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1.- INTRODUCCION
1.1.- Género Leishmania

1.1.1.- Taxonomia
Leishmania Ross, 1903 es un protozoo flagelado perteneciente al orden Kinetoplastida

y la familia Trypanosomatidae (Levine et al., 1980). En 1987 Lainson y Shaw publicaron
una version mejorada de la clasificacion del género Leishmania, basada fundamentalmente
en criterios extrinsecos, eco-epidemioldgicos y de taxonomfa Linneana, pero que no
respondia al origen mono o polifilético del mismo. Asi, dentro del género Leishmania se
describen dos subgéneros en funcién del lugar de reproduccicn en el tracto digestivo del
vector (Lainson y Shaw, 1979, 1987): subgénero Leishmania descrito por Saf’janova
(1982) y que hace referencia al desarrollo suprapilérico de los flagelados y subgénero
Viannia descrito por Lainson y Shaw (1987), de multiplicacién peripildrica. Las
leishmanias de reptiles fueron retiradas del género Leishmania, para ser incluidas en el
geénero Sauroleishmania (Ranque, 1973).

Hasta el momento, se han descrito 27 especies, agrupadas en 15 complejos
filogenéticos (Lainson y Shaw, 1972, 1986, 1987; Rioux et al., 1990a; Thomaz-Soccol et
al., 1993a) y, gracias a las técnicas bioquimicas y un andlisis cladfstico, se ha podido
confirmar la clasificacién de Lainson y Shaw (1987) pudiéndose establecer la hipétesis del
origen monofilético del género Leishmania (Thomaz-Soccol et al., 1993b).

En la Figura 1 se muestra un esquema con la taxonomfa actualizada del género
Leishmania, basada en caracteres intrfnsecos (isoenzimas) y taxonomfa numérica (Rioux

et al., 1990a; Thomaz-Soccol et al., 1993a; Dedet, 1993).
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Familia Género Subgénero Complejo Especic

—Radotrvpanim L. donovani............. L. donovani
L. archibaldi

=L, ifantum.............. L. infantum (syn. L. chagasi)

--Phytomonas ==L APOPICA.ctisreen . L. trapica
L. killicki

L IRAJOT. . 1. major
--Trypanosoma oL gerbilli................ L. gerbilli
~Leishmania-
--L. arabica............... L. arabica
T ---L.. aethiopica ......... L.aethiopica
Y --Sawroleishmania
P F--L. mexicana............. L. mexicana (syn. L. pifanoi)
A
N L--L.. amazonensis........ L. amazonensis (syn, L. garnhami)
5 L.. aristidesi
O eme=d-Leishmanie------
M F-L. enriettl.. ... L. enrietti
A
T k-l Rertigi. oo L. hertigi
1 1. deanei
D L_Rlastocrithidia
A | B veee L venezuelensis *
E
—-1.. braziliensis.......... .. braziliensis
- ferpetontonas . peruviana
bl SZHVARCASIS. ..o du IHVONERSIS
-1 eplomonas -Fiannia —--- L. pananensis
.. shawi
fdo fANSOR e f.. lainsoni
--Crithidia e QT L. naiffi
.................................. L. colombiensis *
................................... L. equaitorensis *

Figura 1.- Clasificacion del género Leishmania basada en caracteres intrinsecos
(isoenzimas) y taxonomfa numérica (Rioux er al., 1990a; Thomaz-Soccol et al., 1993a;
Dedet, 1993).

* Especies que permanecen sin incluir en ninglin complejo.
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1.1.2.- Ciclo bioldgico

El ciclo bioldgico de Leishmania tiene lugar en dos tipos de hospedadores: en uno
invertebrado que comprende numerosas especies de los géneros Phlebotomus en el Viejo
Mundo y Lutzomyia en el Nuevo Mundo, ambos pertenecientes a la familia Psychodidae,
y en un hospedador vertebrado que incluye una gran variedad de géneros.

El pardsito adquiere a lo largo del ciclo bioldgico formas bien diferenciadas, una mdvil
y flagelada en el hospedador invertebrado, y la otra inmdvil intracelular y no flagelada,
denominada amastigote, en el hospedador vertebrado (ver revisiones de Molyneux ez al.,
1986 y Molyneux y Killick-Kendrick, 1987).

Cuando el vector (hospedador invertebrado) ingiere sangre del hospedador vertebrado,
inocula los promastigotes infectivos, llamados metaciclicos, que penetran en los macréfagos
de la piel, visceras y membranas mucosas, gracias a su unidn con los receptores CR1
(Mallinson y Coombs, 1989) y CR3 del complemento (Russell y Wright, 1988), el
receptor manosa-fucosa (Russell y Wilhelm, 1986) y el receptor del fibrindgeno (Rizvi et
al., 1988), donde se transforman en amastigotes, proceso que tiene lugar entre 1 a 4h mds
tarde. La multiplicacién de los amastigotes en el interior de la vacuola parasitéfora de los
macrdfagos es mitdtica y se produce por fision binaria. Algunos aspectos generales del
proceso de union Leishmania-macrofago, asf como los mecanismos de evasidn de la
respuesta inmune, han sido revisados recientemente por Rivas et al. (1993), Scott y Sher
(1993) y Ferndndez et al. (1993).

Los macréfagos cargados de amastigotes pueden volver a ser ingeridos por el vector en
el transcurso de wna nueva picadura, son lisados y liberan los amastigotes que se
transforman en promastigotes en el ftracto digestivo. Estos promastigotes sufren
transformaciones complejas y dan lugar a formas caracterfsticas atin no bien conocidas, que
se conocen con los nombres de formas "paramastigotes”, "haptomonas" y "neptomonas”,
para dar lugar a los promastigotes metaciclicos, que son los infectivos para el hospedador
vertebrado (ver revisiones de Sacks, 1989 y Killick-Kendrick, 1990, 1991). Los pardsitos
pueden ser aislados del hospedador vertebrado a partir de 6rganos o lesiones infectadas o
del hospedador invertebrado infectado y cultivarse en una gran variedad de medios de
cultivo (ver Chang y Hendricks, 1985).

En la Figura 2 se muestra un esquema detallado del ciclo bioldgico (modificado de

Chang et al., 1985).
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Figura 2 .- Ciclo de Leishunanie spp. en los hospedadores vertebrado e invertebrado tmodificado de Chang
el al., 1985). 1.- Penetracion de promastigotes metaciclicos en el hospedador vertebrado, a través de la piel
por la picadura de un flebotomo infectado; 2.- Fijacion de los promastigotes al mace6fago ¥ posterior
fagocitacion; 3.- Fusién del fagosoma con ol lisosoma; 4.- Diferencincién del promastigote en Amastigote
dentro del fagolisosoma del macrofago infectado: 5.- Multiplicacién del amastigote cn la vacuola
parasitéfora; 6.- Muitiplicacién intravacuolar de amastigotes; 7.~ Ruptura del macréfago y liberacién de
amastigotes, 8.- Fagocitosis de los amastigotes liberados por otros macrofages; 9.- Ingestién de macrofagos
parésitados por el flebotomo al ingerir sangre de un hospedador vertebrado infectado; 10.- Rupturs det
macrdfago y liberacion de los amastigotes en of estomago del flebotomo; 11.- Multiplicacion de amastigotes
y diferenciacion en promastigotes; [2.- Multi plicacion de los promastigotes (denominados neptomonas cn
en algunas especies) en el tracto digestivo ¢ insercion de los tHagelos entre los microvel]osidades del endotelio
digestivo; 13.- Multiplicacion de promastigotes del subgénero Vigamia en el insiestino posterior del
flebotomo y diferenciacion en paramastigotes, con los flagelos ensanchados en forma de disco, fijdndose a
la cuticuia mediante hemidesmosomas; 14.- Migracion de promasligotes hacia el intestino anterior como
baptomonas, con los flagelos unidos a la cuticula del tracto digestivo; 15,- Localizacion de los paramastigotcs
con los flagelos unidos a la cuticula del intestino anterior; 16.- Promastigotes metaciclicos, muy moviles en
la proboscide o en las inmediaciones de la valvula estomodes! del flebotomao.
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1.2.- El genoma de Leishmania
Los protozoos pertenecientes al orden Kinetoplastida presentan un ADN gendmico

(ADNg) localizado en el nicleo celular, encargado de la replicacidn del pardsito, y un
ADN extracromosémico situado en la inica mitocondria, que se replica independientemen-
te, conocido como ADN del kinetoplasto (ADNK) (Simpson y Braly, 1970; Simpson y da
Silva, 1971; Simpson et af., 1980). También se han encontrado partfculas semejantes a
virus (VLPs) situadas en el citoplasma de promastigotes de Leishmania (Leishmania)
hertigi que no tienen efecto ni en el crecimiento ni en la multiplicacion del pardsito
(Molyneux, 1974), asf como ARN virales en Leishmania (Viannia) braziliensis (Tarr et al.,
1988) y Leishmania (V.) guyanensis (Chung et al., 1994) que han sido incluidos en el
género ARN viral 1 de Leishmania (LRV1) de la familia Totiviridae. La organizacidn
molecular de algunos de estos LRV ha sido ya estudiada (Stuart er al., 1992; Scheffter
et al., 1994).

El tamafio del genoma de Leishmania varfa con las especies, estando comprendido entre
107-10° pb de ADN. Asf, ¢l genoma de L. (V.) braziliensis es de 24,2 x10° pb y el de L.
{L.} donovani de 10,5 x10’ pb (Villalba y Ramirez, 1982), mientras que el de L. (L.}
mexicana tiene un tamafio de 1,34 x10® pb (Galindo y Ramifez-Ochoa, 1989},

El ADNK puede ser separado del ADNg por centrifugacidn en gradiente de densidad
de cloruro de cesio/bromuro de etidio (Simpson y da Silva, 1971). Dependiendo de la
especie, la densidad puede variar desde 1,714 a 1,720 g/ml para la banda de ADNg y
desde 1,688 a 1,707 g/ml para la de ADNk (Chance et al., 1974).

1.2.1.- Cromosomas
El material genético de los protozoos del Qrden Kinetoplastida estd organizado en

cromosomas que, al no condensarse en ninguna fase del ciclo mitdtico (Vickerman y
Preston, 1970), no pueden ser visualizados con el microscopio dptico, lo que impide su
andlisis citogenético convencional.

Este inconveniente se pudo soslayar en la década de los afios 80 con el desarrollo de
la electroforesis en campo pulsado (PFGE) (Schwartz y Cantor, 1984; Gibson, 1985) y sus
variantes: electroforesis ortogonal en campos alternos (OFAGE} (Carle y Olson, 1984,

1985; Ziegler et ai., 1987), electroforesis transversal en campos alternos (TAFE) (Gardiner
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et al., 1986), electroforesis en campos homogéneos (CHEF), que preporciona patrones de
bandas rectas facilitando asf la hibridacién y los andlisis densitométricos (Chu et al.,
1986), as{ como de la electroforesis en campos homogéneos que se invierten
periddicamente (FIGE) (Carle ez al., 1986; Dawkins et al., 1987) y electroforesis rotatoria
(RGE) (Southern et al., 1987), que permiten el fraccionamiento en un gel de agarosa de
grandes moléculas de ADN (de hasta 2000 kb). Bdsicamente todas estas técnicas hacen
posible la separacién de macromoléculas de ADN de 250 a 2600 kb (ver revisiones de
Dawkins, 1987, 1989 y Bustamante et al., 1993), lo que ha permitido el estudio de la
estructura y organizacién cromosdmica en Leishmania (ver revision de Bastien er al.,
1992b). De este modo se han podido esclarecer algunas de las incégnitas sobre la biologfa
de este protozoo, tales como hasta qué punto el cariotipo se conserva durante la
especiacion, la existencia o no de reproduccion sexual, determinacién del mimero de copias

de cada cromosoma o los posibles mecanismos para generar polimorfismo en el tamaiio de

los mismos.

1.2,1.1.- Estructura de los cromosomas

Se ha demostrado que existe un alto grado de plasticidad en el genoma de L. (L.) major
(Giannini er al., 1986; Spithill y Samaras, 1987; Massamba, 1990y, L. (L.} donovani
(Comeau et al., 1986; Samaras y Spithill, 1987; Bishop y Miles, 1987, 1989; Bishop y
Akinsehinwa, 1989; Bishop, 1990), L. (L.) infantum (Pages er al., 1989, Bastien et al.,
1990a,b; Gutiérrez-Solar et al., 1990), Sauroleishmania tarentolae (Goémez-Eichelmann
etal., 1988) y los complejos de L. (V.) braziliensis y L. (L.) mexicana (Giannini er al.,
1986; Scholler er al., 1986; Dujardin er al., 1989, 1993a; Stvart et al., 1989, Stuart,
1991; Eresh et al., 1993). Para cada una de estas especies, los aislados individuales tienen
cariotipos unicos a pesar de tener una gran proporcidn de cromosomas homdlogos en
tamario.

Van der Ploeg et al. (1984) fueron los primeros en utilizar PFGE para separar los
cromosomas de Leishmania y protozoos pardsitos relacionados, demostrando que las
variaciones en el tamafio y distribucién de los cromosomas de genes seleccionados (mini-
exon, o y B tubulina y genes ribosomales) no est4n altamente conservados entre diferentes

flagelados del Orden Kinetoplastida. Segiin estos autores L. (Z.) tropica contiene mis de
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20 cromosomas de mds de 700 kb. Los genes de la o-tubulina y B-tubulina estarfan
localizados en dos tipos de cromosomas, unos de mds de 2000 kb y otros de menos de
2000 kb, mientras que en el género Trypanosoma estos mismos genes estarfan situados en
unas especies en cromosomas de mds de 2000 kb y en otras en cromosomas de menos de
2000 kb, lo que explicaria ¢l diferente nivel de conservacidn.

Spithill y Samaras (1985), gracias a la técnica de PFGE, detectan en un clon de la cepa
de L. (L.) major, LRC-L137/7/V121, 17 cromosomas divididos por su tamafio en dos
grupos: 12 cromosomas de 400-1500 kb y 5 cromosomas de 2000-4000 kb, Asf mismo,
estudian la distribucidn de los genes de la v y B-tubulina en esta misma especie. Los genes
de la o -tubulina se encuentran situados en un mismo locus (cromosoma 7), mientras que
existen miltiples loci para la familia de genes de 1a B-tubulina (cromosomas 6, 10, 16 y
17). Posteriormente, estos mismos autores observan hasta un total de 23 cromosomas en
esta misma cepa (Spithill y Samaras, 1987).

Bishop y Miles (1987) efectian el fraccionamiento de los cromosomas de L. (Z.)
donovani mediante OFAGE lo que les permite diferenciar en esta especie 22 cromosomas.
Las especies L. (L.) donovani, L. (L.) infantum y L. (L.) chagasi presentaron cariotipos
diferentes. En un aislado de origen africano, MHOM/ET/67/HU3, observan un
minicromosoma de 270 kb, no homdlogo con los minicromosomas de ninguno de los
aislados de L. (L.) donovani, L. (L.) infantum, L. (L.) chagasi utilizados en el estudio.

No sélo se ha encontrado polimorfismo en el tamafio de los cromosomas, si no también
en el nimero y la intensidad con la que se tifien con bromuro de etidio las bandas
cromosdmicas. Bastien er al. (1990a) aprecian un elevado polimorfismo en el cariotipo de
cepas de L. (L.) infantum pertenecientes a diferentes zimodemas, asf como en 12 cepas del
zimodema 1 (MON-1). El polimorfismo afecté mayoritariamente al tamario de las bandas
cromosomicas, pero también al mimero (entre 23 y 31 cromosomas). Cuando analizan el
cariotipo de 36 clones derivados de 8 cepas de L. (L.) infantum observan un polimorfismo
interclonal dentro de cada cepa que afectd sélo a una o dos bandas cromosémicas. Et 50%
de los clones presentaron polimorfismo en el cariotipo, expresado principalmente por la
presencia de un cromosoma adicional o modificaciones en el tamafio de los cromosomas.
Cuando vuelven a clonar uno de los clones, observan también cierto grado de polimorfismo
pero mucho menos frecuente {1/15), lo que podrfa indicar que durante el proceso de

clonaje podrfan tener lugar reagrupamientos de los cromosomas. Estas variaciones entre
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clones implicarfa una estructura en “mosaico”, con individuos distintos que poseen
versiones diferentes en tamaiio del mismo cromosoma (Bastien er al., 1990b).

Por otro lado, también se han observado patrones de cariotipo conservados (Giannini
et al., 1990; Lighthall y Giannini, 1992).

Tavares er al. (1992) estudian el cariotipo de 20 espcies de Leishmania incluidas en
diferentes complejos mediante CHEF detectando claras diferencias en la localizacién de los
genes de la tubulina, entre especies de Leishmania del Viejo y Nuevo Mundo,

Los patrones de hibridacién con sondas cromosdmicas ha permitido agrupar a aislados
de L. (V.) peruviana y L. (V.) braziliensis en grupos discretos o cariodemas, facilitando
su separacion (Dujardin et al., 1993a,b).

Blaineau et al. (1992a) analizan el cariotipo de 22 cepas de L. (L.) infantum
pertenecientes a los zimodemas dermotropos MON-11, MON-29 y MON-33, originarias
del mismo foco biogeogrdfico. Todas las cepas presentaron un cariotipo estrechamente
refacionado que contrasta con el polimorfismo observado entre otras cepas cutdneas y
viscerales aisladas en el mismo foco, todas ellas pertenecientes al zimodema 1 (MON-1)
(Bastien ef al., 1990a,b; Blaineau et al., 1990,1991).

El cariotipo de cada especie de Leishmania estarfa representado por un grupo bésico
de cromosomas altamente conservados y un juego de cromosomas variables \inicos para
cada aislado, hipdtesis que es confirmada por los datos obtenidos en el estudio del cariotipo
de cinco aislados de L. (L.) major (Giannini, 1989; Giannini e al., 1990).

El conocimiento de los mecanismos de origen del polimorfismo en el cariotipo podrfan
revelar fendmenos primitivos de dindmica del genoma, dificiles de poner en evidencia en
los eucariotas superiores (Bastien, 1990c). La plasticidad en el genoma de Leishmania se
podrfa producir como resultado del reagrupamiento de los cromosomas a través de
amplificaciones y delecciones de secuencias repetidas en regiones subteloméricas
{lovannisci y Beverley, 1989; Bastien, 1990c)

La evolucidn de los cromosomas podrfa estar influenciada por diferentes presiones
selectivas que operan en las diferentes especies de Leishmania. Por otro lado, la plasticidad
de los cromosomas podrfa estar limitada por el modo de reproduccidn dentro de las
especies, Si hubiera reproduccion sexual, se favoreceria la unidn entre grupos de
cromosomas entre todos los individuos de una poblacidn y, per lo tanto, existirfa una

elevada conservacicn del cariotipo. Si por el contrario, la reproduccion fuera de tipo clonal
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en Leishmania (Tibayrenc er al., 1991; Tibayrenc, 1993), se producirfa una elevada
divergencia en los cariotipos (Lighthall y Giannini, 1992).

1.2.1.2.- Ploidfa
El conocimiento de la ploidfa de un organismo es un requisito imprescindible para

comprender su genctica. La segregacidn alélica, recombinacidn entre loci y reagrupamiento
de cromosomas homdlogos da como resultado que un organismo sea haploide, diploide o
poliploide (Tait y Turner, 1990).

La ploidfa en Leishmania es incierta y aunque la tendencia actual es considerar a este
protozeo como un organismo diploide, lo que implicarfa la existencia de un doble juego
de cromosomas (2n), no existen muchos trabajos que apoyen esta hipétesis. Por el
contrario, otros autores consideran a Leishmania como un protozoo haploide, del que
existen un mifnimo de cepas con uno o mds cromosomas disémicos o polisémicos
(aneuploidfa).

Las primeras informaciones acerca de la ploidia de Leishmania se obtuvieron gracias
al andlisis enzimdtico (Maazoun er al., 1981a; Le Blancq et al., 1983). Kelly et al. (1991),
describen un posible hibrido natural entre L. (L.) major y L. (L.} arabica, que fue
heterozigético para cuatro sistemas enziméticos (GPI, MPI, 6-PGD y ES).

La presencia de dos versiones distintas en el tamafio del mismo Cromosoma, en varios
clones "hermanos” de L. (L.) infantum, sustenta la hipétesis de que estos cromosomas son
minimamente diploides (Bastien er al., 1990b).

En L. (L.) major se ha demostrado que el cromosoma II que porta el gen que codifica
el mini-exdn (Bernards er al., 1983; lovannisci y Beverley, 1989), y el cromosoma V que
lleva el gen que codifica la timidilato sintetasa dihidrofolato reductasa {TS-DHFR)
(Beverley, 1988, Cruz y Beverley, 1990) son minimamente diploides. Asf mismo, hay
evidencia de que el locus de la adenina fosforribosil transferasa en L. (L.) donovani es
diploide (Lovannisci ez al., 1984; Ullman et al., 1989).

Los estudios del cariotipo de L. (L.} mexicana mediante CHEF han revelado que esta
especie es diploide para muchos cromosomas (Galindo y Ramirez, 1989; Ramirez y
Galindo, 1990).

Blaineau er al. (1991) intentan clarificar el polimorfismo encontrado en el cariotipo de
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Leishmania, mediante el estudio de los cromosomas de tamafio menor de cinco clones de
L. (L.) infantum con sondas especfficas de ADN. Uno de los clones, (LEM1284), presentd
dos versiones diferentes en tamaiio de cada uno de los tres minicromosomas. Asf mismo,
demuestran que en el polimorfismo del cromosoma I de varias cepas de L. (L.) infantum
estd implicada una regién subtelomérica que comprende secuencias repetidas. De este
estudio se desprende que Leishmania es "minimamente" diploide, al menos para los tres
cromosomas estudiados. Por el contrario, existe evidencia de trisomfa y polisomia en

algunos cromosomas (Bastien ez al., 1990a).

1.2.2.- Minisatélites

Las secuencias de ADN denominadas "minisatélites" estdn presentes en el genoma de
la mayorfa de los eucariotas y recientemente se han puesto de manifiesto en Leishmania
(Macedo er al., 1992). Estos minisatélites estdn constituidos por unidades repetidas en
tdndem de 15 a 40 pb y generan un polimorfismeo intraespecifico o "DNA fingerprints”,
siendo su andlisis esencial en estudios de genética de poblaciones (Jeffreys er al., 1985).

No existen muchos estudios sobre estas secuencias en Leishmania, pero su valor en la
caracterizacién e identificacién de especies y cepas de Leishmania del Nuevo Mundo ha
sido estudiado por Macedo er al. (1992). La frecuencia y distribucidn de varios
minisatélites en el genoma de Leishmania ha demostrado un polimorfismo aiélico superior

al obtenido con el andlisis enzimdtico (Rossi er al., 1994).

1.2.3.- ADN circular extracromosomico

La presencia de elementos genéticos circulares, bandas de ADN de 30-200 kb, como
resultado de un proceso de amplificacion del genoma en una gran variedad de protozoos
pardsitos, ha despertado recientemente un gran interés. En Leishmania se han identificado
seis ADN circulares la mayorfa en aislados resistentes a la accidn de agentes selectivos
como ¢l metotrexato, arsenito sédico y tunicamicina aunque también se han encontrado en
aislados no resistentes (ver revisidnes de Stuart, 1991 y Beverley, 1991).

El ADN circular mds estudiado es el ADN R, de 30 kb, que aparece en aislados de

Leishmania resistentes a los inhibidores de la dihidrofolato reductasa (DHFR) o timidilato
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sintetasa (TS) (Coderre et al., 1983; Beverley er al., 1984; Beverley, 1988; Garvey y
Santi, 1986; Hightower er al., 1987, 1988; Kapler er al., 1990). El ADN-H tiene un
tamaiio comprendido entre 68-170 kbs, y se encuentra tanto en aislados seleccionados para
resistencia a metotrexato (MTX) y primaquina, entre otros, asf como en aislados no
resistentes (Beverley et al,, 1984; White et al., 1988; Hightower er al., 1989; Ellenberger
y Beverley, 1989; Ouellette et af., 1990). Los otros ADNs circulares estfn menos
estudiados, entre ellos se encuentran, el ADN G de 30-60 kb, descrito en Leishmania
resistente a tunicamicina (Detke ef al., 1988 ; Katakura et al., 1991), el ADN D de 75 kb
descrito en L. (L.) tropica (Hightower et al., 1988) y el ADN T descrito en S, tarentolae
de 19 kb (Petrillo-Peixoto y Beverley, 1988, 1989).

Gajendran er al. (1989), Stuart ez al. (1989) y Hamers ez al. (1989) describen dos tipos
de dcidos nucleicos especificos de Leishmania que presentan un comportamiento
electroforético anormal cuando se someten a OFAGE. Estos elementos podrian poseer
propiedades similares a los transposones y pueden estar parciaimente integrados en otros
cromosomas, El ADN circular LD (Ilamado también CD1), de origen nuclear, presente
en seis aislados de los complejos L. donovani y L. infantum (K42, 1-S, LRC-L51, VP74,
LRC-61, Tinez y ITMAP 263), se encuentra integrado dentro del ADN lineal
cromosémico (LD1) en otros aislados de L. (L.) donovani y en una cepa de L. (V)
braziliensis. El otro tipo de dcido nucleico es un ARN citoplasmdtico de una sola hebra
(LR1) similar al ARN viral.

Se ha podido demostrar la presencia de LD1 lineal en el ADN cromosémico (200-550
kb) de aislados de diferentes especies de Leishmania del Nuevo y Viejo Mundo (Tripp et
al., 1991, 1992), asf como la presencia de ambas formas de ADNs, LD! circular y LDI
lineal, en diferentes clones derivados del mismo aislado de L. (L.) mexicana M379 (Liu
et al., 1989, 1990, 1991, 1992).

Beveriey y Coburn (1990) describen cuatro nuevos ADNs lineales de tamaiio pequeifio
(SLDs) en el aislado de L. (L.) major LT252, cuyas secuencias estdn relacionadas pero no
son idénticas a las de CD1y LD1 y estdn originadas en un cromosoma de 1,5 Mb. Estos
autores agrupan estos cuatro nuevos ADNs lineales en la clase 715 de SLDs, no
encontrando relacién entre su aparicion y resistencia a agentes selectivos, por lo que su

aparicion parece espontdnea.
Navarro et al. (1992) describen minicromosomas relacionados con LD1/CD1 y la clase
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715 de SLDs en clones de L. (L.) major, LV-561, con diferentes grados de virulencia en
ratones Balb/c. Estos autores demuestran que estos minicromosomas no estdn relacionados

con los diferentes grados de virulencia en el ratdn.

1.2.4.- Kinetoplasto

EI kinetoplasto es una estructura que se encuentra situada en todos los protozoos
pertenecientes al orden kinetoplastida dentro de la membrana mitocondrial (Borst y
Hoeijmakers, 1979; Barker, 1980), siendo uno de los ADNs mds inusuales que se
encuentran en la naturaleza (Simpson, 1972). Estd constituido por un disco de 1-2 gm de
didmetro, visible al microscopio 6ptico y que contiene 107 pares de bases de ADN
mitocondrial (Chance y Walton, 1982; Lopes et al., 1984). El ADNk representa del 10
al 20% de todo el ADN del pardsito y estd formado por una red gigante de miles de
moléculas circulares, maxicirculos y minicirculos, concatenadas covalentemente (Simpson,
1979). EI proceso de replicacién de maxicfrculos y minicfrculos y el ensambiaje de la red
de ADNk han sido objeto de numeroscs estudios (ver revisiones de Ray, 1987; Ryan et
al., 1988; Pérez-Morga y Englund, 1993; Shlomai, 1994),

1.2.4.1.- Maxictrculos

El ADNk contiene unos 50 maxicirculos de 30 a 40 Kb. Los maxicfrculos pueden ser
separados mediante electroforesis del ADNk digerido con enzimas de restriccién (Kleisen
et al., 1976; Weislogel et al., 1977). En el caso de Crithidia y Phytomonas los
maxicfrculos representan aproximadamente un 5% del total del ADN (Kleisen er al., 1976;
Weislogel et al., 1977), siendo mayor en el caso de Trypanosoma brucei (Fairlamb et ai.,
1978). En S. tarentolae los maxicirculos presentan una densidad de 1°681 g/cm® (79%
A+T) y un peso molecular de 18-20 x 10° (Simpson, 1979). Los maxicirculos estdn
formados por una regién conservada y otra variable (Borst, 1991). Contienen secuencias
de ADN a las que por homologfa se les atribuye el mismo papel que el ADN mitocondrial
en otros sistemas celulares (Simpson y Simpson, 1978; Fairlamb er al., 1978), como es
contener los genes para los ARN ribosomales ademds de tener otras unidades

transcripcionales (Hoeijmakers y Borst, 1982; Eperon et al., 1983) y al menos 6 genes
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estructurales (Benne er al., 1983).

1.2.4.2.- Minicirculos
Los minicfrculos son las moléculas mds pequeiias de ADN mitocondrial que se se

pueden encontrar en la naturaleza (Barker, 1980), ¥ su tamaiio oscila entre 450 pb en
Trypanosoma congolense y 2500 pb en las especies de Crithidia, pero dentro de cada red
son idénticas en tamaiio. Su funcidn es desconocida aunque parece que estdn implicados
en la estructura o replicacion (o ambas) del ADNk (Kleisen et al.,1976; Englund, 1978;
Englund y Marini, 1980). También existe evidencia de la sintesis parcial de ARN a partir
de ADNk de Crithidia acantocephali (Fouts y Wolstenholme, 1979).

