof ¡heLEM-75 strain.Theresultsaresiam-
marized in lbble 2 and Figures 1 and 2. Briefly, the
LEM-307 andDanielstocksshoweda mobílityof ¡05 for
theisoenzyme0-6-POand140 for NPcorresponding[o
ZM-29. TheOscar,59933 and5825isolatesshowedamo-
bility of ¡05 for G-6-PDand 100 for NP corresponding
to ZM-33. Sucha result hasbeendelectedin Madrid pro-

vince for ¡he first time. The ZM-28 LEM-458 marker
showsa mobility of ¡02 for G-6-PD arid of 140 for NP.
The rest of [he mobililíes obtainedwith alí ísoenzyrnea
used,for everysíock, were ¡00, similar ¡o LEM-75 ZM-1
(resulís nol shown itt Ihe Figures).

Karyotyping by PFG/RFE

Thepalternin everystockcontaicisovertwelve banda
(Fig. 3). ThereisaDNA condensalionwith an apparenl
sim of 2300 kbp, ¡wo close900 kbp bandsconstantin
alí stocksanda highly variablebandpalterabetween900
to 300 kbp. Itt [heDaniel stock a very low MW bandof
¡50 kbp is visible. By densitometriccomparisona clear
honiologycanbe establishedbetween¡heLEM-307 and
Oscarstrains,thelattershowingtwo additionalbandaof
350 and 340 kbp.

DISCUSSION

TheassertionthaI L. infanlum is ¡he only Leishniania
speciesitt Spainresponsiblefor culaneousleishmaniasis

S¡ock nanie Code Zymodeme 1-lost Lesion Origin

• LEM-75 MHOM/FR/80/LEM-75 ZM-l HIV<—)
LEM-307 MHOM/ES/Sl/LEM-307 ZM-29 HJV(—)
LEM-458 MHOM/ES/83/LEM-458 ZM-28 HIV(—)
Oscar MHOM/ES/88/LLM-106 ZM-33 HIV(i-)
Antonio MHOM/ESIS8/LLM-l5O ZM-l HIV(4-)
Daniel MHOM/ES/88/LLM-175 ZM-29 HIV(i-)
59933 MHOM/ESI9O/LLM-200 ZM-33 HIV(+)
58140 MHOM/ES/90/LLM-195 ZM-¡ HIV(+)
Milagros MHOM/ES/88/LLM-lS0 ZM-¡ HIV(+)
Jesús MHOM/ES/88/LLM-190 ZM-l HIV(+>
5825 MHOM/ES/90/LLM-205 ZM-33 l-11V(-<-)

Visceral
Cutanenus
Visceral
Cutanenus
Visceral
Visceral
Visceral
Visceral
Visceral
Visceral
Visceral

Pirineos
Barcelona
Barcelona
Madrid
Madrid
Madrid
Madrid
Madrid
Madrid
Madrid
Madrid

bble 1.— Charac¡erisdcsol ¡he Leishmaníastoclcs isolates from HIV seroposilivepersons. = zymodeme L. infan lun: markers.

Síock 75 307 458 Osc. Ant. Dan, Mil. Jes. 58140 59933 5825

api toe íoo 100 100 100 ¡oc 100
6POD ¡00 ¡00 lOO 100 100 100 100
NEI lOO 140 140 lOO 100 140 ¡00
NFZ ¡00 100 lOO lOO 100 100 ¡00
O6PD ¡00 105 102 lOS lOO 105 lOO
COTí ¡00 lOO 100 100 100 100 100
carz lOo 100 100 100 100 100 loo
MDH 100 104 104 104 100 104 100
ME 100 100 [00 lOO ¡00 lOO 100
¡CI) ¡00 100 00 00 100 ¡00 lOO
DíA 1(10 100 lOO lOO 100 100 100
¡‘CM lOO 100 lOO 100 100 100 100
MP) 100 100 lOO lOO 100 100 100
PH 100 100 [00 100 100 100 100
aLUD [00 100 100 100 ¡00 100 100

lOO lOO
¡06 ¡00
100 ¡00
100 100
100 100
100 100
loo ¡00
100 lOO
lOO lOO
lOO lOO
100 100
100 100
lOO 100
100 100
¡00 100

¡00 lOO
lOO IDO
105 100
¡00 lOO
lOS lOS
100 100
100 lOO
¡04 [04
lOO lOO
00 lOO
[00 100
100 100
¡00 100
100 100
100 100

ZM 1 29 28 33 1 29 í í 1 33 33
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lhble 2— ¡snenzymeprofile of severalLeishmania infantum stocks isolatedfrom HIV seropositivepersons.



“a s cesíed again in ¡he Oscarculaneous isolate. whose
ísoen¡vínc paileracorre spousds ‘viih L. infaníwn XX 1-33 -

Ihis observalion has beeí íiripoinled previonsísusing
1$Lk nzvmc aIl¡Vsis in severalSoní 1wesí Furo¡íe:cn coníí —

ríes, 1 ncloding Spain(R it n.x el ¿tI., 198(1; Pí.w rs cí al,
1 9&i; Ac VAR & Oíaíz, ¡987; Ai VAR, 1988; Pc uit s cl al..
19.89).

/51-29 hasheen soFocOtroni 1. h,/h,í¡cap;csí¶aneoíí~
rt,cks (¡¾>RI s u ¿:1., 1986>, boíh in souílcc;csí France

aud Spain(Barcelona).¡a 11w presenhsiudv <¡cus ZS¡-29
was Íonnd icí a ‘visceriil isolaíe(Daniel)froní Madrid ja-

¡cíe 2). ZN¡-33 was previouslydescrihediíí Franceaid re-
ceciíls deíecíedin Barcelona(PoR! s ti tI.. 1989>. lis pre-
sencei ti ibreeaddii olía ¡ síocks lrom ~1adr cl ¡s herece-
rroboraíed:íwo troní visceral lcsions ;ind ene roca a
di ft¡íse cutaííeousleishmaniasis.A similar síluiiliofl has
¡cccii reponed u Ita’ Ion a cutaucans =-víiiodeciie.Z\ 1-24,
solated Iroin ¡cenemarro~sm n un ini aieaoconi proinised

patiení tCiI{xl>í 1--]. (.iu.sstu í; & Bí vi ‘a. 1991)>. ¡u che
Alííes síaritiníesreg oc: Irancc> a set o1 sevenchajacte—
riad viscerals¡ocksirGm ¡-¡IV SCrOpOSiIiVCS ~sereZM—I
(Ni ARt el al., ¡989). Tlíe anergiecondícící:of [¡cosepu-
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1 ¡caí.s ji eríuit s parasile disseaímalien bol Ii in tic si seera
as wcl¡ as IR [líe skííí (YLIIIC-\ cro/.. ¡988). Thc opíio~siíc
S¡iIIdtloli Ii;IS ¡ceca demoasíraíecl0v 1... í,vpua, ívííiculls
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¡ Short Report

Isolation of Le¡shmania infantum
from the bicod of a patient w¡th AIDS
us¡ng sandfl¡es.

R. Molinai, R. López-VéIeztII. Gutiérrez-Solar’,M,
1, Jiménez~ aid J. Alvar’ Servicio de Para.sí¡o¿ogia,
Centro Nacional de Microbtología,hís:itíífo de Salud Carías
¡II, Magadahonda, Madrid, Spabí~ U,íidad cte Medicina
Tropical y I’arasiíología Clin lea, Ser-u cio de U ¡erobiología
Hospital Raníón y Ca/al, Madrid, Spaíut

Leishmaniosis associ-acedwirh humaa imniunodetl-
ciencv virus HUY) infection is being icicrcasingly re-
porced¡ci Medilerraneancouníries,mainís’ Spain(ALTES
aal., ¡991; BERENGUERCEal., 1989; MONTALBANeI al.,
¡989; PETIBRS e: al., ¡990)- Over 30%of Ihe paliernsdo
naí e,chibit atts specificaníi-Leishmauuia antibodiesdes-
pite 11w fact thai parasicesarepresení¡ci banemarrowos-
pirales (ALVAR e: ¿rl., ¡989). Leíshníanía infaníí¡m is
usually searceitt che samples.íuaking ics demonstration
1-vs G¡emsasíaínicigdiffucul¡,

iherelore,alíernative íechniques,such ms cultivalion
or che pol~merasechain reaction(PCR), arebeing de-
velopedos ínechods<o amplifv cheorganisras.l-lowever,
1kw peculiarclinicalstatusolsoine parientspresencsdiffl-
cullies itt obcainingatt adequacesamplelar diagnosis.

1-lere we reporía patienísuffering frora acquiredira-
mune deticiency syndrome(AIFIS) aíid anci-Leishnua;íia
antibodiesal a litre of 1:64 1w indirect fluoresceníant-
body cesíing. Treatmettt ívas imrncdiaíely síarcedwith
peníavaleciranriínonials.The low level of spccifíc ami-
¡odiesprompiedanartcmptío demonsíraleche presence
of arnasligates.l3onemarrowaspirationacid blocid samp-
ling were atíempred2 d aher rhe beginning of <real-
mccii, buc íhc former ‘vas iinpossibledue<o ¡heclinical
condiríanof íhe patient. Onlv 3 inI of blaod were ob-
tained: ¡-5 ml was ucisuccesslullvtísed iii an actenipí¡o
separatethc¡culIs coa¡ itt aFicoll3 gradieníbr ihePCR.
Filty-ihreelemalePhlebo¡onuespemícíosíts, lrom asandfly
colonv establisheditt ciur laboratorywith sQecimenscol-
lecíed ¡u Spain Mor. [Ns- 1991>,“ere aríilíciallv lcd ouí
che rensaining1-5 ml of bluod us¡nga inembranelecding
apparalUswííh <he skin of a 3 d oíd chickcn os mcm-
br-inc i;WARD e: al.1978).Thirrv-iivc sandihieswere dis-
secced7 tI afíer leedingacid 9 were inlecíedwiíh Leish-
manía 25 -70a1, The Leíshmanua stock svos ¡solared itt
NNN medium ocid charcicíerized1w <he aíxalysisob 15
cnzvrriesosU ín/uíiuui¿ní zvmodeme33.

The ¡load~vashandíedaccording<o <he recornmenda-
Ponsof <he Ceníers for DiseaseControl, USA (CDC,
¡988), andihe membranefeeding procedurewas carried
orn ja asealedrooní wirh doubleduors.Theholdingcage
with the lcd flies was kepí in a chaínbermadeof trans-
pareníplasíicmaterial and<he imíed lijes ‘vere removed
~vithamechaiiica¡aspiraroracidimmediaíelvkilled.

Wc suggesí¡bis simple xeciociiagnoscictnethod as an
alterciative mearisof demonsrraíingLeis/ímanía in spe-
cialized laboralories when <he usual wchniques ¡cave
lailed attdche suspicionuf Leishmaciiasisis strong-

Additionally, we empbasizeche case wiíh which 1’.
peniiciosí¿s ívas cxperimerxial¡y infecíed, This suggests,
frora ¡heepidemiologicalpoiní of view, thai sorneimmu-
nodepressedpatienissuffering from leishrnaniasiscou¡d
serveasrcservoirsof íhis parasiticdisease.
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VISCERAL LEISHMANIASIS IN ANGOLA DUE TO
LEISHMANIA (LEISHMANIA) 1NFANTUM

MARIBEL JIMENEZ. SABINO PUENTE. BEATRIZ OUTIERREZ-SOLAR.
PILAR MARTíNEZ, AM3 JORGEALVAR

IÁ,jiorOt,IriÚ Na~-icí,uud de Relere,ucia de LeLufun,aniasi.~ Sen-itrio dc- Porasi:olagio. Ce,uiro Nacioncul
de Mi> -r,,hu,logia, ¿utítí Cc’n:ro Nacional dc- Ií¿s-cr¡oecuí mu,, (lun ¡ccci Medici,ua Pre.enhi