El ADNk de Leishmania contiene de 10,000 a 20,000 minicirculos de 500 a 2.500 pb
(10 a 20 familias) (Barker, 1987). Los minicirculos tienen alrededor de un 80% de su
secuencia nucleotidica variable y el resto conservada (Riou y Yot, 1975, Frasch et al.,
1981). En la mayorfa de las especies de Leishmania el 80% de los minicfrculos tienen
cuatro o menos clases de secuencias mayoritarias (Kidane et al., 1984; Lawrie et al.,
1985; Lopes y Wirth, 1986; Barker et al., 1986c; Rogers y Wirth, 1987, 1988). Este
pequefio nimero de familias de secuencias supone que cada clase es representada por
muchas copias (hasta 3000) de aproximadamente 600 pb que estin disponibles para
hibridar. Las secuencias conservadas tienen una homologfa de hasta un 90% entre las
diferentes especies del mismo pardsito (Macina et al. » 1986). Dentro de una misma especie
todos los minicirculos tienen una secuencia conservada de aproximadamente 120 pb y una
gran regidn variable. La organizacion de estas regiones en los minicfrculos varfa entre los
diferentes tripanosomdtidos. Sin embargo, hay dos secuencias conservadas cortas {presentes
en todas las especies de tripanosomatidos) el dodecdmero: 3-ATGTGGTTGGGG-5’,
conocida como la secuencia universal de los minicfrculos (UMS) y el hexdmero 3’-
ACGCCC-5’ (Kitchen et al., 1984; Ntambi er al., 1985) de las que sélo se conocen dos
excepciones, una en Crithidia oncopelti (Pestov et al., 1990) y 1a otra en S. tarentolae
(Kidane er al., 1984).

Los minicirculos se comportan como unidades independientes mientras se produce la
replicacidn. La variacidn entre las especies parece ser debida a mutaciones puntuales y a

reorganizaciones, translocaciones e inserciones/delecciones, entre secuencias de
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minicirculos preexistentes (Borst y Hoeijmakers, 1979; Hoeijmakers y Borst, 1982; Jasmer
y Stuart, 1986a,b). Esta variabilidad contribuye a la evolucidn rdpida del ADNk (Englund,
1979) que incluso ocasionarfa diferencias en los patrones de esquizodemas del ADNk
después de varios afios de pases sucesivos de una cepa en el laboratorio (Hoeijmakers y
Borst, 1982).

Existe una gran heterogeneidad en el ADNK de los tripanosomatidos lo que hace que
los minicirculos se puedan agrupar en familias, permitiendo la caracterizacidn de especies
y aislados. Crithidia contiene de 10 a 20 familias (Steinert y Van Assel, 1980). En
Trypanosoma equiperdum'y Trypanosoma evansi s6lo hay una familia, pero en 7. brucei
hay mds de 300 (Borst y Hoeijmakers, 1979). S. rarentolae tiene tres familias (Challberg
y Englund, 1980) y L. (L.) major unas veinte (Spithill y Grumont, 1984). En Leishmania
lo mds comun son unas ocho o diez familias de minicfrculos en las especies del Viejo
Mundo y menos de cuatro para las del Nuevo Mundo.

La comparacién de la secuencia de los minicfrculos de L. (L.} major, L. (L.} aethiopica
y 5. tarentolae ha revelado una dnica regin conservada entre los nucleétidos 1 y 170 en
L. (L.) major. Esta region presenta dos regiones conservadas, que son compartidas por
diferentes especies de Leishmania, Sauroleishmania y otros tripanosomdtidos: la "secuencia
universal” y el origen de replicacién de los minicfrculos (Smith er al., 1989).

Los minicirculos no estdn sometidos a presiones genéticas, lo que es considerado por
algunos autores como una gran ventaja para la caracterizacién de aislados mediante
comparacidn de fragmentos de ADN. Sin embargo, para otros investigadores, el que la
transcripcion sea independiente de Ios minicfrculos, es considerada como un desventaja por
no ejercer influencia alguna ni en las propiedades morfoldgicas ni en las bioquimicas del
pardsito (Hoeijmaker y Borst, 1978; Fouts y Wolstenholme, 1979). Es decir, el parisito
puede permanecer inalterable mientras que las secuencias de ADNk de los minicirculos
pueden cambiar por mutacidén o por recombinacién con otras cadenas de minicirculos ya
existentes (Van Eys er al., 1987).

En Leishmania los genes ribosomales estdn organizados en secuencias repetidas en
tdndem de las que existen unas 200 copias (Ledn ef al., 1978; Villalba y Ramirez, 1982),
y estdn localizados en bandas cromosémicas diploides (Galindo y Ramirez, 1989). Los
genes ribosomales presentan secuencias conservadas y sélo 800 b, en la regi6n central del

gen muestra heterologfa (Dams er al., 1988). Las secuencias conservadas estdn flanqueadas
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por zonas intergénicas (espaciadoras) de diferente tamafio, debidas a un proceso de
evolucion mds libre. Las regiones intergénicas (NTS) tienen un tamafio de unas 8,3 Kb
(Ledn er al., 1978; Ramirez y Guevara, 1987).

El ARN se ha podido aislar del kinetoplasto de S. tarentolae, y estd formado por dos
fracciones de 9S y 128. Estas fracciones hibridan con los maxicirculos de ADNK, por lo
que en ellos estd la informacién det ADN mitocondria! y no en los minicfrculos (Simpson

y Simpson, 1978; Simpson er al., 1980).

1.3.- Reproduccion del pardsito: clonalidad o sexualidad

Durante los tltimos diez afios se ha ido imponiendo la idea de que durante el ciclo

bioldgico de muchos protozoos pardsitos puede tener lugar un intercambio genético.
Las dos consecuencias genéticas fundamentales de la reproduccidn sexual son segregacion
(relacion entre alelos en un mismo locus) y recombinacién (relacién entre alelos de
diferentes loci); su ausencia en poblaciones naturales indicarfa la inexistencia por tanto de
este tipo de reproduccion.

Recientemente muchos autores han podido demostrar en el laboratorio que algunos
protozoos de importancia médica pueden sufrir recombinacion genética: T, brucei (Jenni
et al., 1986; Jenni, 1990; Sternberg et al., 1988; Walliker, 1989; Tait y Turner, 1990;
Schweizer et al., 1994)), Plasmodium falciparum (Walliker et al., 1987; Walliker, 1989),
Plasmodium chabaudi y Plasmodium yoelii (Walliker, 1983), Eimeria (Rollinson et al.,
1979), Toxoplasma (Pfefferkorn y Pfefferkorn, 1980), Entamoeba histolytica (Sargeaunt
et al., 1988; Blanc et al., 1989) y Leishmania (Lanotte y Rioux, 1990). Sin embargo,
otros autores han postulado que la recombinacién genética tiene lugar también en
poblaciones naturales de T. brucei, T. gambiense (Tait, 1980; Paindavoine er al., 1989),
P. falciparum (Walliker, 1983) y Leishmania (Evans et al., 1987; Kelly et al., 1991),
pero no en poblaciones naturales de Trypanosoma cruzi, en el que la presencia de patrones
heterozigéticos fijos soporta la hipctesis de que este protozoo es diploide, genéticamente
polimdrfico y tiene una estructura clonal que manifiesta una falta de sexualidad (Miles,
1983, Tibayrenc y Miles, 1983; Tibayrenc y Desjeux, 1983; Miles ez al., 1984; Tibayrenc
et al., 1984, 1986; Tibayrenc, 1985; Tibayrenc y Ayala, 1987; Breniere et al., 1991; De

Luca D*Oro et al., 1993). La recombinacidn genética podria tener implicaciones médicas
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y taxondmicas, como la transferencia de resistencia a fdrmacos, cambios en la patogenia
e incluso podrfa cambiar el concepto de especie en Leishmania (Walliker, 1989),

El interés de la posible existencia de un sistema de intercambio genético entre los
tripanosomas africanos se despertd en los inicios de la década de los afios 80, como
resultado de los estudios del andlisis enzimdtico de diferentes aislados que revelaron
diploidia y recombinacidn entre diferentes loci en este protozoo (Tait, 1980, Tait et
al.,1984; Tait er al., 1985; Tait et al., 1989),

Los primeros experimentos de intercambio genético llevados a cabo en el laboratorio
con T. brucei fueron los de Jennj er al, (1986) y Sternberg er al. (1988, 1989) quienes
demuestran que estos pardsitos pueden completar su ciclo bilégico con o sin intercambio
genético, a partir de los experimentos de transmisién cfclica mixta de diferentes clones de
T. brucei a través de moscas tsé-tsé, Las caracterfsticas de los hfbridos fueron analizadas
por Jenni et al. (1986), Paindavoine et al. (1986), Wells er al. (1987) y Le Page et al.
Posteriormente, Gibson (1989, 1992) realiza el mismo experimento con clones de 7.
rhodesiense y T. brucei (1988). La existencia de intercambio genético implicarfa meiosis
y singamia, pero el orden de estos procesos estd aun sin difucidar (Jenni, 1990; Tait y
Turner, 1990; Turner er al., 1990). Recientemente, Schweizer et al., (1994) han efectuado
un experimento de intercambio genético, con dos clones de T brucei, similar al descrito
por Gibson (1989, 1992). Los clones obtenidos a partir de los hibridos mostraron un
fenotipo caracterfstico de un hibrido. Asf mismo, los estudios de cariotipo demostraron que
estos hibridos no eran el resuitado de una simple fusién ya que todos los clones fueron
recombinantes para los cromosomas de tamaiio intermedio.

Por otro lado, los estudios especificos de genética de poblaciones han demostrado la
existencia de un sistema de reproduccién bdsicamente clonal en poblaciones africanas de
T. brucei (Truc y Tibayrenc, 1993), hipétesis que no es compartida con Cibulskis (1988,
1992).

En P. falciparum, haploide durante la mayor parte de su ciclo btoldgico, ia formacién
del zigoto y la meiosis tienen lugar durante su desarrollo en el hospedador invertebrado.
La recombinacién genética se ha comprobado igualmente por transmisiones mixtas de
clones a través del mosquito vector, lo que permite la fertilizacién cruzada de los gametos

(Walliker, 1989).
No es hasta 1981 cuando se menciona la existencia de estructuras heterozigdticas en
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¢l género Leishmania. Maazoun er al. (1981a) efectian el andlisis enzimdtico de 49 cepas
de Leishmania mediante 8 sistemas enzimdticos, lo que revela la existencia de estructuras
heterozigdticas entre ellas: L. (L.) infantum y S. tarentolae que son heterozigdticas para
la GPLy L. (L.) aethiopica heterozigdtica para GPI, PGM y 6PG. La presencia de mds
de un electromorfo es comparable a los patrones obtenidos con organismos con
reproduccion sexual, lo que permite sospechar la existencia de estructuras diploides y
procesos de intercambio genético. Esta misma observacion es confirmada por Le Blancq
et al. (1983) en cepas de L. (L.) major con electromorfos para 6PG, o113, 6PGyy 0 6PG 4,
y posteriormente en L. (L.) tropica (Le Blancq et al., 1986a).

Evans er al. (1987) aislan dos cepas de Leishmania en Arabia Saudf, una de un roedor
del desierto (Psammomys obesus) y la otra de un perro doméstico (Canis familiaris)
posibles hibridos naturales entre L. (L.) major y L. (L.) arabica. Ambos aislados
presentaron patrones isoenzimdticos diferentes de L, (L. ) majory L. (L.) arabica, especies
que existen simpdtricamente (Peters er al., 1985, 1986) teniendo como vector a
Phlebotomus papatasi (Killick-Kendrick et al.,1985), lo que explicarfa las amplias
oportunidades de asociacidn de los dos pardsitos y las posibilidades de intercambio genético
entre ellas. El andlisis enzimdtico junto con el estudio del ADN cromosdmico por OFAGE
y sondas de ADNk altamente espectficas, puso de manifiesto Que estos organismos podrian
ser hibridos naturales de L. (L.) major y L. (L.) arabica. Los minicfrculos del ADNKk del
hibrido contenfan secuencias especfficas para L. (L.) major pero no para L. (L.} arabica.
La utilizacién de sondas de ADNg permitié observar que las bandas correspondientes al
ADN del hibrido estaban presentes siempre en el ADNg de L. (L.) arabica y L (L)
major, lo que podria implicar diploidfa y segregacion alélica (Kelly er al., 1991).

Pages er al. (1989) estudian el cariotipo de 21 cepas y 14 clones de L. (L.) infantum
mediante PFGE. Encuentran un elevado grado de polimorfismo dentro de esta especie en
un drea limitada, que no se puede relacionar con la variacion isoenzimdtica. El
polimorfismo afecta no sélo al tamafio, si no también al nimero de bandas cromosdmicas,
lo que podria sugerir tanto amplificacién como deleccidn en el ADN. Estos resultados
sugieren la hipdtesis de un inusual intercambio genético en estos organismos.

La distribucion de formas variables de los cromosomas I y V y el andlisis de
frecuencias de asociacion entre variantes en tamaiio de ambos cromosomas, en 22 cepas

de L. (L.) infantum relacionadas taxonémica y geogrdficamente, sugiere la existencia de
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intercambio genético (Blaineau er al., 1992h).

Otros argumentos indirectos que apoyan la existencia de intercambio genético en
Leishmania son los hallazgos, no demasiado frecuentes, de estados multinucleados en
divisién en Lurzomyias infectadas naturalmente con L. (L.) mexicana (Lainson y Shaw,
1986) y la descripcidn de un proceso de fusién celular “in vitro” entre L. (L.} infantum y
L. (L.) tropica (Lanotte y Rioux, 1990). Recientemente Baftuls (1993) y Bafiuls er al.
(1994), describen la existencia de "hibridos naturales” en aistados de Leishmania del sur
de Ecuador que podrfan ser el resultado de una hibridacion entre L. (V.) panamensis y L.
(V.) braziliensis.

Sin embargo, todos los intentos de cruzamiento experimental en el vector han
fracasado, Gradoni er al. (1986), llevan a cabo un estudlio experimental de infeccién mixta
de Phlebotomus perniciosus con zimodemas simpdtricos de L. (L.) infantum (MON-1 y
MON-18), con el fin de estudiar la posible recombinacion genética entre estos pardsitos.
De los 35 clones obtenidos, 24 pertenecieron al MON-1 y 31 al MON-18, y no observan
ningin hibrido ni recombinacién entre ambos zimodemas.

Posteriormente, Evans et al. (1989a) intentan en el laboratorio la produccion de
hfbridos a partir de cultivos mixtos de clones de L. (L.} major y L. (L.) arabica en medio
de Tobie. La identificacion de los productos de diseccidn a partir de Phlebotomus papatasi
alimentados tanto con amastigotes como promastigotes de ambas especies no mostraron la
produccidn de hibridos.

Panton ef al. (1991) comprueban que no tiene lugar un intercambio genético durante
la multiplicacidn en P. papatasi infectados experimentalmente con dos clones de L. (L. )
major. Estos resultados coinciden con los de Shehata er al. (1991) quienes realizan
infecciones experimentales de Phlebotomus langeroni con los zimodemas MON-98 y
MON-1 de L. (L.) infantum, asf como con dos especies de Leishmania: L. (L.) infantum
(MON-98) y L. (L.) major (MON-25) no encontrando en ningiin caso evidencia de
recombinacion,

Los estudios sobre gendtica de poblaciones sugieren que los fendmenos de
recombinacidn, si existen, son raros en poblaciones naturales de Leishmania,

Tibayrenc er al. (1990) y Tibayrenc y Ayala (1991) proponen una teorfa general de
reproduccion clonal para los protozoos pardsitos. Esta hipotesis de evolucion clonal

constituiria la base de las clasiticaciones numéricas. Segun este modelo, las vanantes
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genéticas individualizadas (zimodemas y esquizodemas) serfan clones o familas de clones
estrechamente emparentados, estables en el espacio y en el tiempo. En este sentido se
considera que una especie es clonal cuando los descendientes son idénticos a los
progenitores. La teorfa clonal no implica la ausencia de recombinaciones genéticas en
poblaciones naturales de! pardsito, sino que éstas no son lo suficientemente frecuentes para
romper los patrones de prevalencia de la estructura de la poblacién clonal (Tibayrenc,
1992). Esta teorfa es, pues, perfectamente compatible con la obtencidn de recombinantes
experimentales o con [a observacidn de ciertos hibridos en la naturaleza y estd muy
relacionada con el concepto de clon desarrollado en bacteriologfa (Selander et al., 1980).

Pages er al., (1992) por el contrario, apoyan la teorfa de la existencia de poblaciones
muiltiples que coexisten en un drea geogrdfica restringida, "foco”, donde existen escasas
oportunidades para la anfimixia (reproduccidn sexual entre descendientes de dos lineas
diferentes, ¢s decir, individuos no relacionados entre sf) y una tendencia intrfnseca para
la automixia (reproduccidn sexual dentro de la misma linea de descendientes, es decir,

dentro de un clon ¢ entre clones estrechamente relacionados) (Bastien ef al., 1992a).

1.4,- Métodos de caracterizacidn del pardsito

La necesidad de diferenciar y caracterizar poblaciones de pardsitos para un mejor
diagndstico, tratamiento y control y la influencia que la variacion intraespecifica puede
tener en la epidemiologia de la enfermedad parasitaria, ha dado lugar al desarrollo de
numerosos métodos tanto extrinsecos como intrinsecos para la diferenciacién y
caracterizacion de los mismos (ver revisién de Thompson, 1988).

Entre tos métodos intrinsecos, hay que destacar la caracterizacion enzimdtica, la técnica
mds ampliamente utilizada en la caracterizacion de Leishmania y que se ha aplicado a un
gran mimero de protozoos pardsitos (ver Tabla 1).

Otros métodos de caracterizacion de Leishmania son la comparacion de los patrones
del ADNK digerido con enzimas de restriccién o "esquizodemas”, hibridacion con sondas
de ADN, anticuerpos monoclonales y PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) (ver

revisidnes de Gdrate y Alvar, 1993 y Gradoni, 1993).
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Tabla 1.- Caracterizacion de protozoos pardsitos mediante isoenzimas.

PROTOZOO

REFERENCIA

SUBPHYLUM SARCODINA
- Amebas de vida libre
CGénero Naegleria
N. fowleri

Género Acanthamoeba
A. culbertsoni

- Amebas del aparato digestivo
Género Emamoeba
E. histolvtica

ORDEN KINETOPLASTIDA
Género Trypanosoma
T cruzi

Tripanosomas ufricanos

Nerad y Dagget (1979)
Dagget y Nerad (1983)
Kilvington er al. (1983)
Perun et al. (1984, 1985)
Moss et al. (1988)
Lares-Villa et al. (1993)

De Jonckheere (1983)
Matias er al. (1991)

Sargeavnt e al. (1978, 1982, [982ab,c, 1984,
1988); Sargeaunt y Williams (1978, 1979, 1980a,b); Fami et al,
(1980); Sargeaunt (1985, 1987a.b); Mirelman y Bracha (1934);
Mirelman er al. (1986a,b); Mirelman (1987); Chadee er al,
(1985); Smith y Meerovitch er al. (1985); Proctor ef al. (1987);
Moss y Mathews (1987); Blanc ef af. {1989); Vohkra er al.
{1989); Blanc y Sargeaunt (1991); Andrews ef al.( 1990); Nozaki
el al. (1989, 1990); Scaglia et al. (1991); Clark er al.(1992);
Vrochotovi er al. (1993); Mukherjee er al. (1993); Vargas y
Orozco (1993).

Ready y Miles (1979); Kreutzer vy Sousa (1980); Miles er al.
(1980, 1983, 1984); Lanham er al. (1981); Goldberg y Pereira
(1983); Miles y Cibulskis (1986); Andrade er al. (1983);
Tibayrenc (1985); Tibayrenc y Miles (198)); Tibayrenc y
Despeux (1983); Tibayrenc er gL.( 1984, 1986, 1994)); Montamat
et al. (1987, 1992); Tibayrenc ¥ Ayala {1987); Boglioio y
Guxdtrey (1987); Romanha ¥ Brener (1988) Van Bucren ef al.
(1989); Bremicre et erd, (1989, 19911, Barr er gl (1990); Cameiro
et al. (1991); Solan e al. (1992); De Luca d"Oro e al. (1993);
Heriksson er ad, (1993); McDanel y Ovorak {1993); Alves er
al. (1993); Texetn er al. (1993).

Gudfrey y Kilgour (1976); Tait (1980); Taut er al. (1984, 1985,
1989); Gibson y Gashumba (198 1), Gulfvey (1984); Bowd (1985,
1988y, Jenni er al. (1986, Pandavomne er ol (1986, 1989);
Godfrey er al. (1987, Stembery of el {1988Y; Gashumba ef al.
t1988); Knowles ef af, (1988); Richaer o7 af (1980 Tait y
Turnee {1990%; True v Fibavrene (1993 Mathweu Dadé y
Tihayrene 1900
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Tabla 1.- Caracterizacién de protozoos pardsitos mediante isoenzimas

(continyacion).

PROTOZ00

REFERENCIA

PHYLUM APICOMPLEXA

Género Sarcocystis
Género Babesia
Género Besnoitia
Género Eimeria

Género Theileria
Género Toxoplasma

Género Plasmodium
Plasmodium falciparum

Plasmodium vivax

Plasmodios de roedores

ORDEN DIPLOMONADIDA
Género Giardia

ORDEN TRICHOMONADIDA

Giénero Trichomonas

O’Donoghue ¢t al, (1986)
Moss et ai. (1986)

Le Blancq er al. (1986¢)
Long y Joyner (1984)
Nakamura e al. (1988)
Andrews et al. (1990)

Allsopp er al, (1985)
Dardé et al. (1987, 1988a, 1988b, 1990, {992)

Carter y Voller (1973, 1975) Thaithong er al, (1981);
Hempelmann ez al. (1981); Sanderson y Walliker (1981); Myint-
Oo er al. (1984); Graves et al. {1984); Webster et al. (1985);
Freese y Markus (1990); Creasey er al. (1990).

Joshi et al. (1989)

Carter y Walliker (1977); Carter {1978)

Bertram er al. (1983); Meloni y Thompson {1987); Meloni et
al. {1988, 1989, 1991); saac-Rentom er al. {1988, 1993); Proctor
et el (1989); Cuedillo-Rivera er al. (1989); Straden er al . (1990);
Horak er al. (1990); Abaza er af. (1991); Andrews et al. (1992a,
[992b); Homan er al. £1992); Maychoter et af. (1992); Campbel!
y Faubert (1994); Morgan e al. (1993),

Takayanags ef el (1971), Soliman er al. (1982); Gradus y
Mathews (1985).
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1.4.1.- Caracterizacién mediante isoenzimas

El desarrollo de la electroforesis en geles de almidén (Smithies, 1955) y la aplicacién
de los métodos de coloracién histoquimica a la misma (Hunter y Marker, 1957) permitid
el descubrimiento de los "isoenzimas" (Marker y Moller, 1959), enzimas con la misma
funcién pero que presentan diferente movilidad cuando se someten a un campo eléctrico.
Las poblaciones de pardsitos de una misma especie que poseen 10s mismos perfiles
enzimdticos se han denominado "zimodemas" (Lumsden, 1977).

Los principios de la electroforesis y su metodologfa han sido objeto de numerosas
publicaciones, entre ellas se recomiendan las de Harris y Hopkinson (1976), Rider y
Taylor (1980), Bullini (1984) y Murphy ez al. (1990).

Desde su descubrimiento, el andlisis enzimdtico ha revolucionado el concepto de
variacion intraespecifica en Parasitologfa, aplicdndose a un gran mimero de pardsitos para
estudios taxondmicos y epidemioldgicos. En Leishmania esta técnica resulta indispensable
siendo por tanto una herramienta de gran utilidad taxonémica que ha contribuido en gran
medida a comprender mejor la epidemiologfa de la leishmaniosis cutdnea y visceral
(Chance er al., 1977, 1985).

La caracterizacién enzimdtica se lleva a cabo en diferentes soportes como son el acetato
de celulosa (Kreutzer y Christensen, 1980; Kreutzer ef al., 1983; Andrews er ai., 1988),
poliacrilamida (Gardener et al., 1974; Piarroux er al., 1994) y almiddn, siendo este ditimo
el mds utilizado y el que ofrece mejores resultados (Miles er al., 1979; Maazoun er al.,
1981a,b). Estos métodos, referidos a Leishmania, han sido ampliamente revisados por
Momen (1984) y Evans et ai. (1989b).

Asf, se ha podido establecer una enorme diversidad genética en el seno de numerosos
complejos de Leishmania (Lanotte et al., 1981, 1986; Le Blancq er al., 1983, 1987; Le
Blancq y Peters, 1986b; Schnur er al., 1981; Schnur y Le Blancq, 1986; Shurkhal ef al.,
1986, Moreno er al., 1986a,b; Kreutzer et al., 1987; Al-Hussayni er al., 1987; Rioux er
al., 1990a).

En el Viejo Mundo la caracterizacién enzimdtica ha desempefizdo un papel de gran
importancia, permitiendo la separacién de L. (L.) major y L. (L.) tropica (Al-Tagi y
Evans, 1978; Rassam et al., 1979; Aljeboori y Evans, 1980a,b).

Le Blancq et al. (1983) estudian aislados de L. (L.) major de humanos, Psammomys

obesus, Meriones crassus 'y P. papatasi obtenidos en diferentes dreas de Israel, Estos
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autores encuentran tres variantes enzimdticas con el enzima 6PG asociadas a diferentes
dreas geogrdficas. En un trabajo posterior, Le Blancq y Peters (1986a) estudian la
distribucién de zimodemas de L. (L.) major de un total de 135 aislados, mediante trece
sisternas enzimdticos, encontrando polimorfismo enzimdtico en cuatro de ellos.

Maazoun et al. (1986) establecen 10 zimodemas de L. (L.) major gracias al andlisis
con 135 sistemas enzimdticos. En Africa y en el norte y sur del Sahara se han descrito tres
zimodemas de L. (L.) magjor (MON-25, MON-26 y MON-117), distribuidos en 4reas
geograficas diferentes. MON-25 principalmente en las regiones presaharianas del Magreb
(Garin ef al., 1985), en paises como Argelia (Belazzoug, 1984,1986a,b; Belazzoug et al.,
1986, lzri er al., 1992), Tiinez (Rioux er al., 1983) y Marruecos (Rioux et al., 1986¢),
donde parece que P. paparasi estd implicado en la transmisién. MON-26 ocupa un drea
mds extensa, como la peninsula Ardbiga, préximo y medio Oriente, el Africa sahariana
(Maazoun ez al., 1986; Rioux et al., 1986c) y Senegal (Dedet er al., 1986). Este mismo
zimodema se ha descrito también en Malf (Izri ef al., 1989). Rioux er al. (1990b, 1992)
identifican L. (L.) major MON-26 en Psammonys obesus en un estudio ecoepidemiolégico
ltevado a cabo en Siria. Un nuevo zimodema, MON-117, ha sido descrito recientemente
en Mauritania (Belazzoug et al., 1992).

Wahba er af. (1990) aislan y caracterizan L. (L.) major de P. papatasi en el norte de
Sinaf, Egipto. Mansour er @l. (1991) aislan y caracterizan esta especie de P. papatasi y
de personal militar en esta misma drea.

Desde los trabajos iniciales de Lanotte er af, (1981), muchos otros han confirmado la
diversidad enzimdtica del complejo de L. (L.} tropica. En 1986 se establecieron 17
zimodemas (Pratlong er al., 1986), si bien Le Blancq et al. (1986a) describen 18. En 1990
un trabajo complementario eleva el nimero de zimodemas a 28 (Rioux er al., 1990a).
Gramiccia er al. (1984) realizan por primera vez la caracterizacién enzimdtica de cuatro
aislados cutdneos de Turquia que resultaron ser L. (L.} tropica.

El andlisis eco-epidemioldgico de un foco marroquf de leishmaniosis cutdnea, debida
a L. (L.) tropica, ha dejado patente un elevado polimorfismo (7 zimodemas han sido
identificados de un total de 149 aislados del hombre, de perro y del vector Phlebotomus
sergenti), asf como la dispersién occidental de esta especie y la participacion del perro
como reservorio (Pratlong er al., 1991; Guilvard et al., 1991).

La especie L. (L.) aethiopica ha sido estudiada mediante isoenzimas por Peters et al.,
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1977) y Chance et al., (1978). Le Blancq et al. (1986b) estudian los perfiles enzimdticos
de 28 aislados de L. (L.) aethiopica, describiendo 13 zimodemas dentro de esta especie.

L. (L.) arabica ha podido ser separada de L. (L.) major gracias a la diferencia en sus
perfiles enzimdaticos (Peters et al., 1985, 1986).

El andlisis enzimdtico ha permitido la descripcion de nuevas especies como L. (L.)
killicki, en el curso de una epidemia de leishmaniosis cutdnea en Tinez (Rioux et al.,
1986d) y L. (L.) turanica aislada de un roedor Rhombomys opimus en Rusia y Mongolia,
donde existe simpdtricamente junto con L. (L.} major y L. (L.) gerbili (Strelkova et al.,
1990).

La afinidad de la especie de L. (L.} chagasi causante de LV en América con L, (L.}
infantum ha sido estudiada mediante andlisis enzimdtico. Moreno er al. (1986b)
caracterizan 10 aislados de LV en Ameérica mediante 15 sistemas enzimdticos no
encontrando diferencias con L. (L.) infantum. Estos estudios son apoyados por Killick-
Kendrick et al. (1985) quienes sugieren que L. (L.) infantum fue introducida en América
por los perros de los conquistadores. Por el contrario, Lainson er al. (1987) opinan que
ambas especies son diferentes.