Instijato de Salar! LarIos 111, Alad rs:!, Spain

Absircu-t. A 26-year-oldmanfrora Angola wiíh no hisíoryof iravel outsideIhe counlry
presentedwith typical symptomsof visceral leisbraciniasis.The parasitewas ¡solatedand
biochemicolly characterizedusing botís kineiaplast DNA and nuclear DNA probes onu
showeda sírong homologywith Leishuianicí (teishníanía) donovani sentí’ lato (sL). Whei>
the nuclear DNA of Use isolate was hybridizedwith a specific Leishmnaííia (L> infanta»’
pí-obe. ibo paííemobíainedshowedadecir signalwith this species.To establishits ideníity
more specificolly, this isolate was typedusing a l5-syslem isoenzymepanel ciad thick-
slarch gel elecírophoresis.acid wasidentified as L. (U infanínní zymodeme1 (MAD-l).
Ihe mosí widespreadzymodemein Mediterraneancauntries.One caseof visceral leish-
iTiarnasis has beenreponeditt Angola. bíít Ihis cose is ¡he lirsí repofl of L (LI infantaní
la Africa southal the equator.

The twa Leíshníonia speciesresponsiblefar
visceral leishínaniasis(VL) are included in the
Le¿sií,nanic¡ (Leíshníania) do,uovani s.l. grotip-

Theseore L. (LI donovaní se,ísu’ sírielcí (s.s.) in
India aud east Africa, aid L. (L.) i,~ánluní itt
cuoniriesbordering[he MediterraneanSeaand
China. Leish,,ícínia (LI duagasi in 11w Americas
us consideredby most inves[igotors lo be U CL.)
¡,¡fa,zranz acid L. (LI arciulbaldí itt east Africa is

consideredto be a voriant of L. CI..> dopuovaní
s.s. Thereis little information avaulableno VL
un Afu-icon confinessouíh ob the equator, acid
only few reporis of its sporadic presenceare
kísown.-

Leishníanic¡ typing is basically performedby
ísoeniyme anoIy~is acid DNA probing. buí bath
methods boye advontage¿ aícid dusadvantages.
Isoeuízvíue characterization is a phenotv pie
meihad thai requires 5 X 10> proíuastigatesbar
eachassay.Sorneisolatesate di lIje tulí ta culture:
Ihus. preparalionof erli)Iigh material lar >5 ¡so-
enzyrnesystemsis expecisiveciad tiíne-consum-
ung. DNA íyp¡ng c¡rcumvenlsibis limitation ¿md
gives quaaliíaiiveacid quallilillive gentrstypic in-
formuiuon. Hawever. ihe mosí accurtute icifor-
inat¡Oii lar correlaíingvirulenceacid pathogeíie-
si s is obíained by isoeíizyíiseanalysis. wiih L.
¿/.. infruuruní being a goad example in wbicli
euI-.tucousocid visceral zymodemesIrtíve ¡caen
described.Among ínany publisbed zymodemes
k-,r ihus species.zvmocleíne1 ísynonymaííswith

MONI. LON-49, ciad MAD-I) is most wide-
sprecidriN ci causeof VL iii buracas.dogs, foxes.
ciad rats ¡a íhe Mediterraneaabasin)

MATERIALS ANO METHOD5

Casereport.A 26-yecir-aldman frain Angola
canseta Spainthreeweeksprior to medicalcon-
sultatian lar fever (40

0C),weight loss. and bre-
queníepistaxis.Porone month. he had bid ab-
dominal pain acid bever. He was lavad lo have
a4-cmhepatoívegolyasida 22-cmsplenomegaly
thai reached¡he right i¡iac crest. A pancylopenia
wos notedsvilh oíkxer laboratoryte~ resuliscom-
patible wirb leislsn.)aniasis: ¡.60<) leukocyles/
mm’. hemoglobin (75 g/L). hemaLocril (225%).
162,009 plarelets/mm>.total proteicis (¡.080
gIL). cilhuniin <25 g/L). alfal globulin (2 gIL>.
alfa-2 globulin (5 gIL). betaglobulin <Si giLí.
gamma-glnbulin(67 gIL). ciad polycloaal IgO
(81.94 g/LL Tesisresidíslot hepaiilis B acid C
virus. Salnua,íella, brucellosis. ricketisia, active
malaria. ciad sehislosomiasiswere negaiive.Aa-
tibisdies la humanirnmunodeñeíencyvirus were
aol deseciedby eazyme-Iinkeclimmunasorbeflt
assayasid Westernblottíng. A bonemarrow Os-
pírate -hc,wed frequcal amastigotes-Seralogic
¡íaalvsis lar leishmaniosisby ca ¡mmunolluores—
cecí arítibody íesí showed Ii ¡her of ¡/640 ciad
caunterimciiunoeleclrapharesisshowedspecilic
precipitation arts-

T¡íe paúentwas[reatadwith 20 rnglkgldayob

687
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meglurnineantiíroniatelar 21 daysanc¡ showad
total racovery within a lew weeks.No relapses
were observecíduring tíse naxt sevenrnonths.1-le
showeda weight gain of ID kg cind a reduclion
ir spleiioiiiegaly litar 22 cm lo 2 cm. Olbaí ah-

oraíory tasi resulís were as baliows: hemogloblír
(¡27 gfL), bemaíacri t (3888%). total pnoleiírs
(94 gIL), cilbum ia (52. 1 gIL) .alia—1 gíobuli ir
(2.2 gIL), ciIla-2 globulin (S.l gIL). betaglabulin
(7.7 gIL), garnrnci-globuiin (24 gIL), polyclonal
¡gO (23.80 gIL).