Schnur er al., (1981) estudian el complejo de L. donovani mediante 4 sistemas
enzimdticos lo que no les permite establecer heterogeneidad dentro del mismo. Cuando
otros autores realizan el mismo estudio con un mayor mimero de sistemas enzimiticos
encuentran que ciertas cepas presentan diferente movilidad para el enzima GOT (Aljeboori
y Evans, 1980a; Lanotte er al., 1981). Le Blancq y Peters (1986b} estudian el complejo
de L. donovani sensu lato mediante 13 sistemas enzimdticos y establecen tres grupos en
funcidn de los resultados del andlisis enzimdtico: a) L. (L. ) donovani sensu stricto de India,
Kenya, Etiopfa y Suddn, b) L. (L.) infantum de Tinez, Italia y Portugal y ¢) cepas de
Arabia Saud{, norte de Etiopfa e Iraq. Moreno er al. (1986b) individualizan el complejo
de L. infantum del complejo de L. donovani s.i. mediante andlisis enzimdtico. L. donovani
estarfa circruscrita a Asia y este de Africa y L. infantum se extenderfa por China, cuenca
Mediterrdnea y norte de Africa.

En el Nuevo Mundo la caracterizacién enzimdtica ha permitido estudiar el papel de los
reservorios, vectores y de las especies del pardsito responsables de las leishmaniosis
cutdneas y mucocutdneas. Asf se ha hecho en Brasil (Miles ez al., 1979; Lainson ef al.,

1979, 1981, 1982, 1983; Arias et al., 1985; Cuba Cuba et al., 1984, 1985, Momen er al.,
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1985; Braga et al., 1986; Vasconcelos et al., 1988), Belize (Evans et al., 1984: Lainson,
1984}, Guatemala (Porter er al., 1987), Guayana Francesa (Dedet et al., 1985; Desjeux
y Dedet, 1989; Dedet, 1990), Ecuador (Mimori ez al., 1989; Armijos et al., 1990),
Colombia (Saravia et al., 1985; Weigle et al., 1986; Corredor ef al., 1990}, Panamg (de
Vasquez et al., 1990), Pend (Ebert, 1987; Romero et al., 1987; Revollo et al., 1992),
Bolivia (Urgel et al., 1986, 1989; Desjeux et af., 1986a,b, 1987; Revollo ez al., 1992)
y Nicaragua (Missoni ez al., 1986).

Por citar algunos ejemplos mds concretos, el andlisis enzimdtico ha permitido
diferenciar entre L. (V.) braziliensis y L, (V.) peruviana (Arana et al., 1990). Franke er
al. (1990) describen un caso de leishmaniosis cutdnea difusa adquirida en Peni; el andlisis
enzimdtico revel6 que el agente causal era L. (L.) armazonensis.

Moreno ez al., (1986a) individualizan el complejo de L. guyanensis, separdndolo del
complejo de L. braziliensis mediante trece sistemas enziméticos.

Por otro lado, la caracterizacién enzimdtica ha puesto en evidencia por primera vez,
LC humana en Brasil debida a L. (V.) naiffi (Lainson et al., 1990), especie que hasta el
momento sdto habia sido aislada del armadillo (Dasypus novemcinctus) (Lainson y Shaw,
1989), otro caso de LC debida a L. (V.) lainsoni (Silveira et al., 1987) y un iltimo caso
debido a L. (V.) shawi (Lainson et al., 1989), pardsito de monos en la regidn del
Amazonas (Shaw et al., 1991),

En Colombia se ha identificado mediante isoenzimas a L. (V) guyanensis, como
responsable de tres casos de leishmaniosis cutinea mucosa (Santrich er al., 1990). El
andlisis enzimdtico ha permitido documentar el primer caso de LV debida a L. (L.)
amazonensis en Brasil (Barral et al., 1986).

El estudio de los datos obtenidos a partir del andlisis enzimdtico de aislados de
Leishmania de Perii y Ecuador desde el punto de vista de genética de poblaciones y
filogenia han permitido esclarecer algunos problemas sobre la epidemiologia de Ia
leishmaniosis en Perd y en Ecuador (Guerrini, 1993).

Dedet e al. (1994) describen un nuevo caso de leishmaniosis cutdnea en Guayana
Francesa, el andlisis enzimdtico puso en evidencia la presencia de L. {V.) braziliensis.

E! andlisis enzimdtico junto con otros criterios bioqufmicos y bioldgicos ha permitido
la descripcidn de nuevas especies de Leishmania como: L. (L.) venezuelensis en Venezuela

(Bonfante-Garrido, 1980), L. (V.) colombiensis sp. en Colombia y Panam4 {Kreutzer ef
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al., 1991) y L. (V.) equatorensis sp. en Ecuador (Grimaldi er al., 1992) .

1.4.2.- Caracterizacién mediante sondas de ADN
1.4.2.1.- Sondas de ADNk

Las caracteristicas que revine el ADNK, (de las que ya se habld en el apartado 1,2.5.),
ha permitido su amplia utilizacién en la identificacién y diagndstico de Leishmania. En
muchas especies de Leishmania, el 80% de la secuencia del ADNKk estd constituida por
cuatro o menos familias de minicfrculos. Esto significa que cada familia de minicfrculo est4
representada por mds de 1000 copias, con unos 600 pb disponibles para hibridar
("secuencias diana"), lo que constituye una herramienta de gran utilidad para el
diagndstico. El resto de la secuencia es variable (20% de divergencia) y tiene gran interés
en estudios tanto taxondmicos como filogenéticos.

El andlisis de los patrones de ADNk obtenidos por digestion con endonucleasas o
esquizodemas, término inicialmente empleado para el estudio de las poblaciones de
Trypanosoma cruzi (Morel y Simpson, 1980; Morel er al., 1980; Morel et al., 1986),
aunque son de gran complejidad, ha sido utilizado en la caracterizacidn de Leishmania
(Jackson er al., 1984; Lopes et al., 1984, Pacheco et al., 1986) y ha permitido establecer
variabilidad entre 29 cepas de L. (L.) infantum (Angelici et al., 1989).

Si bien algunos autores han trabajado con ADNK total, la utilizacidn de fragmentos de
ADNEKk clonados ha permitido desarrollar sondas de mayor sensibilidad y especificidad para
el diagndstico (ver revisiones de Barker er al., 1982; Wirth er al., 1986; Barker et al.,
1986b; Barker, 1987, 1989a,b; Barker, Jr., 1990; Blackwell, 1992).

La utilizacidn de sondas de ADNk total ha facilitado la discriminacién de los complejos
de L. mexicana y L. braziliensis, ya que los minicfrculos d¢ ADNK no comparten ninguna
homologia en su secuencia (Wirth y McMahon-Pratt, 1982; Barker y Butcher, {983; Wirth
et al., 1986), y ha permitido reclasificar L. (V.) peruviana, como miembro del complejo
de L. braziliensis, a pesar de presentar un fenotipo clinico tipico de L. (L.} mexicana
(Romero er al., 1987, Lépez et al., 1988, 1989).

Jackson er al. (1984) no encuentran homologfa entre et ADNk de L. (L.) donovani,
L.(L.) aethiopica y L. (V.) panamensis, pero sf entre L. (L.} donovani, L. (L.) tropica 'y

L. (L.) major cuando utilizan una sonda de ADNk de L.(L.) donovani. Estos mismos
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autores diferencian L. (L.) mexicana de L. (V) panamensis, especies que comparten la
misma drea geogréfica, mediante hibridacidn con sondas de ADNk. Asf mismo, encuentran
escasa homologia entre L. (L.) mexicana, L. (L.) major y L. (L.} donovani (Jackson et
al., 1986),

La hibridacién con sondas de ADNk y la caracterizacién mediante isoenzimas ha
permitido discriminar entre L. (L.) tropica y L. (L.) major (Spithill y Grumont, 1984),

La homologfa en la secuencia de ADNk ocurre entre diferentes especies del Viejo
Mundo. Asf, el ADNk de Leishmania major hibrida con el ADNk de Leishmania tropica,
Leishmania aethiopica y Leishmania donovani (Lawrie et al., 1985; Kennedy, 1984). La
secuencia de ADNk de L. (L.) aethiopica se encuentra mds estrechamente relacionada con
L, (L.) tropicay L. (L.) major que con L. (L.) donovani y L. (L. ) infantum (Laskay et al.,
1991a).

Las secuencias de fragmentos de ADNk clonadas de L. (L.) donovani o L. (L.)
infantum han demostrado especificidad al compararlas con ADNK de otras especies y se
han utilizado para el diagndstico de especies del Viejo Mundo tanto productoras de
leishmaniasis cutdneas como viscerales (Lopes y Wirth, 1986; Alvar er al., 1989b; Smith
et al., 1989; Gramiccia ef al., 1992a).

Las sondas de ADNK total y recombinante han sido utilizadas con éxito para identificar
pardsitos de cultivo mediante hibridaciones en forma de mancha ("dot-blot")(Laskay er al.,
1991a; Gramiccia et al., 1992b), en material de biopsias empleando hibridaciones por
contacto ("touch preparates”)(Wirht y Mc Mahon-Pratt, 1982; Jackson ef al., 1984; Wirth
er al., 1986; Ldpez et al., 1989; Ben-Ismail er al., 1992), asf como en mosquitos
infectados experimentalmente en hibridaciones por aplastamiento ("squash preparates™)
(Ready er al., 1988; Rogers et al., 1988; Laskay et al., 1991b).

En la Tabla 2 se muestra una recopilacidn de las sondas de ADNk utilizadas en la
caracterizacion y diagndstico de Leishmania asf como la metodologfa seguida por cada uno

de los autores en cada caso,
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TABLA 2.- Sondas de ADNk de Leishmania.
Especie Sonda Pardisitos*/Muestrs® Método® Referencia
L. (L) tropica ADNk digerida con A Arnot y Barker (1981)
L. (L.} sethiopica Eco Ri, BamH1, Hpall,
Mhbal
L. (L)) uopica ADNk purificado < 10* promastigotes B Witth y Mc Mahon!-Pratt
L.(L.) mexicana A (1982)
L. (V.} braziliensia C
L. (V) braziliensis ADNX total ADNY digerido Hae II] A Barker y Butcher (1983)
L mexj
L. (L.) major ADNY (otal 10*-10% promastigotes B Spithill y Grumont {(1984)
L. (L.) tropica A
L. (L.} dopovani
L. (L.) mexicans
L.{L. ica ADNEk recombinante - D Kennedy (1984)
L. (L.) major ADNE total ADNk digerido Haelll, A
L. (L.} aethiopica Mbol, BamH], TaqY1
L. (L.} donovani ADNK total ADNK digerido Hpall A Jackson gL al. (1934)
L.(L)infantum  ADNK recombinente 5x 10 promastigotes B Lawrie et al. (1985)
(L.} donovani ADNE digerido Mspl A
L. (V.) braziliensis Minicirculos de 10* promastigotes B Barker g al. {1986b,¢)
L. (V.) guyanensis ADNk < 100 promastigotes* B
ADNEk digerido Hae I A
D
L. (L) donovani ADNk recombinate - Lod Jackson gt al. (1986)
10%-10° promastigotes B
L. (L.} dopovani ADNk recombinante 10® promastigotes B Lopes ¥ Wirth {{986)
L (L) chepasi ADNk 1otal ADNk digerido Alu I A
L. (L.) mexicana  ADNk recombinante - C Wirth et al. (1936)
Lo (L.} donovani ADNk recombinante 400 promastigotes B Ellis y Cramptom {1986)
L. {V.) braziliensis ADN} tolal 10° promastigotes B Romero gt al. (1987}
L. (V.) guyanensis
L. (L.} amazonensis
L. (L) mexicana
ADNk recombinante ADNk digerido Hae IIT A Rogers y Wirth (1987)
ADNK total Alul
L. {L.) braziliensis ADNk recombinante 10°-10°-10* B Lépez et al. (1988)
L. (V.} puyanensis promastigote s

L. (L) amazonensis
L.(L.} mexicansa

< |00 prormastigotes*

a: mimero de pardsitos para las hibridaciones en forma de mancha {“dot-blot™)

b: preparacién del ADN para la hibridacién

¢: métexlo de preparar ta muesica pam la hibridacidn

* minimo nimero de pardsitos detectados en Dot-blot

A: Transferencia mediante capilaridad segiin Southern (Southern, [975)

B: Hibridacidn en forma de mancha ("Dot-blot"y C: Hibridacién por contacto (“Touch-blot")
D»: Hibridacidn "in situ” E: Hibridacién por aplastamiento ("Squash-blot”)
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TABLA 2.- Sondas de ADNk de Leishmania (continuacidn).

29

Especie Sonda Pardsitos'/Muestra® Método® Referencia

L. (V) guyanensis ADNKk total - E Rogecs et al. (1988)

L. (I..) majo ADNk total - E Rzady gt al. (1988)

L. (L.} braziliensis ADNk recombiname  10%-10%10* B,C Lépez et al. (1989)

L..(V.) guyanensis < 100 promastigotes*

L. {L.) amazonepsis

L.(L.} mexicana

L. (L.} major ADNKk total 104107 AB Chapman et al. (1989)

L. (I,.) tropica ADNk recombinante

L. (L.} arabica

L. (L.) major ADNk recombinante ADNEk digerido EcoRl, A Smith et al. {198%)
Taq I
10*10°-1¢F promast. B

Leishmania spp. ADNk recombinante O*Spg-lug-Sug A Das Gupts et al. (1991)
de ADNk

Leishmania spp. ADN recombinante - D Schoone et af. (1991

L. (L.) agthiopica =~ ADNk recombinante 1¢ promastigoles B Laskay et al. (1991a)

ADNK total

L. (L.} acthiopica  ADNk recombinante 1000 6 méds pardsitos E Laskay et al. (1991b)

L. (L.) infantun ADNk recombinante Biopsias C Ben-Ismail et al. (1992)

MON-24

L. (L.} infantu ADNE recombinante 10*10* promastigotes B Gramiccia et al. (1992a)

MON-24

L.(L.) infantum ADNK recambinante 10* promastigotes B Alvar gt at. (1989b)

MON-29

&: nimero de pardsitos para las hibridaciones en forma de mancha (“dol-blot™)

b: preparacion del ADN para la hibridacicn

¢: método de preparar [a muestra para la hibridacién

* minimo mimero de pardsitos en "dot-blot”

A: Transferencia mediante copitaridad segin Southern (Southern, 1975)

B: Hibridacién en forma de mancha ("Dot-blot™) C: Hibrdacién por comacto ("Touch-biot")
D: Hibridacién "in siw® E: Hibridacién por aplastamiento (“Squash-blot”)
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1.4.2.2.- Sondas de ADNg

No existen muchos trabajos acerca de la aplicacién de sondas de ADNg en la
caracterizacion de aislados de Leishmania.

Los clones seleccionados a partir de librerfas de ADNg y ADNc han sido utilizados
como sondas con fines diagndsticos y taxonémicos (Van Eys er al., 1989, 1991; Howard
et al., 1991, 1992). Estos clones podrian ser parte de genes "housekeeping" y estar
presentes en todas las especies de Leishmania. Los exones de estos genes estdn bastante
conservados, mientras que los intrones presentan cierto grado de variacidn cualidad que
es utilizada para Ia caracterizacion y diagndstico de Leishmania.

Van Eys er al. (1989) obtienen un clonr, denominado 7-059, & partir de una librerfa de
ADNc de L. (L.) infantum, ITMAP263, que permite diferenciar L. (L.} tropica, L. (L.)
major, L. (L.) aethiopica y L. (L.) donovani/ L. (L.) infantum. La aplicacién del an4lisis
enzimdtico y la hibridacidn con la sonda 7-059, ha permitido identificar L. (L.) infantum
como responsable de un caso de leishmaniosis mucocutdnea en Espafia (Alvar e al., 1990)
y L. (L.} major causante de leishmaniosis cutdnea difusa (LCD) en Suddn (Abdel-Hameed
et al., 1990)

La sonda de ADN recombinante capaz de discriminar entre L. (L) donovani y L. (L.)
infantum, denominada pDK20, se obtuvo a partir de una librerfa de ADNg de L. (L.)
major (MHOM/SN/QO/DK1) (Van Eys er al., 1991), Esta sonda ha identificado L.
donovani s.l. y L. (L.} major como causantes de leishmaniosis mucocutdnea en Sudan
(Ghalib er af., 1992).

Otro clon, pdK!10, obtenido a partir de la misma librerfa se ha utilizado como
herramienta para incluir el zimodema LON-58/MON-21 en una nueva especie, L. (L.}
turanica (Strelkova et al. 1990). Asf mismo, ha sido de gran valor en la descripcidn de un
hibrido entre L. (L.) major y L. (L.) arabica (Kelly et al. 1991). Mds recientemente, este
clon ha permitido diferenciar complejos fenéticos cuando se ensayé frente a un panel de
58 cepas de Leishmania, procedentes de 14 pafses del Viejo Mundo y pertenecientes a 45
zimodemas (Guizani et al., 1994)

Howard et al. (1990, 1991) construyen una librerfa de ADNc de L. (L.} donovani
(MHOM/ET/67/HU3) en el bacteridfago Agtll y seleccionan un clon, Lmet 2, especifico
para L. donovani s.l. constituido por cuatro copias de una secuencia repetida en tdndem

de 60 pb, presente en al menos seis cromosomas, Esta sonda reconoce menos de 100
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promastigotes en hibridaciones en forma de mancha ("Dot/Slot-blot"), detecta
promastigotes de Lurzomyia longipalpis infectadas experimentalmente mediante
hibridaciones por aplastamiento ("Squash-blot"), asf como amastigotes en biopsias de
cricetos infectados experimentalmente en hibridaciones por contacto ("Touch-blots"). La
secuencia complementaria de Limnet 2 ha sido utilizada para construir unos iniciadores itiles
en la amplificacidn del ADN mediante PCR. La sensibilidad y eficacia de la sonda ha sido
confirmada recientemente en el diagndstico de seis casos de leishmaniosis visceral (Howard
et al., 1992),

Wilson et al. (1992) determinan la sensibilidad del clon Lmet2 marcado con
digoxigenina frente al complejo de L. donovani. La sensibilidad fue mds elevada que la
obtenida previamente por Howard ez al. (1991) con el mismo clon marcado con P*2 lo que

supone una gran ventaja y menor riesgo en el diagndstico rutinario.

1.4.2.3.- Sondas ribosomales
La organizacién de los cistrones en los ribosomas muestra ciertas caracter(sticas que

hacen de estos un instrumento de gran utilidad para la bisqueda de secuencias especfficas
y ¢l desarrollo de un método sensible para la deteccién de Leishmania.

El ADNg contiene unas 160 copias del gen SSU ARNr ¢ 18S ARNr (subunidad
pequefia de ARNr) y el citoplasma mds de 10* moléculas de SSU ARNr (Leon er al.,
1978). La presencia de dos bloques de secuencias, en la parte central del gen, especificas
para Kinetoplastida, ofrece la oportunidad de disefiar sondas de alta sensibilidad y buena
especificidad. Las homologfas en estos dos bloques de secuencias son del 54% entre
Leishmania y tripanosomas, y del 89% entre Leishmania y Crithidia fasciculata (Van Eys
et al., 1992). La secuencia de este gen es una de las mds estudiadas, tanto es asf, que se
conoce en mds de 100 especies (Dams et gl., 1988). En L. (L.) donovani, cepa Suddn I,
la SSU ARNr tiene un tamafio de 2.204 pb (Looker er al., 1988) y se encuentra mds
estrechamente relacionada con C, fasciculata (97 %, 2206 pb) (Schnare er al., 1986) que
con 7. brucei (84%, 2251 pb) (Sogin et al., 1986) ¥ T. cruzi (2319 pb) (Herndndez et al.,
1988, 1990). La organizacion atfpica de la secuencia del ARNr en 7. cruzi (Herndndez et
al., 1988) refuerza la idea de que los tripanosomas representan un grupo de organismos

eucariotas con una linea de evolucién independiente (Sogin et al., 1986; Tait, 1990), El
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andlisis de las secuencias de SSU ARNr y LSU ARNr (subunidad grande de ARNr) ha
permitido estudiar la evolucién de los protozoos del orden Kinetoplastida. Los géneros
Leishmania, Endotrypanum, Leptomonas, y Crithidia constituirfan un grupo mds
estrechamente relacionado, mds distante de Phytomonas y Blastocrithidia, T. cruzi y por
dltimo de T. brucei (Fernandes et al., 1993).

Se han utilizado sondas de alta sensibilidad, basadas en secuencias de SSU ARNTr, para
detectar Leishmania mediante "dot-blot" y PCR (menos de 10 pardsitos pueden ser
detectados) (Uliana et al., 1991; Van Eys er al., 1990, 1992). Ello ha permitido establecer
ta proximidad filogenética de S. rarentolae, exclusiva de reptiles, con L. (L.) donovani y
por otro lado su lejanfa con los tripanosomas (Briones er al., 1992). El andlisis de
restriccion de los genes SSU ARNr y LSU ARNr seguido de la hibridacién con sondas
complementarias de la secuencia 185 de ARNr, ha permitido diferenciar distintas especies
de tripanosomatidos pardsitos de insectos (Camargo et al., 1992).

El-Hassan et al. (1993) describen un método simple de deteccién e identificacion de
diferentes especies de Leishmania, a partir del material de biopsia aplicado sobre
nitrocelulosa, mediante PCR con los iniciadores 5’-GGTTCCTTTCCTGATTTACG-3 y
5’-GGCCGGTAAAGGCCGAATAG-3’ del gen SSU ARNT.

Las regiones intergénicas (espaciadoras) de los genes ribosomales (NTS), contienen
secuencias especie-especificas que pueden ser utilizadas para identificar diferentes especies
de Leishmania. Ramirez y Guevara (1987) utilizan una secuencia NTS de L. (V.)
braziliensis Y, para diferenciar especies de Leishmania en relacidn con los patrones de
RFLP, logrando diferenciar tres grupos: un primer grupo con un patrdn similar a L. (V.)
braziliensis Y y L. (L) garnhami J-APT8, otro grupo similar a L. (L.) mexicana M-379
y un dltimo grupo similar a L. (V.) braziliensis M-2903. Estos resultados apoyarian la
existencia de L, (L.) garnhami como una especie independiente de Leishmania.

Guevara et al. (1992) no logran discriminar especies de Leishmania dentro del
complejo de L. braziliensis, lo que concuerda con los resultados obtenidos previamente por
Romero et al. (1987) y Reiner er al. (1989) que no logran diferenciar, ni por RFLP ni
mediante isoenzimas, L. (V.) peruviana y L. (V.) braziliensis de Perd y Bolivia. Van Eys
et al. (1991) no encuentran diferencias en los REFLP de las especies de Leishmania dentro
del complejo de L. braziliensis.

L. (L.) mexicana y L. (L.) amazonensis fueron reconocidas por una sonda NTS de L.
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(L.} garnhami (Guevara et al., 1992), resultados que concuerdan con los obtenidos
mediante andlisis enzimdtico y que sugiere una relacién filogenética entre estas especies
(Moreno er al., 1986a).

El mini-ex6n es una secuencia de 25 a 39 nucletidos afiadida post-transcripcionalmente
(Agabian, 1990), al extremo 5’ de los ARNs mensajeros (med ARN) de todos los
tripanosotomnatidos (Campbell e al., 1984). El proceso de ligacién post-transcripcional
("trans-splicing") ha sido revisado ampliamente por Laird (1989). Los genes nucleares que
portan el mini-exdn estdn organizados en tdndem de 200-250 pb separados por espacios o
regiones intergénicas y contienen secuencias altamente conservadas (Miller er al,, 1986;
Wilson ez al., 1991; Hassan et al., 1992), aunque parece que existe poca homologia dentro
de las regiones intergénicas.

Estos genes han sido utilizados para diferenciar especies de Trypanosoma como T, cruzi
y T. rangeli mediante hibridaciones en forma de mancha ("dot-blot") (Murthy et al., 1992)
y especies de Leishmania (Fernandes er al., 1992). La amplificacién de las regiones
intergénicas del med ARN de L. (L.} donovani mediante PCR ha permitido el desarrollo
de sondas e iniciadores especificos de especie. De esta manera, se ha podido detectar L.
(L.) donovani en tejidos y sangre de sujetos con leishmaniasis cutdnea post Kala-azar
(Hassan er al., 1993) y diferenciar Endotrypanum schaudinni de Leishmania del Nuevo
Mundo (Fernandes er al., 1993).

1.4.3.- Caracterizacion por amplificacion de ADN mediante iniciadores arbitrarios (RAPD)

Las técnicas basadas en la amplificacion de secuencias en el ADN gendmico mediante
iniciadores de secuencia variable en tamafio y elegidos al azar como: AP-PCR (20 pb)
(arbitrarily primed PCR) (Welsh y McCleliand, 1990}, RAPD (10 a 12 pb) (random
amplified polymorphic DNA) (Williarms er al., 1990, 1991) y DAF (6 pb) (DNA-amplified
fingerprinting)(Caetano-Anolles e7 al., 1991), han demostrado ser de gran utilidad en la
caracterizacion de bacterias, hongos, pardsitos y dipteros (ver Tabla 3).

Todos estos métodos basados en la técnica de PCR (Saiki et al., 1988; Mullis ez al.,
1986; Mullis y Faloona, 1987) utilizan un sélo nucledtido con una secuencia arbitraria a
diferencia de la técnica de PCR que utiliza iniciadores especfficos, Los fragmentos

amplificados pueden ser utilizados como sondas en el diagndstico ¥, posteriormente,
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clonados y caracterizados simplificando asf la biisqueda de fragmentos de ADN especfficos
de especie (MacPherson y Gajadhar, 1992). Algunos autores, sin embargo, piensan que
es improbable que las sondas generadas mediante RAPD tengan buena sensibilidad
(Wilson, 1992),

Concretamente, la técnica de RAPD se basa en la amplificacion de ADN con
iniciadores de 10 mers cuya secuencia es seleccionada arbritariamente, permitiendo la
discriminacidn de variantes intraespecificas, as{ como el polimorfismo generado por
diferentes mutaciones. Los fragmentos amplificados no pueden ser interpretados desde el
punto de vista alélico ya que no es posible distinguir si un segmento de ADN es
amplificado a partir de un "locus" heterozigético u homozigdtico. Es decir un iniciador
dado amplificard un "locus" o un grupo de "loci" dados.

Meunier y Grimont (1993) han estudiado, recientemente, los factores que afectan en
la reproducibilidad de la técnica RAPD,
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TABLA 3.- Aplicacién del método de amplificacién de ADN mediante iniciadores
arbitrarios en la caracterizacién de pardsitos, bacterias, hongos y

levaduras.
Organismo Técnica* Referencia
Pardsitos
- Helmintos
Echinococcus granalosus RAPD Siles et al. (1993}
Echinococeus spp. RAPD Bowles y McManus (1993)
Schistosoma spp. DAF Dias-Neto er al. {1993); Barral er al. (1993)
Trichinelia spp. RAPD Bandi et al. {1993); Dupony-Camet ef al, {1994a,b);
Chacon et af.(1994); Tighe et al. (1994)
Haemonchus spp. RAPD Comes et al. (1994)
- Protozoos
Giardia duodenalis RAPD Homan et al. {1992); Morgan ¢t al. (1593)
Trypanosoma spp. AP-PCR Weitumbi y Murphy (1993);
DAF Steindel er al. {1993)
RAPD Tibayrenc et al. (1993); Majiwa et al. (1993);
Trypanosoma cruzi RAPD Revoilo et al. (1594); Bastrenta et al. (1994)
Plasmodium falciparum RAPD Tibayrenc et al. (1993)
Leishmania spp. RAPD Tibayrenc ef gl. {1993); Baiiuls (1993), Bafiuls et al.
(1994); Baixench (1994)
- Coccidios
Eimeria spp. RAPD Procunier er al. (1993); Licois et al. {1994)
Babesia bovis, B. bigemina RAPD Carson et al. {1994)
- Dipteros
Aedes spp. RAPD Kambhampati et al, (1992)
Culicoides spp. RAPD Raich et al. (1993)
Lutzomyia spp. RAPD Adamson et al, (1993)
Bacterias
Escherichia coli RAPD Bingen et ai. (1993b)
AP-PCR Alos ef al. {1993)
Staphylococcus aureus RAPD Saulnier et al. (1993)
AP-PCR Fang et al. (1993)
Leprospira spp. AP-PCR Ralph er al. (1593)
Legionella pneumophila AP-PCR Gomez-Lus et al. (1993)
Actinobacillus AP-PCR Hennessy er al. (1993)
Proteus mirabilis AP-PCR Bingen er al. (1993a)
Mycobacterium tuberculosis RAPD Palittaponcarnpin et al. {1993)
Helicobacter pylori RAPD Akopyanz et al. {1992a, 1992b)
Haemophilus somnus RAPD Myers et al. (1993)
Listeria monocytogenes RAPD Czajka et al. (1993); Mazurier ef al. (1992)
Listeria spp. RAPD Mazurier y Wernars (1992); MacGowan er al. {1993)
Lacrococeus lactis AP-PCR Cancilla er al. (1992)
Borrelia burgdorferi AP-PCR Welsh et al. (1992)
Streptoccus uberis DAF Jayarao er al. (1992)
Hongos y Levadurag
Candida spp. RAPD Lehmann er al, (1992)
Aspergilius fumigarus RAFPD Aufaubre-Brown er al. (1992); Loudon ef o, (1993)
Histoplasma capsulatum RAPD Woods et al. (1993)
Leprosphaeria maculans RAPD Goodwin y Annis (1991)

* De acuerdo a la clasificacién de Meunier y Grimont {1993).
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1.5. Leishmaniosis en la Cuenca Mediterrdinea

En la Cuenca Mediterrdnea, L. (L.} infantum es responsable de las leishmaniosis tanto
cutdneas como viscerales, con una distribucién tfpicamente rural y periurbana. El perro
(Canis familiaris) es el principal reservorio de la leishmaniosis visceral, pero también se
ha podido aislar L. (L.) infantum de la rata (Rattus rartus) y el zorro (Vulpes vuipes).