Biochemical characterization. Tlíe síock
was isolatedby boííe marrow aspiration,grown
in NNN mediiim, and cultured oír a larga sca¡e
in RPIvII 1640 niediurnsupplemeatedwitli 10%
letal calI serura(FCS). Tbe cedenanagiven te
ibis strainwas MHOM/A0191/LLM-85 <Paulo)
L. <L) infanumí. Tha following iniernatioííalraIL
erence nrarkers of Lei¶Jnnaííia spaciesattd L.
(LI i,¡fr¿nn”.¡ zyrnodernes ware usad: MHOM/
ET/72/L-100 (LRC-L 147) L. (L.) cu’thiopica.
MHOM/IQ/65/A. SINAí 1 (LRC-L 32) L (U)
Iropiccí, MI-IOM/SU174/K27 L. tt.) ¡repita.
MHOM/SU/7315-ASKH U (U) majar. MHOM/
ET/67/HU3 (LRC-L 133> L. (1.) do,íavani s -.
MHOM/TN/80/ll’T-I L. (U) ¡nf=nítímu,MI-bM!
FR/78/LEM-75 L. (L,) i,ífanlcíní referencestnaitr
bar zymodarne 1 (MON-!>. MHOM/ES/8h/
LEM-307 L. <L.) ¡nfamíí¿u;¡ relerancesir-ajo Ini
zymodaine29 (MON-29), MHOMIDZ/83/LEM-
425 L. (L.) ¡nfan¡unu referancestrain lar zyíno-
dame 80, acid MHOMIFR]82/LEM-356 L. IL.)
¡nfcnuumn refarence sírain lar zy¡nodeíure 33
<MON-33).

Pi-atacaNfon isa¡atingLeislunania DNA raya
beeírprevious¡y deseribed?Briafly. litiNA nad
nDNA war-c puí-ified iii hy eesiuiíí cli bride—
eííricliurn bí-arnide density gíadient ceuítmilr.uga-
liaír - Tbe litiNAs weredigestedwiíb Une ¡II ciad
tbe bnígineírtssvei-a separ-ataclby electrapíroresis
oír 1.8<4 agarose gels. A llar <líe nDNAs wcrc
digaste<í w iíb 1’>’, 1 auid 1-l/»O II l/J3aní Hl. tIre>-
weí-a snbjectedca alectropíraresisarr 03% íiga—
rcrse gels ciad Souíhar-n—blaíted¿iiilo ny bu uncía—
branes.’KiuíatoplasíDNA Iíybriclizatian wascaí—
riad ant using cia U (¿.1 danoí’ani x./.—spacilic
litiNA probe (40<) bascpains) dasignatad307/k-1
CAlvar J, imnpublisheddala). Nuclear DNA hy-
bridizatianwasperiot-medwiílí [be 7-059irUNA
probe preparad fi-aun ciii L. in/?¿,ríucni cDNA Ii—
brary thai is al so specilic lar L. (L.. 1 donova, u,
s.L<í Api cidditiaaal lrybridizatian wasdone usiag
nONA of Ibe isalateami puirba pDK2O saladad

Kb

9.4—

4.4-

2.3-

1.5-

0.6-

123456

Pci! ut> 1 - Ati morad iogu-rípb ni a Smiu líe rur ¡Ial nr
te¡sburrauír ial unteIcaur FINAs di ges lcd w ib PsI i ir d ¡y—
bridized wiib tire 7—1)59 prolre. Lííure 1 11>1>1: [cine
2 = [‘atila; aíre 3 l.±M—75:nne 4 5—ASKI-I; [cine
5 = LRC— 133: arpe fi LRG-32. lii’ = lii aNises-

bronr a genorni e libouy of L ni«¡cm (M 1-1OM 1
SN/DO/OK1) thai cciii clisíinguisbhctweanL. CL.)
do, huí ‘a, ti .s- y a cid L. L. 1 ¿alón ¡cima - ‘ Probas we re
1 arbeled wiílr 32P hy tlíc ntíadoní primer inechiocí.
Resulisweí-e ohcaiuíad¡y autoradiagíaphy-

lsoenzyníe lypi ng wcis carried ant wi th 5 Y
1 0~ pi-omasti got es ib u í were h arveskdl fuorn

RPM 1 ¡ 640—10% FCS Líy eaatribugaíion acid
wasbedtlííea ti mes - Tbicli síaiclí gel alcxtiaph<i-
¡asís was períarníad allowiag p¡-avious praia-
coís usiírg a ¡ 5—enzyaíe systaní panel:’ glo-
eose pbosphata isauiíerase (GPi EC.5.3.1,9),
6-pbospbaglueoaacedahydrngeírasaCÓ-PGiD

a
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Stdl 2 34 567 1234567

lici,RL 2. A, krauuding paaíerscrf leishrír¡icii;íl kinetoplasi LONAs digestedwitli Une III. LaneSíd pbage
I’M2 digestedwitb ¡lía- III; lourc 1 LFM-3i17; aíre 2 — 5ASKi-f; ature 3 = IPT- 1; jane 4 = Paula; lane 5
= l.EM-75; iaííe fi LRC-133; luuíc 7 LRC-32. II, nutoradingraupírafilie gel huí A blotíedana nylon r,reunbrane
,rnd iryirridi,ed wimlí ulue 3(171k- 1 FINA prohe. Values on tite [cfi ide of A aire ¡ci liasepairs.

FC. 1 - ¡ - 1 44). gIucose—6—plrosplrate delrydroge -

nase <G6PD FC. 1. ¡.1.49>. nucleosyl phaspbar-

s- ase 1 (Nl’— 1 FC.242i. naueleosy 1 pbosphnry-
¡ase 2 tNP—2 FC242> . giutaurrateoxuítiacetaite
irauuslerase ¡ aísrd 2 001—1 and (IOT—2
EC.26.1-Ii. urralie ea¡ymrre <MF FC.. li 4(1>.
malata dalrydragenase t MDI-I FC- 1~ 1.137<. so-

chi-ate debydrageurase(¡CD FC. 1-1~ .42). pIras-
plrogincourintaseC PGM FC.27.5.¡ í. diapbnrase
(1)1A FC- 1 6.22).mannasapíraspliateisomarase
M Pl FC 5.3 - ¡ M. g ¡tit.í nraw mIt. b ydrogenasa
Ci LIII) FC. 1 4.1.3í. aird b.murraurate irvdramnse
Pl] FC 42. 1.2>. The <Jata “-ere analy~’ed w tu

tite n o ríer¡ cal tasautomiry pragrani TAXAN i ¡ n —

orin att¡ oir ReSoturcas(1 ron~i.Mary lancl Eiotaelt—
uroiagy lurstitute, Univers¡tv of Marx and. Col—
lege l’ark. NI ti) mrd 1w applyi ir g iba Jaccards

sinri lar¡iy ¡cicles S(JY A similarity rnatrix was
ccrmnputad aud transformad mro an cigglamera-
uve hierarchialcluster- acid nelaíionslrips werc
depicred ¡ n a dendrngrani.