Los casos de leishmaniosis muco-cutdnea son raros en la Cuenca Mediterrdnea. Los
primeros casos de localizacion labial o nasal se describieron en Italia ¥ posteriormente en
Francia (Lanotte e al., 1980) y Espafia (Alvar er al., 1990). También se han descrito
algunos casos de leishmaniosis laringea en Italia, Francia y Marruecos (Ranque et al.,
1962; Meyruey et al., 1974, Lanotte et al., 1980; Ravisse et al., 1984), En un caso en
que Leishmania se aislé de la mucosa nasal se realiz6 la caracterizacidn enzimdtica, sin
embargo los autores no mencionan el zimodema, sélo concluyen que la especie fue L. (L.)
infantum (Maazoun et al,, 1981b). En el caso descrito en Espafia de leishmaniosis
mucocutdnea, el aislado fue caracterizado como MON-1. Recientemente, Borzoni et al.
(1991) en Cerdefa, Italia, han caracterizado un aislado de Leishmania, de una lesién
lingual, como L. (L.) infantum zimodema MON-27 (viscerotropo).

En la Cuenca Mediterrdnea se han descrito mds de 20 zimodemas de L. (L.) infantum,
de ellos algunos se aislan de casos de LV mientras que otros son los responsables de LC.
El zimodema vfscerotropo mds ampliamente distribuido en los paises del drea Mediterrdnea
es el zimodema 1 (MON-1), que se ha podido aislar de humanos, perros y flebotomos, si
bien también se han aislado otros zimodemas viscerales. En las Tablas 4,5y 6 se hace una
recopilacidn de los zimodemas que se han encontrado en aislados de Leishmania tanto de
LVH como de LCH, asf como de diferentes reservorios y especies de flebotomos, en
paises de la Cuenca Mediterrdnea.

Existen datos en la literatura acerca de la presencia de dos zimodemas diferentes en el
mismo hospedador. Rioux er af. (1986b) describen Ia presencia de dos zimodemas de L.
(L.) infantum MON-1 y MON-29 en el curso de dos episodios de LCH con tres afios de
intervalo. La presencia conjunta de dos zimodemas diferentes de L. (Z.) infantum, MON-1
y MON-77, ha sido descrita por Pratlong et al. (1989a), en un perro con leishmaniosis
cutdnea difusa. Los dos zimodemas estuvieron presentes simultanéamente en la piet y en

los nddulos linfiticos.
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TABLA 4.- Caracterizacién enzimdtica de aislados de L. (L.) infantum humanos

en la Cuenca Mediterrdnea

ZIMODEMAS* ORIGEN REFERENCIA
VISCERALES
MON-1 ARGELIA Belazzoug (1984, 1986a,b); Lanotte et al. (1981)
FRANCIA, Rioux et al. (1986h)
ITALIA Le Blancq y Peters (1986b); Gramiccia et al, (1992¢)
ESPANA Portiis et af. (1986, 1989); Alvar y Ortiz (1987); Alvar
(1988); Gillego et al. (1993a)
EGIPTO Schnur (1986)
ISRAEL Schnur et al, {1981}
MALTA Schnur e al. {1981)
TUNEZ Lanotte e al. (1981); Ben Ismail et al. {(1986)
PORTUGAL Abranches er al. (1986); Le Blancg y Peters (1986b)
GRECIA Le Blancq y Peters (1986b)
MON-27 ITALIA Gramiccia et al. (1986}
MON-28 ESPANA Porttis er al, (1986, 1989)
MON-72 ITALIA Gramiccia ef al. (1992¢)
MON-77 ESPANA Gillego et al. (1993a)
MON-80 ESPANA Portiis er al. {1989)
MON-98 EGIPTO Youssef er al. (1989)
CUTANEQS
MON-1 FRANCIA Lanotte ef al. {1981); Rioux er af. (1980, 1985,
1986b); Moreno er al. (1986h)
ITALIA Gramiccia et al. (1986)
GRECIA Frank et al. (1993)
MALTA Gradoni ef al, (1991)
ESPANA Portis er al. (1986, 1989); Alvar er al. (1990)
MON-11 FRANCIA Lanotte ef al.(1981); Rioux er al. (1986b);
Moreno er al. (1986)
MON-24 ARGELIA Belazzoug er al.(1985); Belazzoug (19864a,b)
ITALIA Gramiceia ef al. (1986, 1987, 1992h)
TUNEZ Pratlong er al, (1989); Ben Ismail et af. (1992)
PORTUGAL Abranches er al. (1994)
MON-29 ESPANA Portiis et al. {1982, 1986)
FRANCIA Rioux er al. (1986b); Moreno et al. (19860}
MON-33 ESPANA Portis er al. (1989)
FRANCIA Rioux er al. (1986b); Moreno et al. (1986b)
MON-34 FRANCIA Rioux ef al. (1986b); Moreno er al. {1986b)
MON-78 MALTA Jollife et al. (1986); Gradoni et al, (1991)
MON-111 ITALIA Gramiccia er al. (1992b)

* nomenclatura del Laboratoire d'Ecologie Médicale et Pathologie Parasitaire, Montpellier (Francia),
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TABLA 5.- Caracterizacion de aislados de L. (L.) infantum de diferentes

reservorios
HOSPEDADOR ZIMODEMA * ORIGEN REFERENCIA
PERRCO MON-I ARGELIA Belazzoug (1984, 1986b)
MON-1 EGIPTO Azab et al, (1984)
MON-1 FRANCIA Maazoun er al. (1981a,
1981b); Lanotts ef el
(1981); Pratlong e al. (1989a)
MON-1 GRECIA Tzamouranis et al, (1984);
Le Blancq y Peters (1986b)
MON-1 ITALIA Gramiccia et ai. (1982
{1984, 1986,1992b,c); Lanotte
et al. {1981); Le Blancq y
Peters (1986b)
MON-72 " Gramiccia er al. (1992¢)
MON-1 MALTA Gradoni et al. (1991)
MON-1 GOZO Gradeni et al, (1991)
MON-1 PORTUGAL Lanotte et al.(1981);
Abranches et al, (1984,
1986, 1992); Le Blancq
¥ Peters (1986b)
MON-1 ESPANA Lanotte ef al. (1981);
Géllego y Porthis (1984);
Portils er al. (1984, 1986,
1994); Alvar y Ortiz (1987);
Alvar (1988); Pratlong ef al.
(198%a); Gillego er al.
(1993a)
MON-77 " Gillego & al. £1993a);
Pratlong er af. (1989a)
MON-105 " Martin er al. (1994)
MON-1 TUNEZ Maazoun er af . (1981);
Ben Ismail et al. (1986)
MON-1 MARRUECOS Dereure et al. (1986)
MON-98 EGIPTO Shetata er al. (1990)
ZORRO - FRANCIA Rioux (1968, 1971)
MON-1 PORTUGAL Abranches ef al, (1983,
1984); Le Blancq y Peters
(1986b)
- ITALIA Bettini & al. (1980)
MON-1 Gramiccia ef gl (1982)
RATA MON-| ITALIA Bettini et !, (1978); Le Blancq
¥ Peters (1986b); Gramiccia
et al, (1982)
- ESPANA Morillas et al, (1985);
MON-1 Gonzilez Castro er al (1987)

™ nomenciaturg del Laboratoire d’Ecologie Médicale et Pathologie Parasitaire, Montpellier (Francia)
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TABLA 6.- Caracterizacion de aislados de L. (L.) infantum de diferentes
especies de flebotomos.

VECTOR ZIMODEMA* ORIGEN REFERENCIA
Phlebotomus perniciosus MON-1 ITALIA Bettini er al. (1986)
MON-I ARGELIA Izri er al. {(1990)
MON-1 GOZO Gradoni et al. (1991)
MON-78 GOZO Gradoni ef al. (1991)
MON-29 ESPANA Rioux et al. (1986a)
Gillego ef al. (1993a)
MON-1 " Gallego et al. (1993a)
MON-77 " Giillego er al, (1993a)
MON-105 " Martin e al, (1992)
Phlebotomus perfiliewi MON-1 ITALIA Maroli er al, {1987)
MON-24 ARGELIA Izri y Belazzoug (1993)
Phlebotomus ariasi MON-1 FRANCIA Rioux et ai. (1984)
MON-1 PORTUGAL  Pires er al. (1991);
MON-24 Abranches e al. (1992)
MON-1 ESPANA Rioux et al. (1986a)
Gallego er al, (1993a);
MON-29 " Gillego er al. (1993a)
Phlebotomus neglectus MON-! GRECIA Léger et al, (1988)

* nomenclatura del Lahoratoire d'Ecologie Médicale et Pathologie Parasitaire, Montpellier {Francia).
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1.5.1, Leishmaniosis en Espaia
Pittaluga (1912) describe el primer caso de kala-azar en Espafia, en la provincia de

Tarragona. Un afio mds tarde se decribe ¢l primer caso de leishmaniosis canina (Pittaluga,
1913). Botet y Portds (1993) han realizado una revisidn histdrico-bibliografica (1912-1985)
de la leishmaniosis en la Espaiia peninsular.

En Espafia, la leishmaniosis es una enfermedad de declaracién obligatoria desde 1982,
si bien, en los casos de leishmaniosis cutdnea y visceral en menor proporcidn existe una
subdeclaracién importante. El perro es el principal reservorio de L. (L.} infantum en
Espafia, calculdndose que entre el 3% y 5% son seropositivos (Ministerio de Sanidad,
Programa Nacional de Control de Leishmaniosis, datos no publicados).

En Espafia se han realizado pocos trabajos de caracterizacién mediante isoenzimas de
aislados de Leishmania. El primer trabajo en este sentido que apuntd que la LC estd
producida en nuestro pafs por L. (L.) infantum y no por L. (L.) tropica o L. (L.) major
fue el de Rioux er al. (1980), quienes aislan y caracterizan las leishmanias de dos casos
de LC en laregion de los Pirineos Orientales Franceses. Dos aiios mds tarde estos mismos
autores, aislan una cepa de una LC en un sujeto procedente de Motril (Granada),
demostrando tras su estudio enzimdtico, que se trataba de L. (L.) infantum (Rioux et al.,
1982).

Portus er al. (1982) caracterizan un aislado obtenido de una lesidn cutdnea facial en una
enferma de Barcelona, que presenté un patrén enzimético idéntico a L. (L.) donovani 5.1,
salvo en un enzima. Posteriormente, estos mismos autores estudian mediante 13 sistemas
enzimdticos, 9 aislados de Leishmania de Catalufia, 5 humanos y 4 caninos, e identifican
tres zimodemas pertenecientes al complejo de L. infantum: MON-1, MON-28 y MON-29,
este dltimo asociado a una leishmaniosis cutdnea, implicando por tanto, una vez m4ds, a esta
especie como el agente responsable del Botdn de Oriente en la zona Mediterrdnea (Portis
et al., 1986),

Los trabajos de caracterizacién de 30 aislados de Leishmania (7 humanos y 23 caninos)
realizados por Alvar y Ortiz (1987) y Alvar (1988) apoyan que Ia tnica especie de
Leishmania presente en Espafa es L. (L.) infantum. La caracterizacién enzimdtica de un
aislado de Leishmania de un sujeto con afectacidn nasal de Palma de Mallorca como
zimodema 1 (MAD-1), confirma una vez mds la presencia de L. (L.) infantum en nuestro

pafs incluso en lesiones atipicas (Alvar er al., 1990).
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Portiis er al. (1989) analizan 16 aislados de Leishmania, 5 de LC y el resto de LV (dos
de ellos VIH+) del drea Mediterrdnea Occidental y encuentran 5 zimodemas diferentes:
MON-1, MON-28, MON-29, MON-33 y MON-80,

1.6.- Leishmaniosis e infeccidn por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)

El primer caso de leishmaniosis asociado con el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA) fue descrito en nuestro pafs en 1985 en un joven hemofilico (de la Loma
et al., 1985). A partir de entonces, el mimero de casos descritos de leishmaniosis visceral
(LV) asoctados a infeccidn por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) se ha visto
incrementado, principalmente en algunos paises de la Cuenca Mediterrdnea como Espaiia,

Italia, Francia y Portugal (Tabla 7).

Tabla 7.- Algunos trabajos publicados sobre casos de coinfeccidn leishmania/VIH
en la Cuenca Mediterrdnea.

Pafs Referencia

ESPANA De la Loma ef al. (1985); Medrano et al. (1986, 1992); Blizquez er al.
(1987); Alvar et al. (1987, 1989a, 1992); Ferndndez-Guerrero er al. 1987);
Verdgjo et al. (1987, 1988); Yebra er «l.(1988); Berenguer e al.(1989);
Rivero er al. (1989); Ribelles er ai. (1989); Roig et al.(1989); Condom et
al.(1989); Grau et al.,1989); Galofré er al. (1990); Montalbin et al. (1989,
1590a, 1990b); Altés, et ai.(1991); Molina ef al. (1992, 1994); Martinez et
al. (1993),

FRANCIA Clauvel et al. (1986); Bernard er al. (1988); Jeannel er al. (1989); Marty er
al (1989, 1991); Dellamonica er ai. (1989); Pialoux er al. (1990); Datry e
al. (1990); Pesce et al. (1990); Lortholary er al.(1990); Pratlong ef al. 1993),

ITALIA Senaldi er al. (1986); Rizzi er al, (1988); Vigevani ef al. (1989);
Gradoni er al. (1990); Gramiccia er al. (1992h),

PORTUGAL Antunes ef al. (1987); Abranches (1993),
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Aproximadamente el 50% de las leishmaniosis viscerales en el adulto estdn asociadas
con VIH y el 1-3% de los sujetos con SIDA en el Suroeste de Europa adquieren
leishmaniosis visceral (Andnimo, 1991).

En Espafia, existen unos 200 casos de esta asociacion, de los cuales un 85 % tiene
lugar en el grupo de riesgo de adictos a drogas por via intravenosa. De 111 aspirados de
médula dsea en sujetos VIH+ el 17% presentaron amastigotes (Alvar er ai., 1992).
Aspectos epidemioldgicos de esta asociacion en Espaifia, asf{ como la clfnica y diagnéstico
han sido recientemente revisados por Alvar (1994).

En el Sureste de Europa L. (L.) infantum es responsable de las leishmaniosis tanto
cutdneas como viscerales. En Esparia se han descrito zimodemas cutdneos y viscerales,
Entre los primeros se encuentran los zimodemas ZM-1 (MON-1), ZM-29 (MON-29) y
ZM-33 (MON-33) y entre tos viscerales los zimodemas ZM-1 (MON-1), ZM-28 (MON-
28) y ZM-80 (MON-80). En este tipo de sujetos, es comun, no sdélo encontrar el
zimodema 1 (el mds ampliamente distribuido), sino también zimodemas cutdneos en
visceras debido a la anergia en la que se encuentran estos enfermos (Portds ef af., 1989;
Marty et al., 1991; Gramiccia ef al., 1992b; Abranches er al, 1993). En estos casos, el
tropismo parece estar condicionado por la respuesta inmunoldgica que se establece en cada
caso y no por el arquetipo bioqufmico al que pertenece et aislado en cuestién (Atvar, 1994;
Gradoni y Gramiccia, 1994).

En Francta, de un total de 19 aislados Leishmania de sujetos VIH+, 16 resultaron ser
zimodema I (MON-1} (Marty e al., 1989, 1994), 1 un zimodema dermotropo (MON-24)
(Marty er al., 1991) y 2 un zimodema 183, si bien el origen de estos titimos era Espaiiol
(Pratlong er al., 1993),

En Italia, Gradoni y Gramiccia (1990) describen un caso de LV asociado a VIH+
debido al zimodema dermotropo m&s comiinmente encontrado en Italia, zimodema 24
(MON-24). De un total de 8 aislados de Leishmania caracterizados, 2 resultaron ser MON-
24, otro de los aislados se correspondié con un MON-78, zimodema dermotropo, agente
productor de la LC en Malta pero no en Italia, 4 aislados fueron MON-1 y el ultimo
aislado resultd ser un nuevo zimodema MON-136, con caracterfsticas similares a los
zimedemas dermotropos MON-78 y MON-111 (Gramiccia et al., 1992b).

En Portugal, Abranches er al. (1993) y Campino er al. (1994) describen MON-24 en

un caso de coinfeccidn.
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En la Tabla 8 se resumen los zimodemas cutdneos y viscerales que se han encontrado
en la asociacion Leishmania y VIH+, en diferentes pafses de la Cuenca Mediterrdnea,

Tabla 8.- Zimodemas de L. (L.) infantum descritos en sujetos VIH+.

Zimodemas* Pafs Referencia
YISCERALES
MON-1 Espafia Alvar e al. (1987); Portiis et al. (1989); Serra et al, (1994);
Pratlong et el. (1994); Riera er al. (1994)
Francia Bernard et al. (1988); Marty er al. (1989, 1994); Pratlong &f al.
(1994)
Lamaury ef al. (1993); Rosenthal ef al. (1993)
Italia Gramiccia et al. (1992b); Pratlong er al. {1994)
Argelia Pratlong et al. (1994)
Grecia Pratlong er al. (1994)
Portugal Pratlong er al. (1994)
MON-28 Espafiz Riera ef al. (1994); Pratlong e al. (1994)
MON-34 Espafia Riera et al. (1994)
MON-77 Espafia Riera et al. (1994); Pratlong e al. (1994)
MON-136 Italia Gramiccia et al. (1992b); Pratlong et al. (1994)
MON-183 Francia Pratlong er al. (1993, 1994); Lamaury et al. (1993); Riera er al,
(1994)
CUT. 0S
MON-24 Ttalia Gradoni et al, (1990}; Gramiccia er al. (1992b)
Francia Marty et ai, (1991); Rosenthal er al. (1993)
Portugal Abranches e al. (1993); Campino et al. (1994)
Espaiia Riera et al, (1994); Serra er al. (1994); Pratlong et al. (1994)
Argelia Pratlong er af. (1994)
MON-29 Francia Lamaury et al. (1993)
Espaiia Riera er al. (1994)
MON-33 Espania Portis er al. (1989); Condom et al. (1989); Pratlong et ai. (1994)
Francia Lamaury et al. (1993)
MON-78 Italia Gramiccia et al. (1992b)
Argelia Pratlong er al. (1994)

* nomenclatura del Laboratorio d'Ecologie Médicale et Pathologie Parasitaire, Montpellier (Francia)
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2.- OBJETIVOS
En este trabajo nos planteamos, como objetivo principal, estudiar la variabilidad de
L. (L.) infantum y las implicaciones de la misma en la epidemiologfa de la leishmaniosis
en Espafia. Dada la importacia que la asociacion Leishmania/VIH tiene en nuestro pais,
y con el fin de determinar si los pardsitos aislados en esta asociacion comparten las mismas
caracterfsticas biolGgicas que aquellos responsables de las leishmaniosis habituales, nos

propusimos los siguientes objetivos:

1.- Establecer los zimodemas de L. (L.) infamtum presentes en la asociacidn
Leishmania/VIH, en sujetos inmunocompetentes y en leishmaniosis canina, e

intentar definir posibles marcadores microbiolégicos asociados a las diferentes

manifestaciones clinicas de la enfermedad.

2.- Comparacidn del valor de diferentes técnicas de caracterizacién: andlisis
enzimdtico, sondas de ADN y amplificacion de ADN mediante iniciadores
arbritarios (RAPD) en el estudio de la variabilidad de L. (L.) infantum y bisqueda

de marcadores microbioldgicos.

3.- Estudio de la variabilidad entre aislados de L. (L.) infantum de sujetos VIH+

en términos de teorfa clonal y genética de poblaciones.
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3.- MATERIAL Y METODOS
3.1.- Material bioldgico
3.1.1.- Caracteristicas de las cepas de referencia y aislados estudiados
dislados caninos espgfioles: Se han estudiado, un total de 31 aislados caninos de
Leishmania procedentes de diferentes dreas geograficas, incluidos en dos grupos:
A) LV (28)
B) LC (3) (dos de ellos con LV)
En la Tabla 9 se recoge el nombre, cSdigo y origen de los aislados caninos.
dislados humanos espafioles: Se han estudiado un total de 53 aislados humanos de
Leishmania procedentes de diferentes dreas geogrificas, incluidos en 5 grupos:
A) Leishmaniosis visceral (LV) asociada a VIH+ (42)
B) Leishmaniosis cutdnea (LC) asociada a VIH+ (3)
C) LV asociada a otros tipos de inmunosupresion (1)
D)LV (4
E) LC (3).
En las Tablas 10 y II se recoge el nombre, cédigo y origen de los aislados de

Leishmania de cada uno de los grupos.

dislado humano de Angola: Denominado PAULO (MHOM/AO/91/LLM-85),

corresponde al primer caso tipificado de LV de este pafs.

Pds dE rejere a_de (1 nfantum. corresp
Espartq: LEM-75 (MON-1), BCN-65 (MON-28
(MON-33), BCN-32 (MON-33), LEM-425 (MON-80).

Cepas marcadores de especie del Viejo Mundo: I.. (L.) major (LRC-137, 5-ASKH),

L. (L.) tropica (K-27, LRC-32), L. (L.) aethiopica (L.RC-147), L. (L.) donovani
(DD8, LRC-133), L. (L.) infantum (IPT-1).

Cepas marcadores de especie del Nueyo Mundo: L. (V.) braziliensis (M- 2903), L. (V.)

guyanensis (M-1176), L. (L.) mexicana (M-379), L. (L.) amazonensis (PH-8), L. (L.)
chagasi (PP-75).
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Qtros tripanosomdtidos:  Crithidia fasciculata, Endotrypanum  schaudinni,

Herpetomonas muscarum, Leptomonas ctenocephali v Sauroleishmania tarentolae.

En la Tabla 12 se recoge el cddigo, hospedador, tipo de lesién y origen de todas las

cepas de referencia y otros tripanosomdtidos.

3.1.2.- Aislamiento

Los pardsitos se aislaron en medio bifdsico NNN, en el caso de LV humanas, a partir
de aspirados de médula dsea, monocitos de sangre periférica (Gutiérrez-Solar, 1992),
sangre periférica total, puncidn esplénica y xenodiagndstico indirecto (Molina et al., 1992;
Molina er al., 1994a), y en el caso de LC de biopsias de piel. Los aislados caninos se
obtuvieron a partir de puncidén de ganglio popliteo, aspirados de médula ésea, monocitos
de sangre periférica (Gutiérrez-Solar, 1992) y xenodiagndstico directo (Molina et al.,
1994b) en el caso de LV y de biopsia de piel cuando se trataron de LC. Los cultivos se
mantuvieron a 28° C y se examinaron semanalmente, durante 4 semanas, con el fin de

confirmar la presencia o ausencia de promastigotes en los mismos.

Preparacidn del agar:

- Bacto-agar (Difco).................... 14 g
- NaCl (Merck)ooovoioiiviirieieenen. 6g
- Agua destilada c.5.p.........oeeenils 960 ml

Llevar a ebullicién y esterilizar en autoclave a 120°C y | atmdsfera durante 20

minutos, Almacenar a 4°C hasta su utilizacién.,

Preparacién de los tubos:
Fundir el agar y dejar descender su temperatura hasta 50°C. A continuacidén afadir a

cada tubo y en el siguiente orden:
- Solucién de antibidticos.............. 100 ul

- Sangre de conejo desfibrinada.........1 ml
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Agitar los tubos suavemente y disponer en plano inclinado hasta solidificacién del agar.
Conservar a 4°C hasta su utilizacidn.

2olucion de antibidticos (Bio-Whitaker):
20.000 Ul/mt de penicilina
20.000 pg/ml de estreptomicina

3.1.3.- Cultivo en masa

L.os promastigotes una vez aislados en medio NNN, se cultivaron en masa a 28°C en
medio RPMI 1640 (Gibco), suplementado con un 10 % de suero bovino fetal (SBF)
inactivado 1 h a 56°C y antibiSticos, con el fin de conseguir leishmanias en cantidad

suficiente para la realizacidn de todas las pruebas.

Medio RPMI:

Medio RPMI 1640 (Gibco) con L-glutamina y sin bicarbonato.
SRPMII640......ciieieeeeeeieee e, 1004 g

- Agua destilada estéril......................eee. 960 ml

ajustar el pH a 7'4 y esterilizar por filtracién (0’22 um). Conservar a 4°C.

A 500 ml del medio asf preparado afiadir:

3.1.4.- Congelacion

Para su congelacion los promastigotes se concentraron por centrifugacién (1000g, 5
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min.), se retirG el sobrenadante y los pardsitos se resuspendieron en 5 ml de medio de
congelacion. A continuacidn se distribuyeron en alicuotas en criotubos, a razén de 1
ml/tubo, manteniéndose 2 h a 4°C y 24 h a - 70°C, antes de ser almacenados en N,
lfquido.

Medio d acion:
- RPMI 1640 (Gibco).....ovvvniiiennnnnn 35 mi
SSBF .. e 0'5 ml
- Dimetilsutféxido (Merck)................ 1 ml

3.1.5.- Descongelacion

Los criotubos se descongelaron por inmersién en bafio a 37°C, se centrifugaron
(1000g, 5 min.} elimindndose a continuacién el sobrenadante y afiadiendo 0'1-0'2 ml de
medio RPMI 1640 completo. Finalmente, el volumen final se repartié en dos tubos de
medio NNN.



TABLA 9.- Caracteristicas de los aislados caninos.
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AISLADOS CODIGO ORIGEN

ALV

- Médula

Boxer* MCAN/ES/92/LLM-360 Madrid

Pastor MCAN/ES/92/LLM-369 Madrid

Caza MCAN/ES/92/L.LM-374 Aranjuez {(Madrid)
Déeil* MCAN/ES/92/LLM-375 Aranjuez (Madrid)
Chata* MCAN/ES/92/1.LM-368 Cantoblanco (Madrid)
Orejas MCAN/ES/O2/LLLM-367 Valdepeiias (C. Real)
Pointer MCAN/ES/92/LLM-358 Zaragoza

Doberman MCAN/ES/92/1L.LM-359 Zaragoza

Belga MCAN/ES/92/LLM-363 Zaragoza

Perdiguero MCAN/ES/92/LLM-365 Zaragoza

- Ganglio popliteo

Blanco
Canto
Oso
Dora
37-G
Algele
Tarzdn
Yocki
Wiska
Betty
Tuc

- Monocitos de sangre
periférica

Tareris

Timido*

37-B

30-B

- Xenodiagn§stico

Orejas
Belga
Perdiguero

B) LC
- Piel

Curro
37-p
30-P

MCAN/ES/91/LLM-342
MCAN/ES/91/LLM-343
MCAN/ES/2|/LLM-344
MCAN/ES/Q1/LLM-345
MCAN/ES/92/L1.M-348
MCAN/ES/91/LLM-84
MCAN/ES/87/LLM-32
MCAN/ES/83/LLM-16
MCAN/ES/83/LLM-20
MCAN/ES/85/LLM-17
MCAN/ES/83/LLM-298

MCAN/ES/3/LLM-393
MCAN/ES/92/LLM-361
MCAN/ES/92/LLM-347
MCAN/ES/91/LILM-350

MCAN/ES/92/LIL.M-367
MCAN/ES/92/LLM-363
MCAN/ES/O2/LLM-365

MCAN/ES/92/LLM-376
MCAN/ES/92/LLM-346
MCAN/ES/91/LLM-349

Torreloxdones (Madrid)
Manzangres (Madrid)
Colmenarejo (Madrid)
Algete (Madrid)
Cantoblanco (Madrid)
Algete {Madrid)
Mallorca

Madrid

Alcalé de Henares (Madrid)

Madrid
Mallorca

Aranjuez {Madrid)

Cantoblanco (Madrid)
Cantobtanco (Madrid)
Cantoblanco (Madrid)

Valdepenas (C. Real)
Zaragoza
Zaragoza

Aranjuez (Madnd)
Cantoblaco
Cantoblanco

* Asintomdticos (M) Madrid
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TABLA 10.- Caracteristicas de los aislados de Leishmania de sujetos

inmunosuprimidos
AISLADOS GRUPO GRUPO VIH CODIGO ORIGEN
DE RIESGO DEL CDhcC*
ALV y VIH+
-~ Mé&dula
Antonto ADVP - MHOM/ES/88/LL.M-150 Cuenca
Daniel - - MHOM/ES/88/LLM-175 Madrid
58140 - - MHOM/ES/S0/LLM-195 Madrid
59933 ADVP IVC-1 MHOM/ES/S0/LLM-200 Madrid
Milagros - - MHOM/ES/88/LLM-180 Madrid
Jesas ADVP vC-1 MHOM/ES/88/LLM-190 Cuenca
5825 - - MHOM/ES/91/LL.M-205 Madrid
Espin ADVP IvVC-1 MHOM/ES/92/LI.M-335 Madrid
Garrido Hemofilico Vg2 MHOM/ES/92/L.LM-336 Jaén
Tejucar ADVP IvVC-1 MHOM/ES/91/LLM-304 Madrid
Carrasco - I MHOM/ES/92/LLM-320 Mallorca
Anastasio ADVP IvVC-1 MHOM/ES/92/LLM-312 Madrid
Antunez ADVP IVC-1 MHOM/ES/OIMT.IM-313 Madrid
Palmsa - - MHOM/ES/O1/LLM-310 Mallorca
Cuadras* ADVP IVC-1 MHOM/ES/92/LLM-340 Madrid
Justo Heterosexual IvC-] MHOM/ES/92/L.LLM-341 Fuentidueia (M)
Clemente ADVP 1 MHOM/ESOL/LLM-301 Madrid
Natatio ADVP IVC-l MHOM/ES/91/LLM-311 Madrid
Massa ADVP 1VC-1 MHOM/ES/91/LLM-299 Mallorca
Ribas ADVP IVC-i MHOM/ES/91/L.LM-300 Mallorca
Esleso ADVP IvC-1 MHOM/ES/92/L.LM-306 Madrid
Angel ADVP IVC-1 MHOM/ES/92/LLM-316 Vallecas (Madrid)
Armenteros ADVP IVC-] MHOM/ES/92/LLM-315 Madrid
ArTOYO - IVC-| MHOM/ES/S3/L1LM-303 Fuenlabrada (M)
Cejas Homosexual IVC-1 MHOM/ES/91/LLM-330 Mallorca
Enrigque ADVP IVC-1 MHOM/ES/91/LLM-331 Madrid
Francisco ADVP IVC-! MHOM/ES/Q1/LLM-309 Alicante
Tomas ADVP [vC-1 MHOM/ES/91/LLM-326 Madrid
Moreno ADVP IvC-2 MHOM/ES/3/LLM-384 Madrid
Lara ADVP - MHOM/ES/93/LLM-382 Cérdoba
Berger Homosexual I¥D MHOM/ES/93/LLM-383 Madrid
Leonor* ADVP IvC-1 MHOM/ES/93/LLM-386 Madrid
Vélez Homosexual I MHOM/ES/A2/LLM-373 Madrid
Ana ADVP ivC-1 MHOM/ES/91/LLM-325 Madrid
~ Puncién
esplénica
Arce ADVP - MHOM/ES/92/L.LM-370 Alicante

[

* Asintoméatico

a: C'DC (Centers for Disease Control) {1986, 1987)

ADVP: Adicto a drogas por via parenteral

{M): Madrig
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TABLA 10.- Caracterfsticas de los aislados de Leishmania de sujetos
inmunosuprimidos (continuacidn).

AISLADOS GRUPO GRUPO YIH CODIGO ORIGEN
DE RIESGO DEL CDC*

A)LV y VIH+
- Monocitos de
sangre periférica

Rojas ADVP IT MHOM/ES/92/LLM-337 Madrid

Manu ADVP IVC-1 MHOM/ES/92/LILM-323 Madrid

Meora ADVP IvVC-| MHOM/ES/92/LLM-372 St* Eugenia (M)
Puma ADVP 1VC-1 MHOM/ES/93/LLM-389 Madrid

- Sangro total

Lova ADVP IVC-1 MHOM/ES/92/1.LLM-339 Vicdlvaro (M)
- Xenodiagn6stico

Santo ADVP IvC-2 MHOM/ES/91/LLM-47 Madrid

Jiro Heterosexual ivC-1 MHOM/ES/92/LLM-333 Cuenca

B) LC y VIH+

- Biopsia de piel

Oscar ADVP - MHOM/ES/88/1.LM-116 Madrid

Egido Homosexual - MHOM/ES/93/1.LM-394 Madrid
Navarro* ADVP - MHOM/ES/93/LLM-395 Madnd

C) LV y otro tipo
de inmunosupresién
- Médula

Elena MHOM/ES/A{/LLM-329 Madrid

* Asintomdtico

a: CDC (Centers for Disease Control (1986, 1987)
ADVP: Adicto a drogas por via parenteral

(M): Madrid
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TABLA 11.- Caracterfsticas de los aislados de Leishmania de sujetos

inmunocompetentes.
AISLADOS CODIGO ORIGEN
DYLV
- Médula
Azafedo MHOM/ES/87/LLM-33 Segovia
Segui MHOM/ES/91/LLM-327 Menorca
Kalay MHOM/ES/93/LLM-391 Maglrid
- Xenodiagnéstico
Lang MHOM/ES/93/LLM-392 Boadilta (Madrid)
E) L.C
- Biopsia de piel
Javier MHOM/ES/92/LLM-332 Tres Cantos (Madrid)
Zsmora MHOM/ES/92/LLM-318 Madrid

Arenas MHOM/ES/92/1.1.M-317 Mdstoles (Madrid)




ThBLA 12.- Caracterfsticas de las cepas de referencia de L. (L.) infantim,

luevo ¥undo y otras especies de tripanosomdtidos.

cepas marcadores de especie del Viefo Mundo, cepas marcadores de especie del

Cepas de referencia L.(L.) infantwm
LEX-75
LEM-387
BCH-65
LFM-1356
BCN-32
LEM-425

Cepas de referencia de] Viejo Nupdo
L. {L.) donovani {LRC-133}

L. (L.) donovani {DD8)

L. (L.) aethiopica (LRC-147)

L {L.) tropica {LRC-32)

L. (L.} tropica {K-27)

L. {L.) major (LRC-137)

L. {L.) mior {5-aSKH)

L. (L.] jnfantum (IP7-1)

s d cia del Nuew do
L.{¥.] braziliepsis
L.{V. anensis
L.(E.) mexicana
L.{L.] amazonensis
L.IL.) chagasi

Otros tripanosomdtides
leptomonas ctenocephali
Endotrypanum schaudinni

Herpetomonas muscarum
Crithidia fascienlats

Saursieishmania tarentolae

COpIGO
MHOM/¥R/ 78 /LEN-T5
MHOM/ES /81 /BCH-1
MHOM/ES /91 /BCN-65
MHOM/FR/82/LEM-356
MHOM/ES /89 /BCH-32
MHOM/DZ/837LEN-425

MHOH/ET /67 {HU3
MHOM/IN/80/DD8
MHOM/ET/72/L100

MHOM 10/ 65/BV-STNAL I
MHOM/SU/ 74 /K-27

MHOM /IL/67 /JERICHOIT
MHOM/SU/73/5-ASKH
MHOM/14/80/ 1PT-1

MHOM//BR/75/H-2903
HHOH/BR/70/H-1176
KN¥C/B2/62/H-379
IFLA/BR/67/PHS
MHOH/BR /74 /PP-T5

ITHAP 1905
LRC-L130 {ITHRP 1962)

WR-144

HOSPEDRDOR
HUMANO

HUMANO
HUMANQ {VIH+)
HUMANO
HUMANG (VIE+)
HUMANO

HUMANO
HUMRNO
Nyctonys sp.
Lut2cmyia sp.
HUMAKO

INVERTEBRADO
INVERTEEBRADO
INVERTEBRADO
IKVERTEBRADO
INVERTEBRADC

Ly

LC
v
IC
v
i

ERERREEEE

ERERERER

ORIGEN
Francia
Barcelona
Barcelona
Francia
Barecelona

Argelia

Etiopia
India
Etiopia
Irag
Sudan
Israe]
Swddn
Tiner

Brasil
Brasil
Belize
Brasil
Brasil

.|

1
28
28
3
3
88

18
2
14
39
60
26
4
1

Y]

40
41

£C Sopoippw £ udtop
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3.2.- Caracterizacidn enzimdtica

La caracterizacién enzimdtica se llevé a cabo en geles gruesos de almiddn mediante un
sistema de electroforesis horizontal, en cubetas LKB, siguiendo los protocolos descritos
previamente (Maazoun et al., 1981b; Moreno et al., 1986b; Alvar, 1988), con algunas

modificaciones.

3.2.1.- Sistemas enzimdticos

El andlisis enzimdtico se realiz6 mediante quince sistemas enzimdticos que permiten
el estudio de 16 "loci": MDH, EM, ICD, 6PG, G6P, GLUD, DIA, NP, GOT, MPI,
PGM, FH, GPI, SOD. Los sistemas enzimdticos NP y SOD permiten la visualizacién de
2 loci. El "loci" con mayor migracién se designa como NP, y SOD, y el de menor
migracién como NP, y SOD,. Los nombres y cédigos de cada uno de los sistemas

enzimdticos estudiados se muestran en la Tabla 13.

TABLA 13.- Nombre y cddigo de identificacién de los enzimas estudiados.

ENZIMA NOMBRE ABREVIADO CODIGO#
Malato deshidrogenasa MDH E.C. 1.1.1.37
Enzima milico EM E.C. 1.1.1.40
Isocitrato deshidrogenasa ICD E.C. 1.1.1.42
6-Fosfogluconato deshidrogenasa  6PG E.C. 1.1.1.44
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa G6P E.C. 1.1.1.49
Glutamato deshidrogenasa GLUD E.C. 1.4.1.3
Diaforasa DiA E.C. 1.6.2.2
Nucleosil fosforilasa Ne E.C. 2.4.2.1
Glutamato oxalacetato transaminasa GOT E.C. 2.6.1.1
Manosa fosfato isomerasa MPI E.C. 5.3.1.8
Fosfoglucomutasa PGM E.C. 2.7.5.1
Fumaratchidratasa FH E.C. 4.2.1.2
Glucosa fosfato isomerasa GPl ) E.C.53.1%
Superéxidodismutasa S0D E.C. 1.15.1.1

# Nimero de |z Comisidn de Nomenclatura de Enzimas.
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3.2.2.- Preparacidn de los geles

Para la preparacidn de los geles se disolvieron 20’5 g de almidén (21 g para los
enzimas MDH, EM y SOD) en 200 mi de tampén de gel A, B, C 6 D, dependiendo de
los enzimas a estudiar de acuerdo con la Tabla 14, calentdndose en agitacién continua hasta
que la consistencia fue viscosa. A continuacidn se desgasificaron con bomba de vacfo y se
dispusieron sobre un cristal limitado por tres marcos de metacrilato superpuestos. En la
parte superior, se colocd otro cristal y un peso de aproximadamente 1 Kg. Se dejaron
solidificar y se guardaron hasta el dfa siguiente a temperatura ambiente, cubiertos con un

pldstico. En la Tabla 14 se muestra la composicidn de los tampones de migracidn y del gel

utilizados con cada sistema enzimdtico.

TABLA 14.- Tampones requeridos para cada sistema enzimdtico.

ENZIMA TAMPON DB MIGRACION TAMPON DE GEL
Gep Tris 0’1 M-Ac. Mélico 0’1 M A: NADP 1% (5 ml)
6PG EDTA 0°01 M-MgCl,, 6H,0 0°001 M TME pH 7’4 (45 ml)

{TME) pH 7'4 Agua destilada ¢.5,.p. 400 mi
PGM Tris 0’1 M-Ac. Milico 0’1 M B: NAD 1% (5 ml)
GPI EDTA 0'0t M-MgCl,. 6H;0 0’001 M TME pH 7'4 (45 ml)
GOoT (TME) pH 7'4 Agua destilada c.s.p. 400 ml
ico
NP1 Tris 0'661 M-Ac. citrico 0083 M C: NADP 1% (4 mi)
NP2 (TC) pH 8'6 * TC pH 8'6 (18'7)
MPI Agua destilada c.s.p. 400 mi
DlA
GLUD
MDH Tris 0'13 M-Ac. citrico 0'043 M D: NAD 1% (4 ml), Na;HPO,0’5g
ME {TC) pH 9'4 * TC pH 9'4 (40 ml)
SOD Agua destilada c.s.p. 400 ml
FH Tris 0'{ M-Ac. Milico 0°'l M E: TM pH 74 (50 mi)

MgCly. 6H,0 0°001 M (TM) pH 74

Agua destilada ¢.5.p. 400 ml

* ¢l pH se ajusté con dcido citrico o NaOH. En el resto de los tampones asi como en los tampones de
gel A, B, C, Dy E el pH se ajusté con NaOH o HCI
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3.2.3.- Preparacion de los extractos enzimdticos

Los promastigotes de cada una de las cepas de referencia y aislados estudiados se
cultivaron en medio RPMI 1640 (GIBCO), suplementado con 10% de suero bovino fetal,
recolectdndose en fase logaritmica de crecimiento por centrifugacion a 4°C (2.000 g, 10
min.}. Cada uno de los sedimentos, conteniendo 10 x 10? leishmanias, se lavé en PBS y
se centrifugé a 4°C (2.000 g, 10 min.) tres veces. Finalmente, se resuspendieron en PBS
y se trasladaron a tubos eppendorf, siendo centrifugados a 12.300 g/10 min,
Posteriormente, se retirg el sobrenadante y los "pellets™ se conservaron a -70°C hasta su
utilizacidn.

Para la extraccion de los enzimas solubles los sedimentos se descongelaron,
manteniéndolos a 4°C, tratdndose en homogenizadores de cristal, con un detergente no
idnico, Tritén X-100 (Sigma) al 5% en sacarosa 0’25 M, en cantidad igual a la del
sedimento. En el extracto resultante se impregnaron unos papelitos de nitrocelulosa de 0,22

pm, que posteriormente se insertaron con ayuda de un peine en €l soporte de almidén.

3.2.4.- Electroforesis

El peine fue retirado una vez insertados los papelitos impregnados con cada uno de los
extractos enzimdticos. En cada uno de los compartimentos de 1a cubeta se depositd un litro
del tampdn de migracidn. El gel se dispuso en la cubeta y a continuacién se colocaron unas
esponjas, con el fin de facilitar el paso del tampdn de migracidn a través del gel.

En la Tabla 15 se resumen las condiciones de electroforesis para cada enzima.
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Tabla 15.- Condiciones de desarrollo de electroforesis para cada uno de los
enzimas estudiados.

NOMBRE TAMPON YOLTAIE TIEMPO DE
ABREVIADO DE MIGRACION (voltios ) DESARROLLO
MDH

EM TC pH 9'4 100 6 horas

50D

NP

MPI TC pH 8'6 100 6 horas
GLUD

DIA

G6P TME pH 7'4 100 4 horas

6PG {NADP)

ICD

GOT TME pH 74 100 4 horas

GPI (NAD)

BGM

FH ™ pH 7'4 100 4 horas

3.2.5.- Revelado

Finalizada la electroforesis el gel se cort6 longitudinalmente en tres capas, permitiendo
asf el estudio simultdneo de tres enzimas. A continuacién se afiadié sobre los geles el
sustrato especffico del enzima a analizar, coenzima, enzimas de acoplamiento, iones
adicionales y sistemas de visualizacién necesarios para que tenga lugar la reaccidn
catalizada por el enzima,

Enr todos los casos el sustrato, coenzima, iones adicionales y NBT (azul de nitro
tetrazol) se disolvieron en el tampdn de revelado y la solucidn se incubé a 37°C durante
30 minutos. Transcurrido este tiempo se afadieron sobre esta solucién los enzimas de
acoplamiento, fenazinametasulfato (PMS) y agar al 2% (previamente atemperado a 60°C)
vertiéndose inmediatamente sobre los geles. El revelado se realizd a 37° C y en oscuridad.
Las condiciones de revelado fueron las descritas por Maazoun er al. (1981b), Moreno ef

al. (1986b) y Selander er al. (1986) con algunas modificaciones.
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En la Tabla 16 se recogen las condiciones de revelado para cada uno de los enzimas.

Una vez que las bandas se hicieron visibles, la reaccién se bloqued con una solucidn

fijadora.
Solucién de fijacion:
Etanol (Merck)................. 1.000 ml
Acido acético (Merck).......... 400 ml
Glicerol (Merck).........coovve. 200 ml
Agua destilada.................... 200 mt

3.2.6.~ Interpretacion de los resultados

A continuacién se determind la distancia de migracién desde el punto en el que se
aplicé la muestra hasta el centro de la banda. Esta distancia se compard con la obtenida
para la cepa de referencia MHOM/FR/78/1.LEM-75 (Chance, 1986). La movilidad relativa
de un determinado electromorfo vendrd dada por la siguiente férmula (Maazoun er ai.,
1981b; Lanotte er al., 1981).

dX
X= —— x 100
dR
X= movilidad relativa de la banda X
dX= distancia desde el origen a la banda X
dR= distancia desde el origen a la banda para Ia cepa de referencia
El cdlculo de la movilidad relativa para cada una de las bandas permite la construccién

de un zimdgrafo. Finalmente, los geles se fotografiaron con una cdmara Polaroid (pelicula
665).



TABLA 16, - Condiciones de revelado para cada uno de los enzias.
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ENSTMA  TAMPON DE'  sostmato®  comwamnm® rowest ENIINAS DES  WEtopo DEf n
REVELADG ADICIONALRS ACOPLANIENTO  VISUALIZACION REVELADO
Gep Tris-HCl Glucosa-6P  NADP 1% EDTA - NBT 1% {1 nl)
0'2 HpH g 20 ng 1 ml 10 aq PHS 1% (075 ml) 37'°C
10 vl Agar 2% (5 ml)
6PG Tris-HC1 hc-6-fosfo-  NADP 1% 68,0 - NBT 1% (1 ml)
0’'2HpH 8  glucénico ! al 0’5& {1 al) PHS 1% (05 ml)  37°C
10 ul 40 g Agar 2% (5 al)
MDH* Tris-ACl Solucién A*  NAD 13 Yal,Po, - FBT 1% (1 mi}
0’2 M pH 8 1al 10 mg PHS 13 {075 wl)  37°C
§ml Agar 2% (5 aml)
EM# Tris-acl Solucién At  NADP 13 MgCl..6 - NBT 1% (1 ml)
0’2 K pil 8 1ol o'sﬁ (1 Bi) PHS 13 (05 mi}  37°C
$nl Agar 2% (S Bl)
30D Tris-HCl - NAD 1% ol 0 - NTT 1.25 % (1 2l)
0’2 M pHt 8 28l 0’1 ﬁ (2 al) PHs 11 (05 al) 37°¢C
3 ml Agar 2% {5 ml)
GPI Tris-HC] fructosa- WAD 1% MgCl .6520 G6PDH NBT 1% (1 =ml)
0'2MpE 8  6&-fosfato 1 ml o'SH (lal) 160 PHS 1% {0'5ml) 4'C
10 nl 10 &g NADP 13 Agar 2% (5 ml)
1al
PCH Tris-HC1 Glucosa-l-  MAD 1}  MgCl,.6H,0 G6PDE NBT 1% (1 n})
0'2Hopl8 fosfato 1ml 05 N (1 nl) 16 ¢ PMS 1% (05 pl) 37°¢C
10 ml 300 wg NADP 1% Agar 2% (5 ul)
gord Tris-HCl G~Cetogluta- Fast-Blue BB
02 M pi 8  rato (100 ng) {200 mg)
50 ml Ac.aspdrtico - - - Tris-CIE 02K T
{200 ng) 50 &l ambiente
Piridexal-5-
fosfato (10 ng)
()] Tris-gCl de.isocitrico NADP 1% Hquz.GH - NBT 1% (1 nl) )
0'2MpR8 QLM lsl 0'25 H (1 nl) PHS 1t (0’5 nl) 3NC
$nl (4 nl) an12.-41|20 Agar 2% (5 ml)
10 ug
NPy Tris-AC! Inosina Xantfn-  PHS 1% (I nl) .
NP, 0,2Hpi8 10mg - - oxidasa  Agar 2% (5 ml) 37°¢
2

8 ul
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TABLA 16.- Condiciones de revelado para cada uno de los enzimas {continuacién}.

IMA  TAMPON DE?  SOSTRATOP CORNSIMAC  ToNBsd ENDOAS DE®  wEmopo pEf ™

ENZ
REVELADO ADICIONALES ACOPLAMIENTO  VISUALIZACION  REVELADO
DIA Tris-EC1 2,6 dicloro-  B-HADH NTT (5 ng)
0'2MpR 8  fenol-indofe- 10 ug Aqua destilada 37°C
8 ul nol 1 ng/1 ml - - (2 ul)
de Tris-CIE Tris~C1H 072 K
0’2 M pl 8 pH 8 (2 ul)
Agar 2% {10 nl)
NPI Tris-ECl Hanosa-6-P NADP 1% MgCl,.6H,0 G6PDH NBT 1% (1 nl)
02HpI8 10mg 1al 02 ﬁ (L nl) 13U S 1% (1 ml)  37°¢C
g ml PGl Agar 2% (5 ml)
500
GLUD Tris-HCl fc. L-gluté~ NADP 1% . - PHS 1% (0’5 ul)
0'2MpH 8 mico 200wy 1wl Agar 2t (S ul) 37'C
10 nl
i Tris-HCl fc. fumdrico NAD 13 HDH NBT 1 % (1nl}
0'2KpH 8 580 wg jul - 00 PHS 13 (075 al) 37°C
8 ml Piruvato ¥a Agar 2% (5 al)
20 1g
a: Disolver 242 g de Tris ({Merck) en 1000 &l de aqua destilada; ajustar el pE & con HC.

b:

L]

=

" o

(¥

LH

Todos los §ustratos utilizados fueron suministrados por Sigma Chemical Co..

Solucién A": Disolver 3'10 g de Na,C0, anhidro (Merck) en 15 al de aqua destilada, Después de su
disolucién, disponer en bafio de hielo, Afiadir lentamente 3735 g de dcido mdlico (Sigma). después de
su disolucién, afadir 10 al de agua destilada. Ajustar el pH 7 con una solucién de NaOH.

NAD 1% y NADP 1% :1 q de NAD y 1 g de NADP {Boehringer-Mannheiz Biochemicals) en 100 ml de agua
destilada.

Hq012 68,0 {Herck) 0'5 H: disolver 10715 g en 100 nl de agua destilada. Conservar a 4 e,

Mqu 6H20 {Merck) 071 H: disolver 406 g en 100 ml de agua destilada. Conservar a 4'¢.

Los enzuas empleados fueron suministrados por Sigea Chemical Co. y Boehringer- Hannhem Blochenicals,
NBT 1% (Azul de nitro tetrazol, Sigma): 1 g en 100 sl de agua destilada. Conservar a 4'C y en
oscuridad,

PMS 1% {Fenazina-metasulfato, Siqma): L g en 100 al de aqua destilada. Conservar a 4'C y en
oscuridad.

HIT 1725% (dimetiltiazol tetrazol, Siqma): 1725 g en 100 ul de agua destilada. Conservar a 4'Cy

en oscuridad.

Agar 2%: 2 q de Bacto-Agar (Difco), 50 ml de Tris-HCl 072 H de pH 8, 50 nl de de agua destilada.

Los sustratos disueltos en el tampén de revelado se afiaden sobre el gel, tras incubacidn a
temperatura ambiente y en oscuridad durante 30 minutos se afade el Fast-blue disuelto en 50 ul de
Teis-HC1 072 M pH 8. En cvanto las bandas comienzan a salir se lava el gel con Tris-BCl1 0,2 HpE 8 ¥

se aiiade la nisma soluciénm,
En alqunos casos, el EM y MDH se revelaron a la ve: afiadiendo 1 nl de NAD 1} al sustrato del EM.
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3.3.- Caracterizacién mediante sondas de ADN
3.3.1.- Extraccion de ADN

El protocolo seguido fue fundamentalmente el descrito por Barker e al. (1986a), con
algunas modificaciones.

Los promastigotes de cada uno de los aislados y de las cepas de referencia se
concentraron por centrifugacién (10 min., 4°C, 2000 g), determindndose ¢l nimero de
promastigotes tras tres lavados en NET-100 Ix (10 min, 4" C, 2000 g). A continuacion,
se lisaron a 60°C durante 1 h en un volumen de 0°7 ml de NET-100 ix/1 x 10°
promastigotes y 0°3 ml de sarcosil 10% en NET-100/1 x 10* promastigotes (el lisado de
leishmanias, asi preparado se puede conservar a - 20°C). Seguidamente, y con el fin de
eliminar el ARN contaminante, s llevé a cabo una digestién a 37 C, durante 15 min., con
una solucién de ribonucleasa (RNAsa)(Sigma) a razén de | mg/ml de lisado. Finalizado
el tratamiento con RNAsa, se digirié a 37" C durante 2 h con una solucién de proteinasa
K a razén de 1 mg/ml de lisado. Posteriormente se aftadid a cada uno de los lisados 4-
amino-salicilato sddico (Analar) 5% p/v y deoxicolato sédico (Analar) 1% plv,
manteniendo a temperatura ambiente | h (se puede dejar asf toda la noche). Transcurrido
este tiempo cada una de las muestras se pasé por agujas de 25 g y se depositd en tubos de
25 ml, utilizdndose NET-100 para su equilibrado. A continuacidn se realizé una
centrifugacion de 1 h a 50.000 g y 5°C, en ultracentrifuga SORWALL (rotor SS-34).
Seguidamente se eliming el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 500 ul de TE

1x. Después de su homogenizacion el volumen se completd hasta 4 ml con TE 1x.

3.3.1.1.- Separacién de ADNg y ADNk mediante gradiente de densidad en Cloruro de
cesio (CsCl} Bromuro de etidio (EtBr)

El fndice de refraccion de cada solucién se ajusté a 1.386° mediante un refractémetro,
afadiendo 1'1 g/ml de cloruro de cesio y 200 ul de una sotucidén de bromuro de etidio
(10mg/ml). Seguidamente se pasd cada una de las soluciones a tubos cénicos para rotor
VTi-80 (Beckman), calibrdndose con TE 1x. Los tubos se sellaron y se dispusieron en el
rotor (VTi-80), centrifugdndose a 220.000 g a 15 C durante 18 h. Finalizado el tiempo
de centrifugacion se comprobd la presencia de bandas de ADNg y ADNk en un

transiluminador de luz uvitravioleta, Con ayuda de una jeringa se recogio cada una de las
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bandas y se elimind el EtBr tratando varias veces con una mezcla de Isobutanol/TE y
agitando con fuerza. Las muestras se dializaron frente a 3 litros de agua destilada durante
toda la noche para eliminar el CsCl. El ADNg y ADNk contenido en la fase acuosa se
pasé a tubos Corex (tratados com dimetil-diclorosilano durante 5 min. en campana de
vapores) y se precipité mediante la adicion de 1 volumen de acetato sédico 0'3 M y 2°5
volimenes de etanol frio (-20° C) e incubacidn a -20° C durante toda la noche o bien 1 i
a -70"C. Para separar el ADN la suspensién se centrifug a 12.000 g, 4°C durante 45
min. en centrffuga SORWALL (rotor SS-34). E! precipitado una vez desecado por vacio
se resuspendic en 100 pl de TE y se conservé a 4 C.

3.3.1.2.- Reactivos y soluciones necesarias para la extraccién del ADN

- NET-100_Ix
NaCl (Merck) "1 M............... 5'84 ¢
EDTA (Merck) 0’1l M............ 3720 g
Tris (Merck) 0°01 M............... "M2ig

Disolver en 800 ml de agua destilada y ajustar el pH a 8, utilizando NaOH 5 M.
Completar el volumen final hasta 1000 ml. Esterilizar en autoclave 20 min. a 120°C

y 1 at.
- Sarcosil (N-lauryl-sarcosine) (Sigma) 10% en NET-100 1X, pH 8

- Solucion stock de ribonucteasa A tino AfSiemal, 10 moim

Disolver en Tris-HCl 10 mM pH 7'5 y NaCl 15 mM. Calentar a 100° C 15 min.

Dejar enfriar a T* ambiente, hacer alicuotas y almacenar a - 20 "C.

- Solucion stock d asa K. Sigma) 20 E

Calentar 2 80 "C durante 10 min. Enfriar a 37° C 1 h. Hacer alicuotas y almacenar

a-20"C.
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Tris-HCI 10 mM pH 8 y EDTA | mM pH 8.
Esterilizar en autoclave 20" 2 120°C y 1 at.

- [sobutanol (Merck)(TE
Mezclar a partes iguales y dejar en reposo a temperatura ambiente.

- Membranas de didlisis (Serva tipo 20/32)

Cortar las membranas de unos 25 ¢cm de largo. Para equilibrarlas, hervir 10 min. en
un volumen de NaHCQ, al 2% y EDTA | mM. Aclarar en agua destilada. Hervir 10 min.
en EDTA | mM. A continuacidn, dejar enfriar y almacenar a 4°C, asegurdndose de que
las membranas estén bien sumergidas. Cuando se vayan a utilizar, aclarar con agua

destilada,

- deetato s6dice IM (MercK)
CH,-COONa (Merck)............... 246¢g
Agua destilada c.s.p................ 100 ml
Esterilizar en autoclave 20° a 120°C y 1 at.

) ¢ Eridio (10 melml

| g de Bromuro de etidio (Sigma) en 100 ml de agua destilada. Conservar en

oscuridad.

3.3.2.- Cuantificacion de ADN
La concentracidn del ADN en solucidn se estimé en un espectrofotémetro a 260 nm,

sabiendo que 1 D.O. de ADN de doble cadena equivale a 50 pg/ml. La relacidn de pureza
s¢ obtuvo mediante el cociente de las lecturas a 260 om y 280 nm (los valores

comprendidos entre 1'8 y 2 se corresponden con ADN puro) (Sambrook er al., 1989),
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3.3.3.- Digestién de ADNg y ADNk con endonucleasas

Las digestiones de los ADNs (ADNg y ADNK) con enzimas de restriccidn se realizaron
siguiendo las recomendaciones de la casa comercial (Boehringer-Mannheim),
En cada digestion se partié de una cantidad de 4 pg de ADNg y 5-10 pg de ADNKk en un
volumen final de 50 y 120 pul respectivamente, utilizdndose las unidades de enzima
necesarias e incubdndose a 37 *C durante toda la noche.