RESULTS

Cliaracíerízcutional írDNA al tha Pauloscrain
uy Souíbernblaiting Iollowed by hybndi2atiaa
ivitír tIre 7-059 ciNA proboshowed cha sanie
baadisrgpaníernos dic markerslar L donaran!
s.l. <U <U in/óna,nu (IPT- ¡ - LEM—75 > and U.
U> d¿nmcumwui s.s. (LRC-L 133)), buí a poitern

tíral xvas di llenaní Iraní tose al L. (Li nutijor
C5-ASKH) or L. (L.J trapito (LRC-L 32i. ita
observadbandsof 6.3. 3.0, 1.6. 1.4, ciad 0.8 lib

1789

1454—

897—

685—
631 —

639—

344—
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1 234
kb 567

a

Fiou¡¿c3. Sauclrernbloc al nuclearDNAs digesied
wiiiu Riad III aurd Han, Hl mrd bybi-idized witlr tIre
pDK2O probe. Lotte 1 = LFM-425; laure 2 = LEM-
75; lauro 3 = IPT-); aíre4 = Paulo; ano 5 = LRC-
[33; lane6 = 5-ASKH; bine 7 = LRC-32. U = ki-
aboses.

¡raya Sean shawnto be speciñcfou iba Leislí-
niduhia spaciesthart causaVL (Figure 1).

Wíren iba kDNA of chePaulostiaumr wascírar-
cicterizedwith cha 307/k-l kDNA probe,a dccii-
hybridiZauiansignal wasobcajurad,similar [o the
une giveur by other L, (L,) i«fauutunu marliers
(LEM-307, IPT-l, aurdLEM-75) andL (LI da,,-
uva/si s.s. (LRC-L ¡33). This canlirmecí tIre me-
¡atiocislrip of iba Paulo stíain with U. (U.)
donovaní s.l. No crass-hybridizatiaur wcis oh-
servedwith U. (U.) tropica (LRC-L 32). The
fragnieacused as proSais presaníin different
miuricircía farnilies aurd shows a significantly
higher number of copies for the homologaus
stockLEM-307 (Figure 2).

Tha pattern obtainedwith the urDNA of che
Paulo siralur hybridizad with cha pDK2O probe
is closely relatad to U. (L.) i,¡faníunu (LEM-75
ami IPT-l) racherchantoL. (L.) do,uc,va,ui (LRC-
L ¡33). Tha 18-kb fragment in U. (L) infaníaní
stocks seamsca Se amualogausto [he 14-kbfrag-
maní in U, (U.) donovaní, in wbich cm ciddiiianal
hybridizing 4-kb fragnuantis píesaní(Figure 3j.

ThaanZymaticpanernciurd zymograpb for alí
síraiursacid stocks wasobíained Sy comparisan
of the alactrophoreticmability of aach aírzyme
with cha anzymamabi¡ities ob scrauír LEM-75.
usimrg ¡00 as an arbitrary síaírdard value. The
mobility patterirs nf [he GOT— 1 acid MDH isa-
enzyrnesdilferairriated U. CL.> doaar’an¡ s.s. cind
L, (U,) in/áahmíau, acid [he paiteicis obtaimcd wiib

TAnLul 1
Isoc’,u zy-asc pra/ii:’ o] LesIi malida 0/4 World rcJó,c’nce snr~ lis’. L. CL.> i mía uru unl ,c’/i’rrat¿-e vírahus, wur/ risc Aisgahí

sic ck c,hiaipucr/ 1w toflzj~n-,scnt c-rf 4to elr’círapluo sitie- ss,ahduiv o/ eruIu e’,uzwusr’ rl -isis use- r-sszv~’u c- ,ssol,iIiiic’s of
duce s-e4,rnr.re surdo LiEA1~75

.ReíemcnL-e
‘ira’5-.

i>iuivsuie

idi) O c,u’I NI’I Nr 2 MDII Nu e u-caí> su u-u oh-u Go-u- u utfl-2 (ILLIí) pi u ni A FC aM ¡su

LEM—75t
LEM—307t
LEM—356t
iPT—l
5-ASKH
LRC-147
K-27
LRC-32
LRC—133

lOt)
0<>

lOO
lOO
90

lOO
lOO
lOO
[00

100
105
105
100
94
82
82
82

lOO

00
[40
ít>o
oc>

400
700
450
450
140

lOO
lOO
lOO
loo
90

[20
[00
90

lOO

100
11)4
104
lOo
160
lOO
112
lOO
112

íOO
lOO
lOO
00
88

lOS
00
95

[00

[00
[00
[00
[tít)
[22
[40
93
95

lOO

lOO
loO
lOO
íOO
150
íOS
íOO
101
lOt)

lOO
100
lOO
lOt)
77
53
76
76

[1)1)

lOt)
lOt)
00
Oc)

líO
27
35

135
113

lOO
lOO
0(1

lOO
líO
líO
90
90

13

oc>
10(1

(1(1
[00
200
lOO
95
95

[0(1

lOt>
lOt)
[(>0
[(11)
79

[05
[00
lOO
lOO

lOt)
[00
lOt)
[(It)
[00
loo
[(10
[(It)
[00

0(1
lOO
lOO
[0(1
[8
123
lOS
[(>0
[0(1

2
2’I
33

1
4
íd
1rO
39

8

Angola stack
Paulo [00 1(11) lOO [00 lOO [Oc) lOt) 101) [00 lOO 0(1 [00 1(11) [00 lOt)