El ADNk de cada uno de los aislados, asf como de las cepas de referencia, se digirié

con el enzima de restriccidn Hae 11l y el ADNg con los enzimas Pst-1, HindIll/BamH].

J3.3.4.- Electroforesis de ADN en geles de agarosa
3.3.4. 1.~ Electroforesis de ADNg

El fraccionamiento del ADNg digerido con los enzimas de restriccidn Pst-1, Hind-
[II/BamHI, se llevd a cabo en geles de agarosa (BIO-RAD) al 0°7% en TBE Ix y
clectroforesis horizontal en cubetas (Maxicell, TDI), empleando como tampdn de
electroforesis TBE 1x. Cada una de las muestras de ADN (4 ug) se mezcld con un 10%
de tampén de carga 10x. La electroforesis se desarrollé a 30 V, durante toda la noche.
Después de la electroforesis los geles se tifieron con una solucién de EtBr (10 mg/ml), a
razén de 100 ul EtBr/1000 ml de agua destilada, durante 15 minutos. Transcurrida la
electroforesis, y posterior tincién, las bandas de ADN se visualizaron en un
transituminador de luz ultravioleta y se fotografiaron con una pelicula Polaroid 665. El
peso molecular de los fragmentos se estimé empleando como marcadores el ADN del fago
lambda digerido con Hind!I y con Bstell respectivamente (New England Biolabs).

3.3.4.2.- Electroforesis de ADNk
Cada una de las muestras de ADNk (1 pg) se sometié a electroforesis horizontal en

geles de agarosa al 2°2% en TBE Ix, utilizando como tampdn de electroforesis TBE 1x
seguin el protocolo descrito anteriormente (3.3.4.1.). Como marcador de peso molecular
s¢ utilizé ADN del bacteriéfago PM2 digerido con el enzima de restriccion Hae il

{Boehringer Mannheim),
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— Tampon TRE 10 x
Tris 0’89 Moo e 1078 g
Ac. Borico (Merck) 0’89 M...........c..oveenn. 55¢g
EDTA 0025 M.....oooiiiiiiiiee e 930 g
Agua destilada €.5.p.....oviieiiiiiiinnnnns 1000 ml

- Tampén de carga 10 x
Azul de bromofenol. ...... 0'25%
Xilenocianol................ 0'25%

Ficoll (Tipo 400; Pharmacia) 15% en agua destilada

3.3.5.- Transferencia de ADN
3.3.5.1.- Transferencia de ADN por capilaridad segtin Southern (1975) ("Southern Blot")

Después de la electroforesis los geles se sumergieron en HCl 0’25 M durante 10
minutos. Se lavaron brevemente con agua destilada y a continuacién se sometieron a un
tratamiento de desnaturalizacién con NaOH 0’5 M/NaCl 1M durante 30 minutos y a una
posterior neutralizacién con Tris-HCI 0°5 M/NaCl 3M pH 7'4 otros 30 minutos.

Los fragmentos separados de ADNg y ADNk se transfirieron por capilaridad segun
Southern (1975) a filtros de nitrocelulosa {Schleicher & Schuell BA8S 0’45 um), o nylon
(Hybon-N, Amersham), tratados previamente como se explica a continuacidn. Una vez
finalizada la transferencia los filtros se secaron a temperatura ambiente y el ADN se fij6

al filro mediante incubacién a 80 C durante 2 h.

ratamiento de la mitrocelul :

Los filtros de nitrocelulosa o nylon, siempre del mismo tamaiio que los geles, se
dispusieron flotando en agua destilada con unas gotas de SDS 10% y a continuacicn se

sumergieron en esta solucidn 10 minutos, finalmente se saturaron con 20x SSC (CINa 1'5

M/Citrato trisédico 0’15 M),



Material y Métodos 66

3.3.5.2.- Transferencia de ADN mediante vacio ("Slot Blot ")

Para la realizacion de la técnica las muestras de ADNg y ADNK se desnaturalizaron
por adicion de 200 ul de NaOH 0’3 M e incubacién a 80" C, 10 minutos. Las muestras
asf tratadas se enfriaron en hielo y se neutralizaron tras la adicién de 300 gl de tampén de
neutralizacién. A continuacion las muestras de ADN se transfirieron a los filtros de
nitrocelulosa o nylon utilizando un aparato de "Slot blot” (Schleicher & Schuell Manifold
). Los filtros se secaron al aire durante !5 minutos y el ADN se fijé al filtro por

incubacion de los mismos a 80° C durante 2 h.

Tampdn d izacid
Tris-HCI IM pH 8............ 2’5 ml

HCI2M.. ..o, 1"25 ml
20x SSC..iiiiii 6’25 ml

3.3.6.- Caracterizacién mediante sondas de ADNk
Se ha utilizado la sonda de ADNk k-1/307 (400 pb) de la cepa MHOM/ES/81/BCN-1,

LEM-307 (MON-29), especffica para el complejo de L. (L.) infantum s.L. (Alvar er al.,
1989h).

3.3.6.1.- Obtencién de fragmentos de ADNk

El ADNk de la cepa LEM-307, digerido con Haelll, se fracciond en un gel de agarosa
de bajo punto de fusién (Sea Plaque) al 1% en TAE 1x. Finalizada la electroforesis el gel
fue teflido con EtBr y se visualizé en un transiluminador de luz ultravioleta. La banda
correspondiente, de 400 pb, se cortd con ua bisturf estéril y se depositd en un tubo

eppendorf previamente tarado, calculando por diferencia de peso la cantidad de agarosa

almacendndose a -20° C hasta su utilizacidn.
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Tampon TAE 50 %
TrIS oo, 242 g
Ac. acético glacial............. 571 ml
EDTAOSMpHS ......... 100 mi

3.3.6.2.- Marcaje de ADNk con P

El fragmento de ADN aistado a partic de un ge! de agarosa de bajo punto de fusidn,
se marcé utilizando la técnica de iniciadores al azar (Feinberg y Volgestein, 1983, 1984)
empleando 1os reactivos de Promega "Prime-a-Gene Labeling System”. Una cantidad de
ADN en agarosa correspondiente a 25 ng, se desnaturalizé en un volumen mdximo de 30
ul a 100°C durante 7 minutos ¥y a continuacion se deposité en hielo. La reaccidn se inicid
afiadiendo los reactivos en el siguiente orden: tampdn de marcaje 5x (10 ul), mezcla de
dNTPs (dATP, dGTP y dTTP, excepto dCTP) (2 ul), ADN que vamos a marcar (25 ng
en un volumen mdximo de 30 ul), BSA (10 mg/ml)2 pl), 5 ul de O-P* dCTP (3.000
Ci/mmol) y 2 pl (5 U) del enzima Klenow. La reaccidn se desarrollé a temperatura
ambiente durante toda la noche. El P* no incorporado se eliming pasando el producto de
reaccién a través de una columna de Sephadex-G50. La actividad especffica de la sonda

fue alrededor de 10° cpm.

3.3.6.3.- Hibridacién con sondas de ADNk

Los filtros de nitrocelulosa o nylon con el ADNK fijado se incubaron a 42°C durante
I h, en 10 ml de solucidn de prehibridacién. Después se afadié a la solucidn la sonda
radiactiva (10° cpm/ml), previamente desnaturalizada (100°C, 5 min,), y se dejaron
hibridando a 42°C durante toda la noche.

Finalizada la hibridacién los filtros se lavaron cuatro veces, durante 15 minutos cada
uno, en baiio a 65°C, con una solucidn de 2x SSC+ 0'! % SDS (dodecilsulfato sddico,
Bio-Rad). A continuacidn los filtros se secaron a lemperatura ambiente y se sometieron a

autorradiografia utilizando una pelicula AGFA-RP2 50 AFW, manteniéndolos a -70"C

durante tiempos variables.
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Solucidn de prehibridacis

- Solucidn de Denhardt 50X..............cocvunnnns.. 10 mti
- Formamida 100% (Merck)............ovvnvnnnn.n. 50 ml
~EDTAOSMPHS. ... 1 ml
“ 20X SSCe e 25 mi
- ADN de Timo de ternera (Sigma)................. 5 mg
“8DS 10%. i o2 mi
- Agua destilada estéril c.s.p..........cc.cenennn.., 100 mi

Conservar a 4 C.,

Selucion de Denhards S0x

- Ficoll (Sigma).....ccooivvviiviieniiiiiniivieiiiannn 5g

- Polivinilpirrolidona (Sigma) ....................... 5g

- BSA (Sigma) ..o 5g

- Agua destilada estéril c.s.p................le. 500 ml

Filtrar a través de una membrana de 0°22 pm. Hacer alicuotas de 25 m! y almacenar
a -20°C.

3.3.7.- Caracterizacion mediante sondas de ADNg
Se han utilizado tres sondas de ADNg homdlogas: 7-059, pDK20 y pDK 10, cedidas
por el Dr. G.J.J.M. Van Eys (Royal Tropical Institute, Amsterdam, Holanda) y cuyas

caracterfsticas se describen a continuacidn.

- 7-059 (Van Eys er al., 1989): clon seleccionado a partir de una librerfa de ADN total
de L. (L.) infancum (ITMAP263). Se trata de un clon recombinante en pUCI9 que

contiene en el sitio EcoR1 el fragmento de 5.0 Kb.

- pDK20 (Van Eys er al., 1991): clon seleccionado a partir de una libreria gendmica
de L. (L.) major (MHOM/SN/0O/DK1). Se trata de un clon recombinante en pUCI 8,

que contiene en el sitio Pstl dos fragmentos de 1.8 y 2.0 Kb respectivamente.



Material y Métodos 69

- pDKI10 (Guizani er al., 1994): clon seleccionado a partir de una librerfa gendmica
de L. (L.) major (MHOM/SN/QO/DK 1), Se trata de un cton recombinante en pUCIS,

que contiene en el sitio Pst] un fragmento de 1.8 Kb.

3.3.7.1.- Purificacién de fragmentos de ADN clonados

Las bacterias transformadas con los pldsmidos descritos anteriormente se cultivaron
en medio lfquido Luria-Bertani (2LB) con ampicilina (70 ug/mi). Et ADN correspondiente
se obtuvo a partir de 3 ml de cultivo, utilizando los reactivos para purificacién de ADN
"Magic Minipreps” (Promega). La obtencién del fragmento clonado se realizé mediante
digestién con los enzimas de restriccién correspondientes. Posteriormente el material
digerido se fracciond en geles de agarosa de bajo punto de fusion (Sea Plaque FMC,
Bioproducts Corporation) al 1% en TAE 1x. La banda correspondiente al fragmento
recombinante se hizo visible sobre un transiluminador de luz ultravioleta y se corté con un
bisturf, depositdndose en un eppendorf previamente tarado, calculando por diferencia de

peso la cantidad de agarosa.

Medio 2 LB liquido (Luria-Bertani)

- Bacto-triptona (Difco)................. 20g
- Extracto de levadura (Difco)......... 10g
- NaCl (Merck).......c.ooovvivninnnnnen. 20¢g
- Bacto-dextrosa (Difco).................. lg
- Agua destilada estéril................ 960 mt

Ajustar el pH a 7 con NaOH 5N. El medio 2L.B sdlido se preparé aiadiendo 20 g de

agar al correspondiente medio liquido.
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3.3.7.2.- Marcaje de los fragmentos de ADN recombinante con P?
Los fragmentos de ADN recombinante se marcaron siguiendo la técnica de los
intciadores al azar (Random Primer Radiolabelling) como se explica en el punto 3.3.6.2.

3.3.7.3.- Hibridacién con sondas de ADNg

Los filtros de nitrocelulosa o nylon con el ADNg fijado se incubaron en 10 ml de
solucidn de prehibridacion durante 3 h a 65 C. Transcurrido este tiempo se afadic a la
solucidn la sonda radiactiva desnaturalizada (100", 5 minutos) y los filtros se dejaron
hibridar durante toda la noche a 65° C. Terminada la hibridacién los filtros se lavaron a
65°C, durante 30 minutos, una vez con 3x SSC+ 0’1 % SDS y dos veces con ’1x SSC
+ 0'1% SDS. A continuacién los filtros se secaron a temperatura ambiente y se
sometieron a autorradiograffa utilizando una pelicula AGFA-RP2 50 AFW manteniéndolos

a -70°C durante tiempos variables.

Solucién d hibridacio
- SDS (Bio-Rad).........coovivcinennnnn, 7g
-BSA (Sigma).......cocooiiiiiinin, lg
-EDTA2mM.......s 400 ul
- Tampdn fosfato SM pH 7............ 10 mi
- ADN de esperma de salmon.........10 ml

(10 mg/ml)(Sigma)
- Agua destilada estéril ¢.s.p......... 100 ml
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3.4.- Caracterizacion por amplificacién de ADN mediante iniciadores arbitrarios
(RAPD)
3.4.1.- Extraccion de ADN
El ADNg se extrajo segtin el protocolo descrito en el punto 3.3.1., separdndose del
ADNk mediante gradiente de densidad en CsCI/EtBr segin se describe en el apartado

3.3.1.1. y se cuantificé segiin se explica en el punto 3.3.2..

3.4.2.- Amplificacién

Las condiciones de amplificacion utilizadas fueron andlogas a las descritas por Williams
et al. (1990, 1993) y se llevaron a cabo en el Laboratorio de "Génetique Moléculaire des
Parasites et des Insectes Vecteurs" del Centro de Investigacion ORSTOM (Montpetlier) que
dirige el Dr. Michel Tibayrenc.

Se utilizaron siete iniciadores suministrados por, Operon Tecnologies, ensayados
previamente (Tibayrenc ez al., 1993) cada uno constituido por 10 nucledtidos Yy sin ninguna

secuencia palindrémica,

Al.- CAGGCCCTTC A2.- TGCCGAGCTG A5.- AGGGGTCTTG
AT.- GAAACGGGTG  Al10.- GTGATCGCAG  Al2.- TCGGCGATAG
Al5.- TTCCGAACCC

La reaccién se llevd a cabo en un volumen final de 100 ul;

1.- 10 ul de tamp6n especifico para la Taq polimerasa (Tris-HCl 100 mM pH 8’3;
MgCl, 6H,0 15 mM; KCI 500 mM; gelatina Img/mi)(Boehringer)

2.- 2 pl de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (5 mM) (Boehringer)

3.- 2 ul de iniciador (10 uM)

4.- 2 pl de ADN (10 ng/ul)= 20 ng

5.- 0°3 ul de Taq polimerasa (1’5 UI) (Boehringer)

6.- Agua destilada estéril c.s.p. 100 ul

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador automdtico (PTC-100, M.J.

Research, Inc.}, con un programa de amplificacién de 45 ciclos (desnaturalizacidn ! min,
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a 94°C, apareamiento | min. a 36°C y sfntesis 2 min, a 72° C), y un ciclo final de

extension de 7 min. a 72°C.

3.4.3.- Electroforesis
Los fragmentos de ADN amplificados se separaron mediante electroforesis horizontal

(120 v, 5 h) en geles de agarosa (Bio-Rad) al 1'6% en TAE con 0’5 pl/ml de BrEt,
empleando como tampén de electroforesis TAE 1X con 0'5 pl/ml de BrEt. Cada uno de
los ADNs amplificados (25 ul) se mezclé con un 10% de azul de bromofenol. Finalizada
la clectroforesis los geles se visualizaron en un transiluminador ultravioleta y se
fotografiaron con una pelicula Polaroid 665. El peso molecular de los fragmentos se
establecid empleando como marcador de peso molecular el ADN del fago SPPI digerido
con EcoR1 (Boehringer). En algunos casos se utilizaron como marcadores et ADN del fago
lambda digerido con Hind III y con BStE respectivamente (New England Biolabs).

3.4.4.- Interpretacion de los resultados

Cada una de las bandas son numeradas, comenzando por 1 para la de mayor peso
molecular. Para cada iniciador, cada aislado y cepa de referencia estard pues representado
por un conjunto de mimeros y estard caracterizado por un conjunto de perfiles
correspondiente a los diferentes iniciadores utilizados. Todos los aistados idénticos para los
siete iniciadores se sitian en el mismo "rapdema” (término denominado asi por analogia
con "zimodema"). Los grados de similaridad génica entre dos "rapdemas” dados se estiman
en funcién del porcentaje de bandas en comiin que presentan.

Desde el punto de vista estadfstico, los genotipos revelados para un iniciador dado, son
tratados como "genotipos unilocus” y el conjunto de genotipos revelados para los siete
iniciadores "genotipo multilocus”. Este tratamiento estadistico es licito para las pruebas

utilizados de desequilibrio de ligaz6n, ya que la probabilidad de que dos primers diferentes

amplifiquen los mismos loci es despreciable.
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3.5. Aadlisis de los datos
3.5.1.- Determinacion de las distancias genéticas

El grado de disimilaridad entre dos zimodemas o rapdemas se calculd utilizando el
programa de ordenador TAXONOMIE (Serres y Roux, 1986) mediante el fndice de
distancia de Jaccard D(J) (Jaccard, 1908) definido por la férmula:

D= 1-(C/2N-C)

C: niémero de bandas comunes a dos zimodemas o rapdemas (genotipos multilocus)
considerados
N: mimero total de bandas entre los dos zimodemas o rapdemas (genotipos multilocus)

comparados

Los datos obtenidos en el estudio del polimorfismo enzimdtico en el caso de la
caracterizacién de los aislados PAULO y ANA fueron analizados utilizando el programa
de taxonomfa numérica TAXAN (Information Resources Group, Maryland Biothecnology
Institute, University Maryland, College Park, MD 20742-USA), aplicando el coeficiente
de similaridad de Jaccard S(J). Se puede pasar ficilmente del fndice de similaridad al

indice de distancia de Jaccard D(J) (Jaccard, 1908) mediante la férmula:
D= §,,,-S
S = valor médximo del fndice de similitud
La matriz de similaridad y distancias generadas respectivamente es utilizada por el

programa para realizar el andlisis de agrupamiento y finalmente disefiar un dendograma con

la distribucidn de los datos.
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3.5.2.- Andlisis de genéiica de poblaciones

Las dos consecuencias fundamentales de intercambio genético son: la segregacién de
alelos en un locus dado y 1a recombinacidn de genotipos de un locus a otra. Demostrar que
estos dos procesos son raros o estdn ausentes, equivale a demostrar que la reproduccidn
sexual es rara o ausente,

Hay diferentes pruebas que son utilizados como argumentos indirectos en favor de una
reproduccidn clonal (Tibayrenc er al., 1990; Tibayrenc er al., 1991; Tibayrenc y Ayala,
1991; Tibayrenc y Abderrazak, 1993). Algunas de ellas pueden ser interpretados
cualitativamente, mientras que otras, son objeto de estimaciones estadfsticas. Cada uno de
ellas aporta una informacidn especifica, pudiendo ser alguno de ellas significativas y otras
no significativas. El hecho de que una de las pruebas sea significativa es suficiente para
poner en evidencia una desviacion de la panmixia (poblacién panmictica es aquella en la
que los intercambios genético se realizan al azar),

La hipétesis nula, por tanto, en todas los pruebas utilizados para poner en evidencia
una clonalidad es una estructura panmictica. Este andlisis han sido aplicado tanto a los

resultados de la caracterizacidn enzimdtica como a la caracterizacién mediante RAPD,

3.5.2.1.- Pruebas de segregacion
Bajo la hipdtesis panmictica, la ley de Hardy-Weinberg permite calcular, a partir de

las frecuencias alélicas observadas, las frecuencias genotipicas tedricas en cada locus. El
que las frecuencias observadas sean estadisticamente diferentes a las esperadas es un
argumento suficiente para decir que los flujos genéticos en esta poblacidn estdn inhibidos.

Para llevar a cabo estos tests es necesario que se cumplan una serie de requisitos: a)
los alelos de cada genotipo deben ser identificables, b) la ploidia del organismo debe ser
conocida y ¢) el organismo no debe ser haploide, por lo que en nuestro caso no ha sido

posible llevarlos a cabo,

3.5.2.2.~ Pruebas de recombinacion
En el caso de una poblacion panmictica (libre recombinacién), la frecuencia tedrica de

un genotipo multilocus dado es el producto de las probabilidades observadas de los
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genotipos unilocus. A continuacion se explican las pruebas de recombinacidn especificos

o complementarios propuestos por Tibayrenc ef al., 1990 y Tibayrenc y Ayala (1991).

d[: es la probabilidad combinatoria de obtener en una poblacién panmictica, por simple
azar, un genotipo dado con un efectivo igual o superior al que es efectivamente observado

en la muestra estudiada, y viene dado por la siguiente férmula;

n n!l, x\. (L-x)*
P= £
i=m i, (n-i)!

n: nimero total de individuos
m: nimero de individuos que poseen el genotipo multilocus considerado
x: frecuencia tedrica de ese genotipo (producto de las frecuencias observadas de los

genotipos unilocus que lo componen)

Esta prueba estd basada en el hecho de que en caso de reproduccién clonal, los
genotipos se reproducen sin cambios de una generacién a otra, como fotocopias. Algunos
de ellos estardn representados en exceso en relacion a las previsiones panmfcticas.

Los mismos resultados pueden obtenerse por una simple X?, pero en la mayorfa de los

cisos el efectivo tedrico es muy pequefio, por lo que no es posible aplicarla,

d2: probabilidad de observar, no importa cual genotipo multilocus en un ndmero igual

0 superior al del genotipo multilocus mds representado en la muestra.

¢: probabilidad de observar un mimero de genotipos multilocus diferentes igual o

inferior al que es observado en la muestra. En el caso de reproduccicn asexuada, se espera

que el nimero de genotipos estén disminuidos.

[: probabilidad de observar un nivel estadfstico de desequilibrio de ligazén igual o

superior at que es efectivamente observado en la muestra.
Las pruebas d2, e y f estdn basados en las simulaciones de Montecarlo con 10!

interacciones para cada una.
Este andlisis, no es prueba directa de propagacion clonal, pero st indicativos de una
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desviacidn a la panmixia. Existen otros factores que influyen en el flujo genédtico, como
obstdculos fisicos, seleccidn natural y especiacién bioldgica criptica.
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4.- RESULTADOS
4.1.- Caracterizacidn enzimdtica

Se han caracterizado un total de 84 aislados de Leishmania, 31 caninos y 53 humanos.
Las caracterfsticas de cada uno de ellos, cédigo y origen aparecen en las Tablas 9, 10 y
11 correspondientes al apartado 3.1.1. de Material y Métodos. La caracterizacin
enzimdtica se llevd a cabo seguin se explica en los diferentes puntos del apartado 3.2. de
Material y Métodos, mediante electroforesis horizontal en geles gruesos de almidon, 14
sistemas enzimdticos y 16 loci.

La caracterizacidn det aislado denominado por nosotros Paulo (MHOM/AQ/91/LLM-
85) dado su origen geogrifico ha sido tratado en un capftulo aparte. Las caracterfsticas
especiales que inicialmene presentd el aislado denominado ANA (MHOM/ES/91/L.LM-
325) hicieron que su caracterizacion se tratara también en un capftulo especffico.

4.1.1.- Caracterizacién enzimdtica de los aislades caninos

Dentro de este grupo se han caracterizado un total de 31 aislados, 28 aislados
viscerates y 3 cutdneos de perros que también presentaban lesiones viscerales, de diferente
origen geogrdfico.

En la Tabla 17 se recogen los perfiles enzimdticos correspondientes a las cepas de
referencia de L. (L.) infantum presentes en Espafia y los 31 aislados caninos separados en
funcidn del tipo de leishmaniosis (LV o LC) y del tipo de muestra bioldgica de la que
proceden. Todos los aislados resultaron ser zimodema | (MAD-1).

En las Figuras 3 y 4 se muestran los electromorfos obtenidos para las cepas de
referencia de L. (L.) infantum y algunos aislados caninos con los sistemas enzimdticos
G6P, 6PG, MDH, GPI y PGM.

En la Tabla 18 se resumen las caracteristicas, origen y zimodema de cada uno de los

aislados caninos estudiados.



Tabla 17.- Perfiles enzimiticos obtenidos para las cepas de referencia de L.(L.) infantum
asi como para cada uno de los aislados de Leishmania caninos.
ENZIMAS ESTUDIADOS
CEPAS DE MDH EM ICD 6PG G6P GLUD DIA NP1 NP2 GOT MPT PGM FH GPI SOD1 SOD2 2ZM
REFERENCIZ
LEM-75 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1060 100 100 1
LEM-307 104 100 100 100 105 100 100 140 100 100 100 100 100 100 100 100 29
BCN-65 104 100 100 100 102 100 100 140 100 100 100 3100 100 100 100 100 28
LEM-356 104 100 100 100 105 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 33
LEM-425 104 100 100 100 100 100 100 130 100 100 100 100 100 100 100 100 80
AISLADOS
A) LV
- MEDULA
BOXER 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1
PASTOR 100 100 100 100 100 100 106 100 100 1100 100 100 100 100 100 100 1
CAZ2A 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1
DOCIL 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1
CHAT2 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1
QREJAS 1060 100 100 100 100 100 100 100 100 100 3100 100 100 100 100 100 1l
POINTER 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1
DOBERMAN 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1
BELGA 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1
PERDIGUERO100 100 100 100 100 100 1060 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1
= MONOCITOS DE SANGRE PERIFERICA
TARCRIS 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1
TIMIDO 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1100 100 100 100 100 100 1
37-B 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1
30-B 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 200 1060 100 100 100 1

8L sopornsay



Tabla 17.- Perfiles enzimdticos obtenidos para las cepas de referencia de
asi como para cada uno de los aislados de Leishmania caninos (continuacidn}.

CEPAS DE MDH EM ICD
REFERENCIA
LEM-75 100 100 100
LEM-307 104 100 100
BCN-65 104 100 100
LEM-356 104 100 100
LEM~425 104 100 100
AISLADOS
A) LV

- GANGLIO POPLITEO
BLANCO 100 100 100
CENTO 100 100 100
0S80 100 100 100
DORA 100 100 100
37-G 100 100 100
ALGETE 100 100 100
TARZAN 100 100 100
YOCKI 100 100 100
WISKA 100 100 100
BETTY 100 100 100
TUC 100 100 100

~ XENODIAGNOSTICO
OREJAS 100 100 100

BELGA

100 100 100

PERDIGUERO100 100 100

6PG

100
100
100
100
100

100
100
1c0
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
160

G6P

100
105
102
105
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100

GLUD

1¢0
1060
100
160
100

1c0
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100

ENZIMAS ESTUDIADOS

DIA

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100

NP1

100
140
140
100
130

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100

NP2

160
160
100
100
100

100
100

100
100

100
100
100
100
100
1co0
100

100
100
100

GOT

100
1060
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
160
160
100
100

100
100
100

MPI

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
160

100
1g0
100

PGM

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100

FH GPI

100 100
100 100
100 100
100 100
100 100

100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100
100 100

100 100
100 100
100 100

50D1

160
1060
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100
100
100

50D2

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
160

100
1060
160

ZM

29
28
33
80
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Tabla 17.- Perfiles enzimdticos cobtenidos para las cepas de referencia de

asi como para cada uno de los aislados de Leishmania caninos (continuacién).

CEPAS DE MDH
REFERENCIA

LEM-75 100
LEM-307 104
BCN-65 104

LEM-356 104

LEM-425 104
ATSLADOS
B) LC

- PIEL
CURRO 100
37-P 100
30-P 100

EM

100
100
100
100
100

100
100
100

ICD

100
100
100
100
100

100
160
100

6PG

100
100
100
100
100

100

100
100

G6P

100
105
102
105
100

100
100
100

GLUD

100
100
100
100
100

100
100
100

DIA

100
100
100
160
100

100
160
100

NP1

100
140
140
100
130

100
100
100

NP2

100
100
100
100
100

100
160
100

GOT

100
100
100
100
100

100
100
100

ENZIMAS ESTUDIADOS

MPI

100
100
100
100
1060

100
100
1060

100
100
100
100
100

100
100
100

FH

100
100
100
100
100

100
100
100

GPI

100
100
100
100
100

100
100
100

S50D1

100
160
100
100
100

100
1c0
100

50D2

100
100
100
100
100

100
100
100

ZM

29
28
33
80

08 Sopoinsay
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T LER-TS (MON-1)

- I0-P (MAD-1)

: LEM-307 (MON-29)
:A0-1 (MALD-1)

5: 371 (MAD-1)

= AT-G (MAL-1)

SV (MAD-1)

: Perdigoero-M (MAD-1)
: Doberman (MAD-1)
: Belga-M (MAD-1)

. Pointor (MAD-1)

: Tarzfn (MAD-1)

12 3 4 5 6 7 89101 12

C LEM-T5 (MON-1)
Orepus-M (MAD-1)

. Chrajas-5 (MAD-1)

p T (MAT-1)

. Belga-M (MAD-1)

: Belpa-5 (MADD-1)

¢ Perdipguero-M (MAD-1)
: Perdiguoro-5 (MAL-1)
s Chata (MAD-1]

10: Blanco (MALD-1)

11: Cante (MATX-1)

G Pl

I

12 3 4 56 6 768 810N

: LEM-T5 (MON 1)
: Orcjas-M (MAD-1)

1 Orggus-5 (MAD-1)

2 Toe (MALD-1)

: Belge-M (MAD-1)

: Belga-8 (MAD-1)

: Perdiguero-M (MALD-1)
: Perdiguero-5 (MAI-1)
- Chata (MAD-1)

; Blanco {(MAT-1)

: Canto (MAD-1)

PGM

12 3 4 56 7898 10MN
Figura 3.~ Electromorfos obtenidos para los sisiemas mimﬂims EEF., GPly
PGM. P: piel, B: monocitos de sangre periférica, G: ganglio popliteo,
M: médula dsea, 8: xenodiagndstico directo.
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s LM -307 (MON 28y

DOLLERA TS (MO

: Boser (MALD-1)

¢ Praslose {4 ATX-1)

 Crwa (MAL-1)

;o Ddaal (M AD-1)

: s (MAD-1}

¢ Tarcris (MAD-1)

¢ Timido (M ALY-T)

10: Curra (MAD-1)

1 2 34 8 6 7 8 910 11 12 11: Do (MAD-1)
12: Algete (MAD-1)

G6P

WO I S WA P L Bl e

I LEM-307 (MON-29)
20 LEM-T5 (MON-1)
EPG 3 Boxer (MAD-1)
A: Pastor (MATD-1)
5 Caen (MATD-1)
-G Doerl (M A1)
T O (MAD-1)
B: Tarcrs (MAT-1)
i o Timide (MATI-1)
100 Corro (MADD-1)

12 34 5 6 7 8 910 1112 ':Dora(MAD-T)
12: Algete (MATY-1)

B Canta (M AL
20 Iilumeo (M AL-1)
3: Chata (MAI 1)
4: Perdiguero-5 (MAIY 1)
5: Perdigucro-M (MALD-1)
6 Belpa-5 (MAD-1)
7: Belga-M (MAD-1)
2 Orejas-5 (MAD-1)
10: Orojas-8M (MAD-1)
11: LEM-75 (MON-1)

12 3 4 56 78 91011

Figura 4.- Electromorfos obtenidos para los sistemas enzimdticos GOP, 6PG y
MDH. M: médula dsea, §: xenodiagndstico directo.



TABLA 18.- Caracteristicas de los aislados caninos.
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AISLADOS CODIGO ORIGEN M
A)LV

- Médula

Boxer* MCAN/ES/92/1.LM-360 Madrid 1
Pastor MCAN/ES/92/LLM-369 Madrid 1
Caza MCAN/ES/92/L.LM-374 Aranjuez (Madrid) I
Déeil* MCAN/ES/92/LLM-375 Aranjuez (Madrid) 1
Chata* MCAN/ES/92/L.LM-368 Cantoblanco (Madrid) 1
Orejas MCAN/ES/92/LLM-367 Valdeperias (C. Real) !
Pointer MCAN/ES/92/LLM-358 Zaragoza 1
Daberman MCAN/ES/92/1.LM-359 Zaragoza 1
Belga MCAN/ES/92/L1LM-363 Zaragoza 1
Perdiguero MCAN/ES/92/1.LM-365 Zaragoza 1

- Ganglio popliteo

Blanco
Canto
Oso
Daora
37-G
Algete
Tarzin
Yocki
Wiska
Betty
Tuc

- Monocitos de sangre
periférica

Tarcris

Timido*

37-B

30-B

- Xenodiagnéstico

Orejas
Belga
Perdiguero

B) LC
- Piel

Curro
37-P
30-p

MCAN/ES/91/LLM-342
MCAN/ES/91/LLM-343
MCAN/ES/91/L.LM-344
MCAN/ES/9 l/LLM-345
MCAN/ES/92/1.LM-348
MCAN/ES/91/LLM-84
MCAN/ES/87/LLM-32
MCAN/ES/83/L.LM-16
MCAN/ES/83/LLM-20
MCAN/ES/85/LLM-17
MCAN/ES/83/1.LM-298

MCAN/ES/A3/LLM-393
MCAN/ES/92/LLM-361
MCAN/ES/92/LLM-347
MCAN/ES/91/LLM-350

MCAN/ES/92/L1LM-367
MCAN/ES/92/1.1.M-363
MCAN/ES/92/L.LLM-365

MCAN/ES/92/LLM-376
MCAN/ES/92/LLM-346
MCAN/ES/#91/LLM-349

Torrelodones (Madrid)
Manzanares (Madrid)
Colmenarejo (Madrid)
Algete (Madrid)
Cantoblanco (Madrid)
Algete (Madrid)
Mallorea

Madrid

Alcald de Henares (Madrid)

Madrid
Mallorca

Aranjuez (Madrid)

Cantoblanco (Madrid)
Cantoblanco (Madrid)
Cantoblanco {(Madrid)

Valdepefias (C. Real)
Zaragoza
Zaragoza

Aranjuez (Madrid)
Cantoblaco
Cantoblanco

i e e e )

.

* Asintoméaticos
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4.1.2.- Caracterizacion enzimdtica de los aislados humanos
4.1.2.1.- Variabilidad

Se han caracterizado un total de 52 aislados de Leishmania, 44 de sujetos VIH + (41
LV y 3 LC), 7 de sujetos inmunocompetentes (4 LV y 3 LC) y un aisiado de un
transplantado renal con LV. En todos los casos, los valores de cada uno de los
electromorfos se obtuvieron a partir de la medida de la distancia de migracion desde el
punto en el que se aplicé la muestra hasta el centro de la banda, en relacidn a la obtenida
para la cepa de referencia MHOM/FR/78/LLM-75, segiin la férmula del apartado 3.2.6.
de Material y Métodos. De los 16 loci estudiados, s6lo 4 resultaron polimdrficos: MDH,
G6P, NP1 y GPI.

En la Tabla 19 se muestran los perfiles enzimdticos de las cepas de referencia
correspondientes a diferentes zimodemas de L. (L.) infantum, asf como de los aislados de
Leishmania de sujetos VIH+, separados en funcidn del tipo de leishmaniosis (LV o LC)
y del tipo de muestra bioldgica de la que proceden. Dentro del grupo de aislados
caracterizados de sujetos VIH+ se han encontrado 8 zimodemas: MAD-1, MAD-24,
MAD-28, MAD-29, MAD-33, MAD-34, MAD-183, MAD-501.

Grupo A (LV y VIH+): En los 41 aislados incluidos en este grupo, el zimodema |
(MAD-1, MON-1) estuvo representado 18 veces (en 15 aislados de Madrid y 3 de
Mallorca), siete aislados fueron zimodema 24 (MAD-24) todos ellos de Madrid; seis
aislados de Madrid pertenecieron al zimodema 33 (MAD-33); otros tres aislados, de la
provincia de Alicante, Madrid y Mallorca respectivamente, fueron zimodema 29 (MAD-
29); y otro aislado, de la provincia de Alicante, fué zimodema 28 (MAD-28). Hay que
destacar que el zimodema 24 es la primera vez que se describe en Espafia en sujetos
VIH+. Asf mismo, el zimodema 34 (MAD-34), representado en un sujeto VIH+ de
Mallorca, es la primera vez que se describe en la asociacién LV y VIH+ en la cuenca
Mediterrdnea.

Los aislados Garrido, Cuadros y Lara, de las provincias de Jaén, Madrid y Coérdoba
respectivamente, presentaron la misma variante enzimdtica que el ZM-34 (MAD-34)
(MDHyq4) y ademds un electromorfo con valor para la GPI,5, perteneciendo por tanto a
un nuevo zimodema ZM-183 (MAD-183) descrito recientemente en dos sujetos VIH+
(Pratlong er al., 1993). Los aislados Vélez y Daniel, ambos de la provincia de Madrid,

reunieron las mismas caracterfsticas enzimdticas que las de un zimodema 29, pero ademds
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presentaron un electromorfo con valor para la GPl,ys, siendo un zimodema nuevo, gue no
ha sido descrito previamente, y que nosotros hemos denominado MAD-501 (ver Figura
) (Jiménez et al., en prensa).

Grupo B (LC y VIH+): Los tres aislados cutdneos dentro de este grupo, todos de
Madrid, pertenecieron a los zimodemas MAD-1, MAD-33 y MAD-183.

En la Tabla 20 aparecen los perfiles enzimdticos de las cepas de referencia de L. (L.)
infantum, asf como de cada uno de los aislados de Leishmania de sujetos
inmunocompetentes (LV y 1.C), grupo D y E respectivamente, y un aislado de un caso de
LV en un transplantado renat (grupo C).

Grupo C (LV y otro tipo de inmunosupresion): El unico aislado dentro de este
grupo presentd el mismo perfil enzimdtico de un zimodema 1 (MAD-1).

Dentro del grupo de aislados de sujetos inmunocompetentes (7 aislados) se han
encontrado 3 zimodemas: MAD-1, MAD-24 y MAD-34,

Grupo D (LV): En este grupo, dos de los aistados de médula fueron zimodema |
(MAD-1) y el tercero MAD-34. El aistado obtenido mediante xenodiagndstico fue un
zimodema 24 (MAD-24).

Grupo E (LC): Dentro de este grupo de aislados, todos de Madrid, dos aislados
resultaron ser zimodema 34 (MAD-34) y el tercero, zimodema 24 (MAD-24),

En las Figuras 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12 se muestran electromorfos obtenidos para las
cepas de referencia y algunos aislados con cada uno de los sistemas enzimgticos utilizados.

En las Tablas 21 y 22 se resumen las caracteristicas, origen y zimodema de los
aislados caracterizados.

En la Tabla 23 aparece el nimero de zimodemas que se han encontrado dentro de cada

uno de los grupos. La distribucion geogrdfica de cada uno de los zimodemas encontrados

queda recogida en la Figura 13.



Tabla 19.~ Perfiles enzimdticos obtenidos para las cepas de referencia de L.(L.) infantum y
aislados de Leishmania de sujetos VIH+.

ENZIMAS ESTUDIADOS

CEPAS DE MDH EM ICD 6PG G6P GLUD DIA NP1 NP2 GOT MPTI PGM FH GPT S0D1 sSOoDz2 ZM
REFERENCIA

LEM-75 100 100 100 100 100 1060 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1
LEM-307 104 100 100 100 105 100 100 140 100 100 100 100 100 100 100 100 29
BCN-65 104 100 100 100 102 160 100 140 100 100 100 100 2100 100 100 100 28

LEM-356 104 100 100 100 105 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 33
LEM-425 i04 100 100 2100 100 160 100 130 100 100 100 100 100 100 100 100 80

AISLADOS
A) LV y HIV+

- MEDULA
ANTONIO 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1
DANIEL 104 100 100 100 105 100 100 140 100 100 100 100 100 105 100 100 501
58140 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 160 100 100 1
59933 104 100 100 100 105 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 33
MILAGROS 100 100 100 1060 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1
JESUS 100 100 100 100 100 100 100 100 2100 100 100 100 100 100 100 100 1
5825 104 100 100 100 105 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 33
ESPIN 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1

GARRIDO 104 100 100 100 100 100 100 3100 100 100 100 100 100 115 100 100 183
TEJUCAR 104 100 100 100 105 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 33
CARRASCO 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1
ANASTASIO 104 100 100 100 105 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 33
ANTUNEZ 104 100 100 100 100 100 100 140 100 100 100 100 100 100 100 100 24

PALMA 1c4 100 100 100 105 1060 100 140 100 100 100 100 100 100 100 100 259
CUADROS 104 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 115 100 100 183
JUSTO 104 100 100 100 100 100 100 140 100 100 100 100 100 100 100 100 24

CLEMENTE 104 100 1100 100 100 160 100 140 100 100 100 100 100 100 100 100 24

Qg soponnsay



Tabla 19.- Perfiles enzimdticos obtenidos
asi como para cada unc de los a

(continuacidén).

para las cepas de referencia de L.(L.) infantum
islados de Leishmania de sujetos VIH+

CEPAS DE MDH
REFERENCTIA

LEM-75 100
LEM-307 104
BCN-65 104

LEM-356 104

LEM-425 ic4
AISLADCS

A}y LV y HIV+

- MEDULA

NATALIO 104
MASSA-] 104
RIBAS i00
ESTESO 100
ANGEL 104

ARMENTERO 104
ARROYO 100
CEJAS 100
ENRIQUE 104

FRANCISCO 104
TOMAS 100
MORENO 104
LaRA 104
BERGER 100
LEONOR 100
VELEZ 104

EM

100
100
100
100
100

100
100
1060
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
160

ICcDh

100
100
100
100
100

100
100
100
100G
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

6PG

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
1a0
100
100
100
100
100
100
100

GeP

100
105
102
105
100

105
100
100
100
105
100
160
100
100
105
100
100
100
100
100
105

GLUD

100
100
100
ioo0
100

100
100
100
100
100
100
160
100
100
100
100
100
1060
100
100
160

DIA

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
160
1060
100
100
160

NP1

100
140
140
100
130

140
100
100
100
100
140
100
100
140
140
100
140
100
100
100
140

NP2

100
100
160
160
100

1060
100
igo
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

GOT

100
100
100
100
100

100
100
160
100
100
100
100
100
100
100
100
160
160
100
100
100

ENZIMAS ESTUDIADOS

MPI

100
100
100
160
100

100
100
1060
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

PGM

100
100
100
100
100

100
100
100
100
160
100
100
ioo
100
100
1c0
100
lg0
100
100
100

FH

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
160
100
100
100
160
la0
100

GPT

100
100
100
160
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
115
100
100
105

S0D1

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

S0OD2

i00
160
100
100
100

100
100
i00
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
160

ZM

29
28
33
80

29
34
1

1
33

24
1

1l
24
29
1
24
183
1

1
501

L8 Soponnsay



Tabla 18.- Perfiles enzimdticos obtenidos para las c
asi como para cada uno de los aislados de

(continuacisén).

epas de referencia de L.(L.) infantum
Leishmania de sujetos VIH+

CEPAS DE MDH EM ICD
REFERENCIA

LEM-75 100 100 100
LEM-307 104 100 100
BCN-65 104 160 100

LEM-356 104 100 100
LEM—-425 104 100 100

A) LV y VIH+

6PG

i00
100
100
100
100

G6P

100
105
102
105
100

GLUD

100
100
100
100
100

- MONOCITOS DE SANGRE PERIFERICA

ROJAS 104 1060 100
MANU 100 100 100
MORA 100 100 100
PUMA 100 100 100

PUNCION ESPLENICA
ARCE 104 100 100

- SANGRE TOTAL

LOVA 100 100 100

- XENODIAGNCSTICO
SANTO 104 100 100
JIRO 100 100 100

B) IL.C y VIH+
- BIOPSIA DE PIEL

OSCAR 104 100 100
EGIDO 100 100 100
NAVARRO

104 100 100

100
100
100
100

100

100

100
100

100
100
100

100
100
100
100

102

100

105
100

105
100
100

100
100
100
100

100

100

100
100

100
100
100

DIA

100
100
100
100
100

ioo0
100
100
100

100

160

100
100

100
100
100

NP1

100
140
140
100
130

140
100
100
100

140

100

100
100

100
100
100

NP2

100
160
100
160
100

100
160
100
100

100

100

100
100

100
100
100

GOT

100
100
100
100
100

100
100
100
100

io00

100

100
100

100
100
100

ENZIMAS ESTUDIADOS

MPI

100
100
160
100
100

100
1060
100
100

100

100

100
100

100
160
100

PGM

100
160
100
100
100

100
100
100
100

100

100

100
100

100
100
100

FH

100
100
100
100
i00

100
100
100
100

100

100

100
100

100
100
100

GPI

100
100
i00
100
100

100
100
100
100

100

100

100
160

100
100
115

50D1

100
1co
100
160
100

100
100
1060
100

100

100

100
100

100
100
100

50D2

100
100
100
100
100

160
100
i00
100

100

100

160
100

100
100
160

29
28
33
80

S

28

33

183

88 SOpvINSaY



Tabla 20.- Perfiles enzimidticos obtenidos para las cepas de referencia de
asi como para cada uno de los aislados de Leishmania de sujetos

inmunocenpetentes e inmunosuprimidos.

CEPAS DE MDH EM ICD
REFERENCIA

LEM-75 100 100 100
LEM-307 104 100 100
BCN-65 104 100 100

LEM-356 104 100 100
LEM-425 104 100 100

&6 PG

100
100
100
100
100

G6P

100
105
102
105
100

GLUD

100
100
100
100
100

C) LV ¥ OTRO TIPO DE INMUNOSUPRESION

AISLADOS
- MEDULA
ELENA 100 100 100
D} LV
- MEDULA
SEGUI 104 100 100
KALAY 100 100 100
AZANEDO 100 100 100
- XENODIAGNOSTICO
LANG 104 100 100
E) LC

- BIOPSIA DE PIEL

JAVIER 104 100 100
ZAMORA 104 100 100
ARENAS 104 100 100

100

100
100
i00

100

100
100
100

100

100
100
100

100

100
100
100

100

100
100
100

100

100
140
160

ENZIMAS ESTUDIADOS

DIA

igo
100
100
100
100

100

100
100
160

100

100
100
100

NP1

100
140
140
100
130

100

100
100
100

140

1¢0
100
140

NP2

1c0
100
100
100
100

100

100
100
100

100

100
100
100

GOT

100
100
100
100
100

100

100
100
100

100

1co
100
100

MPI

100
100
100
100
100

100

100
100
100

100

100
100
100

PGM

100
100
100
160
100

100

160
100
160

100

100
100
100

FH

100
100
100
100
100

100

100
100
100

100

100
100
100

GPI

100
100
100
100
100

100

100
100
100

100

100
100
100

50D1

100
100
100
100
100

ioo

100
100
100

160

100
100
100

SOD2

100
100
160
100
100

100

100
100
100

100

100
100
160

ZM

29
28
33
80

24

34
34
24
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Resultados 90

1: LEM-T5 (MON-1}

: LEM-307 (MON-29)
- BOCN-65 (MON-2E)
: LEM-356 (MON-33)
: LIEM 25 (MO B
: Tephewr (MAD-33)

- Ribas (MAD-1)
:Angel (MAIX-33)
¢ Arce (MALD-29)
10: Arroyo (MAD-1)
11: Palma (M ALY 25)
12: Rojas (MA-24)

Ge&P

W= oam oed LA o

12 3 4 565 6 7 8 91011 12

G6P : Francisco {(MALD-29)
: Anastasio {MAD-33)
s Clemente (MAD-24)
s Boreno (MAD-24)
Tomas (MAD-1)

v LEM-425 (MON-80)
s LEM-3506 (MOM-33)
. BOM-65 (MON-28)
- LEM-307 (MON-29)
10: LEM-75 (MON-1)

gt i

W A el O R S L Y —

e o, S N -u-_ﬁ..ﬁ.,ﬂ.,g.j
N

12 3 4 5 6 78 810

Figura 5.- Electromorfos obtenidos para el sistema enzimdtico GOP.



Resuftados 91

: LEM-75 (MON-1)
¢ LEM-307 (MON-29)
t BOM-65 (MON-28)
LEM-3556 (MOMN-33)
¢ LEM-425 (MOM-80)
s Garrido (MAD-183)
s LEM-TS5 (MOM-1)
: Cuadros (MALD-T133)
¢ T s LEM-TS {MOM-1)
el 10 Véler (MADR-501)
i 10 LEM-TS (MO -1)
ey 12: Larm (b ALD-1B3)
" 13: Danicl (MAD-501)

GPI

1 23 4 5868 78 91011 1213

MDH : LEM-75 (MON-1)

: Bugui (MAD-34)

: Arenak (MAID-24)

: LEM-75 (MON-1)

+ Famora (MAD-34)

t Javier (MAD-34)

¢ LEM-425 (MOM-BD)
: LEM-356 (MON-33)
- BCN-G5 (MON-28)
10: LEM-307 {(MON-29)
11: LEM-75 (MON-1)

W 00wl B WA e L B =

123 4 5 678 9 1011

Figura 6 .- Electromorfos obtenidos para los sistemas enzimdticos GP1 y MDH.
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1: Javier (MAD-34)

2: Famora {MAD-34)
B Avonis (BAD-24)
A: Carrasco (MAD-1}
A Gorrido (MAD-THI)
6: Tspin (MAL-1)

T2 LIEM-T5 (MOMN-1)

GOT

s LEM-TS (MOM-1)
2 Lispin (M ALY 1}
3 Garrwlo {AMAI-183)
s Carrwsco (MATI-1)
5 Avrenas (M ALY-24)

s Lamors (MATY 34)
¢ Ravier (M ALY

12 3 4 5 6 T

Figura 7.- Electromorfos obtenidos para los sistemas enzimidticos PGM y GOT.



Resultacdos 93

s LEM-75 (MON-1)

v LIEM-30T (MOMN-29)
- LEM-356 (MON-33)
- LEM-75 (MON-1)

: BCM-65 (MON-28)
- LIEM-425 (MON-EQ)
: LEM-75 (MON-T1)
lang (W AD-24)

EM

o wd 2 WA e P e

- LEM-T5 (MON-1)
Arroyo (MALD-1)

. Yitlew (MAD-501)
t Cgjas (MALY-T)

. LEM-T5 (MON-1)
O Massa (MALY 34)

SOD,
SoD,

1 2 3 4 5 6

Figura 8.- Electromorfos obtenidos con los sistemas enzimédticos EM y S0OD.



Resultados 04

: Lang (MAL-24}

S LEM-75 (MOMN-T)

: LEM-425 (MON-HD)
 LEM-75 (MON-1)

© LEM-156 (MON-13)
1 B W65 (MO -28)
T LEM-30T (MON-29)
CLEM-TS (MON-1)

GLUD

LA s e g osm

s}

==

12 34568 78

- LEM 75 (MON 1)
; BOCN-65 (MAOM-2H)

s LEM-MET (MO 2
: LEM-356 (MON-13)
s LIEM 425 (MO B
ir Lgrido {(MALI-1)

T Wavarro (MAD-1E)
: Koley (MAIY 1)

LA ml e P

-

=

1 234 5 6 7 8

GEP

L EM-TS (MOMN 1)

: BON-63 (MON 2E)
s LEM-307 {MOMN-217)
p LEM 350 (MOMN-33)
¢ LEM-425 (MOM-80)
: Hgido (MAD-1)

: Mawvarre (MALD-183)
: Kalay {(MALD-1)

06 - B W P e D e

1 23 4 56 7 8

Figura 9.- Blectromorfos obtenidos para los sistemas enzimdticos GLUD, GPI y
GoP,



Resultados 95

1: LEM-75 (MON-1)

2 Tomas (MAD-1}

3 Framciaono (MAD-20)
4: LEM-75 (MON-1)

5 Enrigue (MATL-24)
B Armenteros (MAD-24]
T: LEM-425 (MON-B0)
B LEM-356 {MON-33)
9: BCN-65 (MON-28)
10: LEM-307 (MON-I9
L1 LEM-TS (MOM-1}

NP,

1 23 4 5 87 8 0 10MN

s LEM-75 (MON-1)
: Enrigue (MAD-24)3
p Lawen (MAD-1)

¢ Mora (MAD-1)
 Franmcisco (MATD-2T)
§Trmdis (MAL-1)

1 Lara (MAT- 1R

- Pums (MAD-1)

: Berger (MAL-1)
10 Leomesr (MALX-1D
L1 Elena (M AL}

NP,

- R A ]

NP1

=

1 2 34 %5 6878 9 10 11

Figura 10.- Electromorfos obtenidos para el sistema enzimdtico NP,
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1: LEM-75 (MON-1)
2: Tejbcar (MAD-33)
3: Anastazio (MAD-33)
4: Carrasco (MAD-1)
3: Arenas (MAD-24)

6: Zamora {(MAD-34)

. 7t Javier (MAD-34)

¢ B Garrido (MAD-183)
- 9: Santo (MAD-33)

. 10: Espin (MAD-1)

EM

MPI 1: Elena (MAD-1)
2: Berger (MAD-1)
3: Leonor (MAD-1)
#: Puma (MAD-1)
§: Lara (MAD-183)
6: Tomds (MAD-1)

T: Francisco (MAD-Z9)
B: Mora (MAD-1)

9: Enrigque (MAD-24)
10: LEM-75 (MON-1)

T2 34 5 678 9 10

1: Bepim (MAD-1)

2: Santo (MAD-33)

3: Garrido (MAD-183)
4: Javier (MAD-34)

5: Zamora (MAD-34)
6: Arcons (MAD-24)
T: Carrasco {MAD-1)
8: Anagtasio (MAD-33)
9: Tejlicar {MAD-33)
10: LEM-75 (MON-1)

DIA

12 345868789 10

Figura 11.- Electromorfos oblenidos para los sistemas enzimdticos EM, MPIy DIA.



DIA

1234 856 7 8 8
ICD

12 34 5678491011
FH

123 4 5 67

TR B T R R

LGk
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s Clemente (MAT-24)
p Justo (MATI-24)

s umdros (M AL 133
s Ares (MAT-ZE)

: Munu (BMAL-1)

: Hojas (MAI-24)

¢ Palma (M ALD-29)
ooAmbdnaese (MATR-24)
. LEM-T5 (MON-1}

LEM-T5 (MON-1)
ind - 30T (MION-29)
LEM-356 [ MON-33)
BEM-65 (MOM-28)
LEM-425 (MOM-H0)
Palmas (MATI-29)
Antine: (MAL-24)
Egido {MAD-1)
Mavurrms (MAL-TE3)
: Kulay [MAL-1)

r Arroyn EMAL-T)

- LEM-T5 (MOMN-1)

'y Bapin (MAL-1)

: Garride {MAD-183)
: Carrasco (MALD-1)
: Arenas (MAD-24)

¢ Famnra (MAD-34)
: Javier (MAD-24)

Figura 12.- Electromorfos obtenidos para los sistemas enzimdticos DIA, ICD y FH.
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TABLA 21.- Caracteristicas de los aislados de Leishmania de sujetos

inmunosuprimidos.
AISLADOS GRUPO GRUPO VIH CODIGO ORIGEN M
DE RIESGO DEL CDC
AYLV y VIH+
- Médula
Antenio ADVP - MHOM/ES/88/LLM-150 Cuenca 1
Daniel - MHOM/ES/88/L.LM-175 Madrid 501
58140 - - MHOM/ES/90/L.LLM-195 Madrid 1
59933 ADVP IVC-1 MHOM/ES/90/LLLM-200 Madrid 13
Milagros - - MHOM/ES/88/L.I.M-180 Madrid 1
Jesiis ADVP IVC-1 MHOM/ES/88/LLM-190 Cuenca 1
5825 - - MHOM/ES/9E/LLM-205 Madrid 3
Espin ADVP IVC-1 MHOM/ES/92/LI.M-335 Madrid |
Garrido Hemofilico Ive-2 MHOM/ES/92/1L.1LM-336  Jaén 183
Tejucar ADVP vC-1 MHOM/ES/91/LLM-304 Madrid 13
Carrasco - II MHOM/ES/92/L.I.M-320 Mallorea 1
Anastasio ADVP IVC-1 MHOM/ES/92/LLM-312 Madrid 33
Antunez ADVP [VC-1 MHOM/ES/91/LLM-313 Madrid 24
Palma - - MHOM/ES/91/LL.M-310 Mallorca 29
Cuadros* ADVP IVC-1 MHOM/ES/92Z/LLM-340 Madrid 183
Justo ADVP IvC-i MHOM/ES/92/LLM-34] Fuentidueiia 24
Clemente ADVP I MHOM/ES/91/LLM-301 Madrid 24
Natalio ADVP IVC-1 MHOM/ES/A1/LLM-311 Madrid 29
Massa ADVP IVC-1 MHOM/ES/91/LLM-299 Malorca 34
Ribas ADVP IvVC-1 MHOM/ES/OL/LLM-300 Mallorca 1
Esteso ADVP IVC-1 MHOM/ES/92/LEM-306 Madrid 1
Angel ADVP IVC-1 MHOM/ES/92/1.LM-316 Vallecas 33
Armenteros ADVP IVC-1 MHOM/ES/92/1.1.M-315 Madrid 24
Arroyo - IVC-1 MHOM/ES/93/LLM-303 Fuenlabrada 1
Cejas Homosexual IVC-1 MHOM/ES/91/LLM-330 Mallorca |
Enrique ADVP vC-1 MHOM/ES/91/LLM-331 Madrid 24
Francisco ADVP IVC-1 MHOM/ES/91/LLM-309 Alicante 29
Tomis ADVP IVC-1 MHOM/ES/91/LLM-326 Madrid 1
Moreno ADVP Ive-2 MHOM/ES/93/L1L.M-384 Madrid 24
Lara ADVP - MHOM/ES/S3/LLM-382 Cérdoba 183
Berger Homosexual IvD MHOM/ES/93/LLM-383 Madrid 1
[eonor* ADVP IVC-1 MHOM/ES/93/LILLM-386 Madrid 1
Vilez Homosexual [l MHOM/ES/92/LLM-373 Madrid 501
Ana ADVP IVC-i MHOM/ES/1/1.LM-325 Madrid ?
- Puncién
esplénica
Arce ADVP - MHOM/ES/92/LLLM-370 Alicante 28

* Asintomatico
a: CDC (Centers for Disease Control) (1986, 1987)
ADVP: Adicto a drogas por via parenteral
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TABLA 21.- Caracteristicas de los aislados de Leishmania de sujetos
inmunosuprimidos.