Fu; dcii iii>en of en? >níe s - ‘me Nlateriai ned Mci ‘aje. Ve i uce are rei-au¡-it- nicih> hice. eeing uno ha,, íri,¡imary su,nd,crd. ¡NI = iv ucd reír.
t L. f0 ,>eA,n.ríiní ~yníocie.ienuarker,.
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Fmc;í.’uit> 4. ¡)e¡rdragrauTr resulu¡írg ron we¡ghted
averagelínliage ciusuer uíaaiysís applyicig thaiauccards
sin,¡larilv indas St]. Zvnrcrdcn,e (ZM >- u = LEM-75
u L:’isIu,uu,uuiit, i,ufisuí¡,>,u,u. 1 PT- u . a¡rd Paulo; ZM—29
LFM-307 (L.. ial a,u:scnuu: ZM-33 LEM-356 IL. bu-
/~Iuissc,uh u; ZM— 1 8 = LRC— [33it- ,Ia,íov-:uuuiu: ZM—39
LRC-32 II.. ir-apura u; ZM-ét) 1<27t.L sr-apdo u; ZM—
14 = LRC- [47 L. ac’tfuia,ui’u>; ZM-4 5-AS KH (L.

uuucujas-); [FF1 u L i,ufiunuuatsi. Paulo <L. hrftnu¡uauu).

GÓPD. NP 1 . ¡md M tiH idanti liad iba Paulo
síras mr as L. CL.> inflautuan zyurmdetrre MAD— ¡
lviadricí— [1. ‘Iba emzvurraiic purO le is shown in

Table ¡ - TIra dendogran’ result¡ng iran weighí-
cd averageíiurkage clusíer ¡unalysis is showci ¡ci

Figura 4. in ~vbicbtIre similarity betwean ihe
Paulo. IPT— 1 . ;uncl LFM-75 sírairrs can be oh-
sanad-

1)5 SCUSSSC >5

Tire cl¡ nical bi siam-y of tbe paliad wi ib sple-
uranragalyami wlro lracl traen iii Spa¡tr br ami ly

threeweeks.with no Instar5’ al ircivel to otlier
cautríries,rules oíut tía passibility thai tus in-
tedian wascaniraccedoucsideAngola. Our pa-
tianí wos fbi cici imnigroní ta Angola from mear-
hy cauniriessuch tus Zaireor Namibia. in which
traval is rasíricíed.Ocie caseof VL from Angola
hasleenreponed, buí no infarmalion C5~St5 Qn
tbis cuse(unpublisheddala). A fevv casesof VL
haya Sean reponedin cauntriesbardering Arr-
gola. In Zaire. ant caseof VL was reponedir
l978 and sk casesob cutoncausleislrmaniasis
(CL) were reportad between ¡983 sund 1988.
Twa casesof VL were diagnosedin Zambia in
Iba 1970s,but ma linown casesexisí in [he Con-
go. In Namibia, only 24 casasof CL causadby
U. (LI frapico are known. Nona al [ha irbava
citad Leisimnua,uicu sioclis thai cause VL have
beencharactariZedpreviausly3

¡ci tIra Oíd World, spaciesothar lían L It.)
da,sou-ani si. are respoursiblelar VL in excep-
tional situatians.rrrainly ¡ci caseswitlr imintllro—
dapressiari.Leisl,nmcunia (LI empico hasbeenre-
portad as a vmsceralizing spacies ci Sudanesa
patients. Cm tira alIjar haírd. anomalaus aruco-
cutancausleishmaniasishasbeen reportadla be
causadSy L. (L.> infaneu¡nu and L. (L.> majar.
TIre dermotrapic or visceratropic zyruademes
with¡ci the spaciesL. CL.) infan:»,» chongedcii-
iissuatrapbismdíta lo anergy wben tIra pacienIs
are camnfecred with VL mrd acquired immuna-
deliciancy syndromeiI~ Howevar. aur patient
wasnal iiurnunodepressad.

TíanONA proSa0-759hasSeenshawcito be
a paweriu¡tao] ¡ci qualilative y di Iferení¡riO ng al1
Oíd Warld Leislsmania species.inclímding U. <L.I
:Ionou-cuni y. 1., but caí baíwaenL. < L. 1 clnuavani
s - asid. L (U.> in/hnnasaf Tbe kDNA prcrbe3(17/
li— 1 is also ural afile to distinguisí ilesa spaCieS.
Hosvaver.iba stronglrybridization of iha Paulo
sarck vviíh liase pi-críes is cansistencwiih lis
dentiticauion ay a niembarof iba L. tL. ¿taita—

y-asti si. graufl. Tha pi-abc ptiK2O c¡rcururvents
ihis lituritatian Irecausa it can d¡stingírish be-
cwaeciU. CL.> donava;si s.s. acid U. L. > in/anna>: 1
att iba trasisal a mroncanservedDNA sequence.
Tus pi-aIre yvas testadwitb 50 referancastocks
mrd shcrwcdno variation iii its ability ta distin—
guisli batwaanSath spacias.’Tbis pi-abc Iras cuso
leenusabul ci characterizingtía Paulasíoci os
L CL) infcnsfu¿nu-

lsoanzyma íypiirg ciearly showed ¡¡jal tha
Paulastackcauld be assígmedcci [beL <U. 1 i~u-
/á,ufnnh z’¿madama NI Ati- 1 . Zytiroderne ¡ is
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wide¡y dissenrimaiedas tira causativacigeuli al
VL in caunwias bordariug tía Maditarrcnaauur
Sea.cus well cis Portugal)’ Tía caseal VL da-
scí-ibed baracould be líe resuital art incraducad
facus fi-orn Portugal causadSy papulatianmi-
gi-ationduring tía colonial penad(látí and l7tb
canturias).It Iras cusoSeansuggescedIbal L. <U.)
cluagas) wcis intraducadmía tía Amaneasby tba
dogs of tic Conquistadoras.i~Cocversely, wa
balieve chac U. (U.> infantunu is dissarninateditt
Africa md is escablished.nol only in casI Africa
whei-e lis prasanceis well knowri, buí alsaaut-
sida chis anca, in cauniriessíscí as Senegal.tIre
CentralAfnícanRepub]ic,or fui-thai- ta tía south,
in Angola.3- 7

Acktrowledgnient:WE tirutnk Di-. O. i. J. M. van Eys
lar providiurgcha ciNA pi-otra 7-059 muid pDK2O.

Fiutancia] suppart: Tíris study was suppnruedby che
Foirdo de invas¶igaciouíesSanitariasda la Seguridad
Social (Expía. 90/1172BAEI.

Autbori addu-esses:lvi ari bel Jimeirez. Beatriz Guutier—
rez-Soiai-, uuurd Joi-ge Alvar, Servicio tía Parasiiologiu.
CentroNociamutí da Microbiolagia, imst¡cíutcu de Suulcud
Carlos lii, 28220Majudalronda.Madrid, Spauur.Sabinir
Pííemte andPilar Marciire-z. Centro Nacioirur] de Inves-
ligacionesChinicasy MedicinaPrevencivcu,institutada
SaludCarlos [II. 28029 Madrid. Spairr.

Rapriní reqcuesls:JorgeAlvar, Serviciode Pai-asitalo-
gia. Centro Naciauía) da Microbialogia, luísii tilín de
SaludCarlos III. 28020Mojadahondut.Madrid. Spuriir.
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Could infected dmg-users be potetitial Leishmania in(antum reservcirs?

¡níravenausdrug users(IVDU) represencover65%
of alí HIV-posírive cases in Spain. lo a previcus
paper on ílw prevalence of leishmaniasisamong
A¡DS paíients.we suggesred&ac svrírxgesrnight be
a ransmussiom route for the parasíreIII. teíshma-
isla infan¡um is the causauiveageolof both cuta-
nenus and visceral forms of leishman¡asisin south-
wesc Europeancounries due to biochemicalvan-
anis or zvrnodemes.In diesecounuríes,over 300 L.
infan¡um ¡solaresboye beentvped to dateandonly
12 zymodemesboye been found. Zvmodeme 1 is
che var¡anubound in immunocompe¡enrhumansin
90~tof sicerlocropiccasesand. with a singleexcep-
(ion, ihe onlv onederecíedmo canínestíbe principal
reservoirsof L. mnfantum>. Zvrnodemes24, 29 and
33 havebeenisolaredfronu mosí immunocompe¡ent
casesof cutaneousleishmaniasiswbosereservoirs
zrre Mill rial fuiN under~íoad.Hawever.ihase cu-
wneous zvmodemesboye aÑo been salaredfrom
bone marrow in AIDS patíenís. oirá are probably
ube expressionof A¡DS-assodacedanergy[2.31.The
clinical manífesrarionof Ieíshroaníasíscausedby L.
t74/afllttm mav chus be ube resuhof a balancebe-
tween the vímicoceof ube paraslie(zymodemes)
and cheefficiencv of te cellular ¡mmmxc response.

Wc typed 47 L. mnfantum viscerouropicsolacesfrom
HIV co-infeccedIVDU fi-orn Spain, sevenof wbom
were asymptomatic.

Surprisingly,eight differen zymodemeswere faurid
by siarcb gel eleccrophcresisusiog the cur-renc
panel of 15 enzvmesescablished hy che Laboro-
cofre dEcologie Médicale, Monipellier. France. Zy-
mo-deme1 (MAD-Il was presení¡ir only 18 our of
47 ¡solacesfrom Madrid (15 scocks anáMallorca (3
suocks).Twa new zymodenues,MAD-500 andMAD-
501, were detected:MAD-500 was found in scocks
fi-orn Andalucia <2) andMadrid (1) ami MAD-SO] jo
scocksfrom Madrid (2). Ochercomrnonzymodemes
were MAD-33 (7) and MAD-24 <9), bat in Madrid
srocks (che ¡aner che firsí in Spain>. MAD-27 (1),
MAD-29 (3) and MAD-34 (4), were fornid mainly itt
Levante(tire laaer tire flrst fu Spain).Daca oir clic
enzymaticpaucruswereaoalysedusiogcheTAXAN
programlar nurnerialtaxonomy (MarylandBiotech-
nology Instituce. Callege Park, Maryland, USA) in
which Jaccards similarivv mdcx is used. The van-
ability demonstrotedwas mucir higher iban char ob-
cained in stocks from immunocompeuernpatienís.

Tire cansiscentpresenceof cercainzvmodemesiso-
laced from HIV-infecíed subiecís thai are uncam-
man in immunocompetencpauientsin Spainanda-
sení in dogs,and te variabilirv of L. i>:frnuurn un
co-infectionsreinfofcedwirh new zymodernes.sug-
gescchacco-infeccedpadenusareporerruial Ieservoíry
bor rl-te aboye zymademesand allow cheir trans-
rnission w¡uhin [VDU communiíies.Syringes could
act as che vehicles lar parasiue-infectedcirculauing
macrophagessince.in co-infeccedpatíenus,Leúbma-
ma Is easilv identified in bload 1w smearscaining
or isolacedby senodiagnosisusingsandíliesuhacin-
gest 0-5 kd fu each sefing (much less than che bload
shared fu syninges) (4,5).
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Sexually transmicted discan tus mal Africa

mereare many reasonswhy sexually uransmicted
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of a defíciencinfrascructurewich inadequaceuraining
and poar mouivaíiarx amongche govenirnenuMalí
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New Leishmania <Le¡shmania)
infantum zymociemes responsible br
visceral ieishman¡asis in patients
co-intectecí w¡th HIV in Spain

NI. 1. Jinrénezí, F. Laguna
2, F. Solís3 ami II. Alvar

‘LrL’orumtorio N~ucio,uííl de &tcrcncia de Leisisnia,uiuísis. Ser-
;iUbo (e Píírasitolo@t Ccii tro Nacional tic Microbialogíií
oíd Se’-vicio de Eakrrnedíudes luuÑcciosas. Ccii Ira de huyes-
tivícíormes ciIuhí i¿us. Instituto de Siulutl Ñudos (II.
.\ fa, híiiiu¿r,i u ¡ni, ?.-lcudrid. Sp~sius; ~Un ichal tic Mitrobio¡o9 tu
:iP, rlsu tolo’~ ¡a, l—iosvitiil ¡‘roztnciti ¿ dc Cáidobíu, Spain

Ci> inlÁxt ¡oms ~íith L cislsuíu¿s lii (L eitlímcu isla) infisuítum
rial human immnunadaficiaocvvii-tus <111V) areralativaly
ct,rnrnonin south-wast Eurahe.wharebatir infactioos
ívcrlap. fwa-Ihirds of alt visceral laishmaniasis (VL)
ursasareadultsaodit is astirnated thatovar70%of theín
.iro assocéaied ~viih H[V co—infection (ALVAR. 1994).
Ninadiftaraot L. L-) biih.stmcaí zvmoderneshayaso lar
¡‘ccii dentitiadin patienísw¡tIu leishmnaniasisassocíated
‘vitir [-[IViurfecluao:viscerotropicbalatasZM-1 ZM-28,
/Nl-l3bandZNI-183.aciddermotron¡csolacesZM-24,
ZM-29, ZNI-33, ZSI-34 and ZM-78 (PaRTOSel si., 1989;
MA u rY el ml., 1991; CRANIICCIA el mi-, 1992; PR,\i-LONG
it sí., 1993; ALVAR & JINtENEZ, 1994>-fha cutaireujiusdr
‘ iscarníIropisní of L. (L.) Pi fluuísíní is determinadSv ¡Ls
‘unuicoca (zymadama) and LhC irnarunecall-nradiatedre-
sponse ¡o caclrcase,lo co-infectadpaticnis.ciutancaus
zvnrodemesare traquentlv ¡solidad<ramviscaradueto
¡Se aoargvof tSepatiant (JIMÉNEZ el rl1.. 1991;GRt\DoNI

& Giugulccla, 1994)-
Hera ~iere~rt tSe iseenzyoueLyping of 5 sL~ks ¡so-

¡atad<ram co-infectadpatiecís,usinga panalof 15 ia-
saenzvrnesandstarchgelelectrophoresistus previously
(NIORENO el ml.. 1986>. Fiva refarcírcestrainsoíL. (L.)
iuuñuníu,u,izvmodeoueswera usad:MHOM/FR.78/LEM-
75 (SION-Il, NUIOM,ES,OIMC’4-65(MON-28>, MHOM/
ES/Sil LFM-307 (MON-29), MHOM/ES/82/LFM-356
(NION.33) mrd XIHOM/DZ¡53/LEMA25 <NION-SO)-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
it re L iuiOSO p!rostñaiCsomarrseelecuroplri2ietucprdr retorretar—

un esurauneandstcc~sof L. u LI ‘,iiu,u ciuuuu t 2V irrodenremiunuirersare ti

SI \O ‘Si -4 LEM-356 {NcAD.33): 5: LEM—t25 (ttAD-SO): 6: LIII-
ir \[AO 1s3<; 7. LiENI-75 uNtAD-FI: 8: LLNt-340 (NIAD-183k 9.
-‘1 , ‘.tAD-ul: 10 LLNt.3fl iXtAO-Sdli; II: LENI.75 MAO-rl;

- - St 3S1 MAO- 1 531; 13: LLNI-)75 (NIAD-50)i.

¿oi-respuirdung zt’modcnres un tIra ZM ¡zvmodamat NtON
Nionipelliar> mrd MAO (Madrid) señasiragiven tiresama

irurribere:cg. ZNI.IMCN-1 4IAD-l. etc.

Stocks LLM-336. LLM-340 .íurd LLNI-382 líad uuntusímal
alacLramorphvaluaslar glucosaphosphataisarnerasa
(Ci1’¡> of liSiad ma¡icdehvdrogenasetMDH> nf 104,
which distinguishedt¡rao< lrotn MON-3-I (GPI-100,
MIJH-104). LLM-373 and LLM-175 liad iba follawiurg
mabilities:MDH104.gtucose-6-phosphatedaiívdroga-
nasa<G-6-l’ti¡-1) =105,purinanualeosidephosphorvlase
1 (NPI»140.andGP1105,cha laltar ot which ditfers
<ram chaL of MON-29 (N1DH104. G-ó-PDHIOS.
MII =140aodGPI—100>.Themobilitiesot íha standard
straimr LEM-75 (MON-1) arealt cakaoas 100. Ra CPI
e¡actr-orurorphpattai-nsareshawnir chaFigura.

Stmks LLM-373 md LLM-175. bach fronu Madrid.
Saiongto a newenzvmaticvaniant (MAD-SOl). Síacis
LLM-336. LLM-340 ¿md LLM-382 sharacomrnon
isaenzvmacharacteristicswithzvmodemeN¡OS’-lS3,re-
canclvdascribad(ram2 1-11Vpatiantsfm-orn tSe Valencia
rrea:Spaimi(PRATLONC cl U., 1993)- We no”- contirm
Ihapresanceof Ibis z;’rnodeme¡a31-11V patíentsorigina-
tung<ram=otlrersgeagraphic¿rloreas:Andalucia (Jaén.
Córdoba)¿md Madrid, in Spain.Moreover,uva repofl
ZM-24 aodZM-34 lar tIte firsí time ir SpainiJISIÉNEZCl
si., 1993). TIraserecordsempliasize tSe wide rangeof
zvnrodemasoíL. rL.) influís lucía iruÍcctingiímn,nníunode—
pressadpatients.
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