AISLADOS  GRUPO GRUPO VIH <CODIGO ORIGEN ZM
DE RIESGO DEL CpbC

A) LV y VIH+
- Monocitos de
sangre periférica

Rojas ADVP If MHOM/ES/92/LLM-337 Madrid 24
Manu ADVP IVC-1 MHOM/ES/92/LLM-323  Madrid 1

Mora ADVP IVC-] MHOM/ES/92/I.LLM-372  St* Eugenia 1

Puma ADVP IVC-1 MHOM/ES/93/LLM-389  Madrid 1

- Sangre total

Lova ADVP Ive-1 MHOM/ES/92/L1M-339  Viecdlvaro 1

- Xenodiagndstico

Santo ADVP IvC-2 MHOM/ES/91/LLM-47 Madrid 33
Jiro Heterosexual IvC-1 MHOM/ES/92/L.LM-333 Cuenca 1

B) LCy VIH+

- Biopsia de piel

Oscar ADVP - MHOM/ES/88/LLM-116 Madrid 33
Egido Homosexusl - MHOM/ES/93/1.L.M-394  Madrid 1

Mavarro* ADVP - MHOM/ES/93/LLM-395 Madrid 183
C) LV y otro tipo

de inmunosupresion

- Médula

Elena MHOM/ES/Q1/LLM-329 Madrid 1

* Asintomético
a: CDC {Centers for Disease Control) (1986, 1987)
ADVP: Adicto a drogas por via parenteral
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TABLA 22.- Caracterfsticas de los aislados de Leishmania de sujetos

inmunocompetentes.
AISLADOS CODIGO ORIGEN ZM
D)LV
- Médala
Azadedo MHOM/ES/87/L1.M-33 Segovia 1
Segui MHOM/ESH/LI.M-327 Menorca 34
Kalay MHOM/ES/O¥LLM-391 Madrid i

- Xenodiagnéstico

Lang MHOM/ES/SY/LLM-392 Boadilla (Madrid) 24

E) LC
- Biopsta de piel

Javier MHOM/ES/92/LLM-332 Tres Cantos {Madrid) 34
Lamora MHOM/ES/A2/LLM-318 Madnd 34
Arenas MHOM/ES/92/1.LM-317 Moéstoles (Madrid) 24
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Tabla 23.- Nimero de zimodemas encontrado dentro de cada uno de los grupos.

ZIMODEMAS

MAD-1 MAD-24 MAD-28 MAD-29 MAD-33 MAD-34 MAD-183 MAD-501

AISLADOS

LVy VIH+ 18 7 1 3 6 1 3 2
(41}

LCy VIH+ 1 - - - 1 - I ;
3)

LV yotra

inmunosupresion 1 - - - - - - -
(1)

LV {4 2 1 - - - 1 - -

LC(3) - 1 - - - 2 - -
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Figura 13.- Distribucién geogrifica de los zimodemas descritos en este trabajo.
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4.1,2.2.- Relaciones filogenéticas: Dendograma

En la Figura 14 aparece ¢l dendograma construido a partir de la matriz de distancia
generada con los datos del polimorfismo enzimdtico aplicando el coeficiente de distancia
de Jaccard D(J), mediante el programa de taxonomfa numérica TAXONOMIE (Serres y
Roux, 1986), para el conjunto de aislados tanto de sujetos inmunocompetentes como
inmunodeprimidos y cepas de referencia (apartado 3.5.1. de Material y Métodos). La
distancia media para el grupo de aislados de sujetos VIH+ fue de 0’23, situdndose la
distancia mdxima en 0’40 (entre MAD-1 y MAD-501) y la minima en 0’11 (entre MAD-1
y MAD-34), Para el grupo de inmunocompetentes la distancia media fue de 0’15, siendo
la distancia mdxima de (0’22 (entre MAD-1 y MAD-24) y la mfnima en 0’11 (entre MAD-
1 y MAD-34).

4.1.2.3.- Andlisis de genetica de poblaciones

Las pruebas descritas en el apartado 3.5.2.2, de Material y Métodos se han llevado
a cabo sobre el grupo de aislados de sujetos VIH+ por ser un grupo con parecidas
caracterfsticas epidemioldgicas.

Todas las pruebas, d1, d2, e y f han sido significativas para el grupo de aislados
estudiados que si la poblacion fuera panmictica (hipétesis nula) la probabilidad de observar
un zimodema o genotipo muitifocus dado en cantidad igual o superior al que es
efectivamente observado, serd de 1°65 x 10* (p< 0°02) (Prueba d1). La probabilidad de
observar no importa cusl zimodema o genotipo multilocus en un nimero igual o superior
al del genotipo m#s abundante en la muestra (Test d2) serd de p=0’008 (p<0'02). La
prueba e fue significativa, la probabilidad de observar un nimero de genotipos multifocus
0 zimodemas diferentes igval o inferior al que es observado en la muestra serd de
p=0"0014 (p<0°02). La prueba f fue significativa observandose un desequilibrio de

ligazdn igual o superior al que es efectivamente observado en la muestra.



Figura 14.-
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Dendograma construido a partir de la matriz de distancia generada con los datos
del estudioc del polimorfismo enzimdtico utilizando el programa de taxonomia
numérica TAXONOMIE y aplicando el indice de distancia de Jaccard D(J).
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4.2.- Caracterizacién mediante RAPD
Mediante [a técnica de amplificacién de ADN con iniciadores arbitrarios {RAPD) se

han analizado un total de 50 aislados de Leishimania, 40 de ellos incluidos en el grupo A
(LV y VIH+), 3 aislados del grupo B (LC y VIH+), el aislado incluido en el grupo C,
3 aislados del grupo D (LV) y 3 aislados del grupo E (LC); ademds se estudiaron 15 cepas
de referencia: 5 cepas de referencia de zimodemas de L. (L.) infantum presentes en Espaiia
(LEM-75, BCN-65, LEM-307, LEM-356, BCN-32), 5 cepas de referencia de especies del
Viejo Mundo (LRC-137, K-27, DD8, LRC-133, iPT-1) ¥ 5 cepas de especies del Nuevo
Mundo (M-2903, M-1176, M-379, PH-8, PP-75). Las caracteristicas de cada uno de los
aislados y cepas de referencia aparecen en las Tablas 1, 2 y 3 de Material y Métodos. El
estudio se realizé utilizando 7 iniciadores (A1, A2, A5, A7, Al0, Al12 y Al5) seguin se
explica en el puato 3.4. de Material y Métodos.

4.2.1.- Variabilidad

En las Figuras 15, 16, 17, 18 y 19 se muestran los patrones obtenidos con los primers
Al, A2, A5, A7, Al10, Al2 y Al5. En la Tabla 24 se muestran los resultados
correspondientes a las lecturas de los perfiles obtenidos con cada uno de los iniciaderes
para los aislados y cepas de referencia estudiados en funcién del mimero de bandas.

Todos los iniciadores utilizados permitieron diferenciar tos complejos L. infantum y
L. donovani del resto de las especies. El perfil obtenido con el iniciador Al15 para los
aistados de L. (L.) infantum y L. (L.) chagasi (PP-75) fue diferente del observado para las
cepas de L. (L.) donovani (LRC-133, DD-8).

La variabilidad ha sido muy elevada en el total de aislados caracterizados {50 aislados)
cncontrandose 41 genotipos multilocus diferentes, Dentro del grupo de aislados de
Leishmania de sujetos VIH+ (43 aislados) el mimero de genotipos multilocus fue de 36.
Los iniciadores Al, A2, AS, AlO, AI2 y Al5 han sido polimdrficos para L. (L.)
infantum, El iniciador A7 ha sido monomérfico para el grupo de aislados de L. (L.)

infantum.
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Figura 15.- Patrén obtenido con el imiciador Al. (A) 1.- Marcador de peso
molecular, ADN del fago SSP1 digerido con EcoR1; 2.- Espin; 3.- Garrido; 4.-
Tejicar; 5.- Carrasco: 6.- Anastasio; 7.- Antinez; 8.- Palma; 9.- Cuadros; 10.-
Justo; 11.- Clemente; 12.- Massa; 13.- Ribas; 14.- Esteso; 15.- Angel; 16.-
Armenteros; 17.- Arroyo; 18.- Natalio; 19.- Marcador de peso molecular, ADN del
fago SSP1 digerido con EcoR1. (B) 1.- Marcador de peso molecular, ADN del fago
lambda digerido con Bstell; 2.- Francisco; 3.- Tom4s; 4.- Moreno; 5.- Lara; 6.-
Berger: 7.- LEM-307: §.- LEM-75; 9.- LEM-356; 10.- BCN-65; 11.- BCN-32; 12.-
DDS; 13.- K-27; 14.- IPT-1; 15.- LRC-137; 16.- M-379; 17.- PP-T5; 18.- PHS;
19.- M-2903; 20.- M-1176.
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Figura 16.- Patrén obtenido con el imiciador A5. (A) 1.- Marcador de peso
molecular, ADN del fago lambda digerido con Bstell; 2.- Cejas; 3.- Arroyo; 4.-
Berper: 5.- Palma: 6.- Clemente; 7.- LEM-356; §.- BCN-65; 9.- BCN-32; 10.-
DDE; 11.- K-27; 12.- IPT-1; 13.- LRC-137; 14.- M-379; 15.- Lbb; 16.- Lbg; 17 .-
LRC-133; 18.- PHE: 19.- PP-75; 20.- Marcador de peso molecular, ADN del fago
lamhda digerido con Bstell. (B) 1.- Marcador de peso molecular, ADN del fago
lambda digerido con HindlII; 2.- Control sin ADN; 3.- Leonor; 4.- Vélez; 5.-
Rojas: 6.- Manu; 7.- Mora: 8.- Puma; 9.- Arce; 10.- Lova; 11.- Navarro; 12.- Jiro;
13.- Antonio; 14.- Daniel; 15.- 58140; 16.- 59933; 17.- Milagros; 18.- Jesis.
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Figura 17.- Patrén obtenido con el iniciador A7. (A) 1.- Marcador de peso
molecular, ADN del fago SSP1 digerido con EcoR1; 2.- Espin; 3.- Garrido; 4.-
Tejlicar; 5.- Carrasco: 6.- Anastasio; 7.- Antinez; 8.- Palma; 9.- Cuadros; 10.-
Justo; 11.- Clemente; 12.- Massa; 13.- Ribas; 14.- Esteso; 15.- Angel; 16.-
Armenteros; 17.- Arroyo; 18.- Natalio; 19.- Marcador de peso molecular, ADN del
fapo 8SP1 digerido con EcoR1. {B) 1.- Marcador de peso molecular, ADN del fago
lambda digerido con Bstell; 2.- 5825; 3.- Santo; 4.- Javier; 5.- Arcnas; 6.- Elena;
7.- LRC-133; §.- PHS; 9.- PP-75; 10.- DD8; 11.- K-27; 12.- IPT-1; 13.- LRC-
137; 14.- M-379; 15.- M-2903; 16.- M-1176; 17.- Marcador de peso molecular,
ADN del fago lambda digerido con Bstell.
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Figura 18.- Patrdn obtenido con el imiciador A10. (A) 1.- Marcador de peso
molecular, ADN del fago lambda digerido con Bstell; 2.- Leonor; 3.- Vélez; 4.-
Rojas; 5.- Manu: 6.- Mora; 7.- Puma; B.- Arce; 9.- Lova; 10.- Navarro; 11.- Jiro;
12.- Antonio; 13.- Daniel; 14.- 59933; 15.- 58140; 16.- Milagros; 17.- Jesids; 18.-
Marcador de peso molecular, ADN del fago lambda digerido con Bstefl. (B) 1.-
Marcador de peso molecular, ADN del fago lambda digerido con Bstell; 2.- Cejas;
3 .- Eorique; 4.~ Francisco; 5.- Tomds; 6.- Moreno; 7.- Lara; 8.- Berger; 9.- LEM-
307; 10.- LEM-75: 11.- LEM-356; 12.- BCN-65; 13.- BCN-32; 14 - DD§; 15.- K-
27;16.-1PT-1; 17.- LRC-137; 18.- M-379; 19.- Marcador de peso molecular, ADN
del fapo lambda digerido con Bstell.
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Figura 19.- Patrén obtenido con el imiciador A15. (A) 1.- Marcador de peso
molecular, ADN del fago lambda digerido con Bstell; 2.- Control sin ADN; 3.-
Cejas; 4.- Enrique; 5.- Francisco; 6.- Tomds; 7.- Moreno; 8.- Lara; 9.- Berger;
10.- LEM-307; 11.- LEM-75; 12.- LEM-356; 13.- BCN-65; 14.- BCN-32; 15.-
DDB; 16.- K-27; 17.- IPT-1; 18.- LRC-137; 19.- PP-75; 20.- Marcador de peso
molecular, ADN del fago lambda digerido con Bstell. (B) 1.- Marcador de peso
molecular, ADN del fago lambda digerido con Bstell; 2.- control sin ADN; 3.-
Espfn; 4.- Garrido; 5.- Tejicar; 6.- Carrasco; 7.- Anastasio; B.- Anhinez; 9.-
Palma; 10.- Cuadros; 11.- Justo; 12.- Clemente; 13.- Massa; 14.- Ribas; 135.-
Esteso; 16.- Angel; 17.- Armenteros; 18.- Arroyo; 19.- Natalio; 20.- Marcador de
peso molecular, ADN del fago lambda digerido con Bstell.
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TABLA 24.- Genotipos obtenidos a partir de las lecturas de los perfiles con cada
uno de los iniciadores.

X ! AR : AS : A7 : ALD AL2 AlG
Espin 7-1317 12 : >16-27 T 158 814 58 2
Garmdo 1.4 47-12 1 3-15-27 ST 14 99 2
Topcsr 7-13 i 7-12 31827 S 91518 B-14 99 2z
Carasoo ¢ 713 7-12 P 31527 LT B-1d -] 2
1317 ; 7-12 ; 31827 . G519 B-14 L9 2
13 : 7-12 B 31527 21519 814 N 2
7ART ‘4712 : 31527 R a-14 : &8 23
713 : 4712 : 31527 9-16-48 ¢ B4 C B 2
13 j 7.9.12 ! 31527 ERESE 844 ] 2
13 7.8:12 : Fi527 9-15-19 Beid 8 2
13 ; 7:9:42 : 31527 91519 514 -8 2
713 : 4.7-9-12 : 31527 ETST 814 8 2
73 12 1 21637 FRET a14 CE 2
13 ; 712 : F15-27 © 9a51g i &4 54 2
7-13 7-12 ! 1527 ST B-14 [ H
13 12 : 51215 . G-ie1g 814 [ 24
1317 712 ; 31527 T 814 B 2
71347 47812 L 3s-ig427 9-15-i9 14 8 2
13 | 4.T-12 ; B10-15 ST 14 58 2
747 & 712 : 215 91519 B4 ) 2
4712 : 315 g-151g Bag 8 2
72 : 39-10-45 1519 814 8 N
4742 3F& 1015 _3-:}5—19 : 814 58 2
112 : 318627 Sa51e g4 9 2
742 1 3.15.17.37. 59648 a4 3 )
4-12 : 3-1517:97 91610 Brid & 2
712 : 3-10-15-27 Logas1e 14 8 2
; £.7-19 ; 31015 91610 8 g 2
7-13 ; 4-7-9-11.12 : 06 9-15-19 | 814 58 2
13 4192 . 291517 961G g4 [ 2
13 712 ; 391597 91519 - B4 W 2
1318 ksl 315 9.15.19 814 59 ! "2
1317 12 ) 31527 81518 814 8 2
13147 12 ) 315 31819 814 g H
1347 : 12 : F15 S . 814 58 2
1347 ‘ 99 j 3.12-15.27 91519 [ CEE i 23
137 72 PR ol 9:1519 H L] L : v e
13-17 ; 4212 315 91519 B4 58 2
1317 4-7-12 ) 15 9451?_"__ . 814 58 2
1347 . 7-12 315 9-15-1§ 14 8 2
1317 4742 345 91518 - 814 5.8 2
13 47912 351617 51519 814 58 2 i
1347 4-7-942 . 5 91519 14 58 LA
Ty ATz LA 9451 414 &8 2
13 X 47412 . J-10-15-27 9\5-!9 814 58 . 2
4712 ! 3-15 9-1519 814 58 2
4-7-12 315 91519 854 58 ?
U3-10415-24.252F 0 9-1519 ¢ B4 58 H }
315227 Q-151¢ ' &14 : 58 2
31527 99518 - 14 . 8 2
31527 9-15-1¢ - 814 54 2
¥i527 91519 H B4 ] 2
31527 91518 614 a 2
Fi1527 9-15-19 814 ] 2
31627 91548 - Bitd L 2
8 §
LRC 137 B-9:14 124
TN UI003. 041520 © 1-813-1421-2) 1420 61318
218 39417 ) 7120 7840 16 e
ERT 1317 P2 . 315 §-15-19 ...
e 31014 TEA0-1348.18 . a FAEADAT 1Bty
Loy 4-8-10-14 1.5-10-13.5618 § 1.3.5-143-48 - 1 5.11-4215  ° 3-4 !
1 LAC-133 1347 : L] i 31518 924 14 59 8
T " -
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4.2,2.- Relaciones filogenéticas: Dendograma

En la Figura 20 se muestra el dendograma construido a partir de las matrices de
distancias obtenidas en funcién del mimero de bandas (apartado 3.5.1. de Material y
Métodos), aplicando el coeficiente de distancia de Jaccard D(J) mediante el programa de
taxonomfa numérica TAXONOMIE (Serres y Roux, 1986) al conjunto de aislados, tanto
de sujetos inmunocompetentes como inmunodeprimidos y cepas de referencia. La distancia
media para el grupo de aislados de sujetos VIH+ fue de 0°29, la mdxima se situd en 0’65
(entre los aislados Manu, MAD-1 y Arroyo, MAD-1) y la mfnima en 0'066 (entre Espin,
MAD-1 y BCN-32, MAD-33). Para el grupo de inmunocompetentes la distancia media
situé en 0°30, siendo la mdxima de 0’42 (entre Lang, MAD-24 y Javier, MAD-34) y la
minima de 0’12 (entre Arenas, MAD-24 y Seguf, MAD-34).

4.2.3.- Andlisis de genética de poblaciones

Las pruebas de genética de poblaciones se explicaron en el apartado 3.5.2. de Material
y Métodos, estas pruecbas se han realizado sobre los aislados incluidos en los grupos A v
B (VIH+) que retinen similares caracterfsticas epidemioldgicas igual que en caso de la
caracterizacidn enzimdtica. Sélo las pruebas, d1 y e han sido significativas para el grupo
de aislados estudiados. Las pruebas d2 y f no han sido significativas. La probabilidad de
observar un genotipo multilocus o rapdema dado en cantidad igual o superior al que es
efectivamente observado ha sido de 3'5 x 10® (p< 0'02) (Prueba d1). La prueba e fue
significativa: la probabilidad de observar un mimero de genotipos multilocus o rapdemas

diferentes igual o inferior al que es observado en la muestra fue de p=0'0015 (p<0,02).
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Figura 20.- Dendcgrama construido a partir de la matriz de distancia generada con los datos
obtenidos con RAPD utilizando el programa de taxonomia numérica TAXONOMIE y
aplicando el indice de distancia de Jaccard D(J).
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4.3. Caracterizacién mediante sondas de ADN

Se han caracterizado mediante la sonda de ADNg 7-059 especifica para el complejo
de L. donovani s.l. y la sonda pDK20 especffica para L. (L.) infantum, una serie de
aislados humanos con el fin de estudiar los patrones de hibridacidn en términos de
variabilidad. Las caracteristicas de las dos sondas utilizadas se recogen en el apartado

3.3.7. correspondiente a Material y Métodos.

4.3.1.- Caracterizacién mediante sondas de ADNg

Los ADNg de los aislados estudiados se digirieron con los enzimas de restriccion Pst-
1, para ser estudiados con la sonda 7-059 y con HindIII/BamH]1 para ser estudiados con
la sonda pDK20. Posteriormente se sometieron a electroforesis en geles de agarosa y se
transfirieron a filtros de nylon por capilaridad seguin Southern (1975). A continuacidn se
hibridaron con las sondas de ADNg segin se explica en el apartado correspondiente de

Material y Métodos.

4.3.1.1.- Caracterizacién de aislados humanos con la sonda 7-059

El patrén de hibridacidn obtenido con la sonda 7-059 para alguno de los aislados se
muestra en la Figura 21. Las bandas de 6.3, 3.0, 1.6, [.4 y 0.8 kb son caracterfsticas para
el complejo de Leishmania donovani s.l. (Van Eys et al., 1989). En la Figura 22 se
muestra un diagrama con el patrén de hibridacidn obtenido para cada uno de los aistados
y cepas de referencia estudiadas. La diferencias observadas en los patrdnes de hibridacién
nos permitid establecer cierto grado de variabilidad entre los aislados estudiados. El
dendograma construido a partir de la matriz de similaridad aplicando en fndice de Jaccard
mediante el programa de taxonomia TAXAN se muestra en la Figura 23. Todos los

aislados estudiados quedaron separados en 5 genotipos: A, B, C, Dy E.
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Figura 21.- A) Patrén de hibridacidn obtenido con la sonda 7-059 de los ADNg
digeridos con el enzima Pstl. 1.- Espin; 2.- Garrido; 3.- Tejdcar; 4.- Carrasco; 3.-
Anastagsio; 6.- Antdnez; 7.- Palma, 8.- Cuadros; 9.- Natalio; 10.- Massa; 11.-
Esteso; 12.- Clemente; 13- Angel; 14.- Armenieros; 15.- LEM-425; 16.- LEM-
336; 17.- LEM-307; 18.- BCN-65. B) Igual que A pero con distintas condiciones
de exposicidn fotogrdfica.
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Figura 22.- Diagrama correspondiente al patrén de hibridacidn obtenido con la

sonda 7-059 ( ver Figura 21).
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Figura 23.- Dendograma construido a partir de la matriz de distancia generada con
tos datos del potimorfismo enzimdtico utilizando el programa de taxonomfa TAXAN
aplicando el indice de similaridad de Jaccard S(J).
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4.3.1.2.- Caracterizacién de aislados humanos con la sonda pdK20

El patrén de la hibridacién correspondiente a los aislados estudiados se muestra en la
Figuras 24 y 25. En la Figura 26 se muestra un diagrama del patrén de hibridacién
obtenido. Con esta sonda se obtiene un patrén caracteristico para L. (L.) infantum (Van
Eys er al., 1991). Todos los aislados estudiados presentaron la banda caracterfstica para
L. (L) infanturn de 18 kb. Sin embargo pudimos observar como algunos aislados
presentaban una banda de 4 kb caracterfstica junto con la de 14 kb para L. (L.) donovani
(Van Eys et al., 1991). Ademds es de destacar la presencia de dos bandas de 17 y 16 kb
en la cepa de referencia LEM-425 (MON-80). El dendograma construido a partir de la
matriz de similaridad obtenida aplicando el coeficiente de distancia de Jaccard mediante
el programa de taxonomfa TAXAN se muestra en la Figura 27, Todos los aislados
estudiados quedaron agrupados en dos genotipos préximos entre sf, siendo la similaridad
entre ambos de 0°750. Cada uno de los genotipos agrupé a aislados pertenecientes a
diferentes zimodemas. La cepa de referencia LEM-425 (MON-80), argelina, quedd
individualizada, siendo la similaridad en relacién a los otros dos grupos de 0’5 y 0’6

respectivamente.,
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Figura 24.- Patrdn de hibridacion obtenido con la sonda pdK20 de los ADNg
digeridos con HindI1I/BandH1. 1.- Espin; 2.- Garrido; 3.- Tejucar; 4.- Carrasco;
j.- Anastasio; 6.- Antinez; 7.- Palma; B.- Cuadros; 9.- Clemente; 10.- Natalio;
11.- Massa; 12.- Ribas; 13.- Esteso; 14.- Angel; 15.- Armenteros; 16.- LEM-425;
17.- LEM-356; 18.- LEM-307; 19.-BCN-65.
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Figura 25.- Patrdon de hibridacidn obtenido con la sonda pdK20 de los A{P;Ig
digeridos con HindII1/BandH 1. 1.- Javier; 2.- Zamora; 3.- Arenas; 4.- Segufl; 5.-
Lang; 6.- Elena.
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fiigura 26.- Diagrama correspondiente al patrén de hibridacién obtenido con la
sonda pDK20 (ver Figuras 24 y 25)
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Figura 27.- Dendograma construido a partir de la matriz de distancia generada con
los datos del polimorfismo enzimdtico utilizando et programa de taxonom{a TAXAN

aplicando el fndice de stmilaridad de Jaccard S(I).



Resuitados 122

4 .4.- Caracterizacion del aislado ANA

El aislado denominado ANA (MHOM/ES/91/LLM-325) se obtuvo a partir de un
aspirado de médula dsea practicado a una enferma ADVP y VIH+ (IVC-1) de Madrid.
La caracterizacién enzimdtica de este aislado se inici6 junto con los otros aislados de
Leishmania de sujetos segin se describe en el apartado 3.2. de Material y Métodos. En los
primeros geles que realizamos nos sorprendi6 la diferente movilidad que presentaba este
aislado con cada sistema enzimdtico en relacién a los diferentes marcadores utilizados y
el resto de los aislados (Figura 28), Por tanto, decidimos tratar su caracterizacién mediante

sondas de ADN y andlisis enzimdtico en un capitulo aparte.

4.4.1.- Caracterizacion mediante sondas de ADN
4.4.1.1.- Caracterizacién con las sondas de ADNg 7-059, pDK-20'y pDK-10

Las caracterfsticas de las sondas de ADN recombinante 7-059, pDK20 y pDKI10, se
detallan en el apartado 3.3.7. de Material y Métodos. La caracterizacidn del aislado ANA
mediante estas sondas se llevé a cabo segiin se explica en el mismo apartado de Material
y Métodos. En el caso de las sondas 7-059 y pDK-10 los ADNs gendmicos de todas las
cepas de referencia utilizadas asi como del aislado ANA y otras especies de
tripanosométidos se digirieron con el enzima de restriccién Pst-1 y con HindIll/BamH! en

el caso de la sonda pDK20 (Material y Métodos 3.3.3.).

Caracterizacion inicial del aislado ANA con las sondas 7-059, pDK20 y pDKIO

En la Figura 29 se muestra el patrén obtenido después de la hibridacién con la sonda
7-059. Las cepas de referencia de L. (L.) infantum LEM-75, LEM-307 e [PT-1, asf como
el aislado de L. (L.) infantum Jiro y la cepa de referencia de L. (L.) major 5-ASKH,
mostraron el patrén de hibridacién caracterfstico con esta sonda, sin embargo no hubo
hibridacidn cruzada del aislado ANA con esta sonda a pesar de una larga sobreexposicion.

En la Figura 30 se muestra el resultado de la hibridacion con la sonda pDK20. Como
en el caso de la hibridacién con la sonda 7-059, no se observé hibridacidn cruzada del
aisiado ANA con esta sonda. El patrén obtenido para las cepas de referencia de L. (L.)

infantum LEM-75, LEM-307 e IPT-1 asf como para el aistado Jiro y L. (L.) major 5-
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ASKH, fue el esperado para esta sonda.

El resultado de la hibridacion de los ADNg de las cepas de referencia de L. (L.)
infantum LEM-75, LEM-307 e IPT-1, del aislado Jiro, de 1a cepa de referencia de L. (L.)
major 5-ASKH y el aislado ANA se muestra en la Figura 31. Tampoco hubo hibridacion
cruzada del aislado ANA con esta sonda.

Caracterizacion del aislado ANA y otros tripanosomdtidos con las sondas 7-059, pDK20
y pDKI10.

Con el objeto de estudiar el patrén de hibridacidn con otros tripanosomdtidos, se
realizd la hibridacién con el ADNg del aislado ANA. Se utilizaron también las cepas de
referencia de L. (L.) infantum LEM-75 y LEM-307, los aislados de L. (L.) infantum Arce,
Natalio, Angel y Espfn) y los tripanosomdtidos Crithidia fasciculata, Leptomonas
ctenocephali, Herpetomonas muscarum y Endotrypanum schaudinni. El resultado de la
hibridacién con la sonda 7-059 aparece en la Figura 32. Con todos los aislados y cepas de
referencia de L. (L.) infantum se obtuvo el patrdn caracterfstico, sin embargo, no hubo
hibridacién cruzada con el aislado ANA ni con otros tripanosomdtidos. Los mismos

resultados se obtuvieron con las sondas pDK20 (Figura 33) y pDK10 (Figura 34).

4.4.1.2,.- Caracterizacion con la sonda de ADNk k-1/307

El ADNk del aistado ANA asf como los ADNk de las cepas de referencia de L. (L.)
infantum (LEM-307 y BCN-65) y de diferentes especies de tripanosomdtidos: C.
fasciculata, E. schaudinni, L, ctenocephali y H. muscarum se digirieron con el enzima de
restriccién Hae 111 (Material y Métodos 3.3.3.) se separaron mediante electroforesis en
geles de agarosa y se transfirieron por capilaridad. La hibridacidn posterior con la sonda
de ADNK k-1/307 se realizé segin se explica en el apartado correspondiente (Material y
Métodos 3.3.6.). Como se puede observar en la Figura 35, se obtuvo una fuerte sefial de
hibridacidn con las cepas de referencia de L. (L.) infantum LEM-307 y BCN-63, pero no

hubo hibridacién cruzada con el aistado ANA ni con ninguna de las especies de

tripanosomdtidos.
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4.4.1.3.- Homologla del ADNk y ADNg del aislado ANA con otras especies de Leishmania
Y otros trypanosomdtidos

Con el fin establecer la homologfa entre el ADNk y ADNg del aislado ANA con el
de otras especies de Leishmania y tripanosomdtidos, 500 ng de ADNk y ADNg de ocho
especies de Leishmania (L. (L.) infantum (LEM-75, LEM-307, IPT-1), L. (I.) chagasi
(PP-75), L. (L.) donovani (DDB), L. (L.} tropica (K-27), L. (L.) major (LRC-137), L.
(L.) mexicana (M-379) y L. (L.) amazonensis (PH-8)), de otros tripanosomdtidos (C.
Jasciculara, E, schaudinni, L. ctenocephali y H. muscarum y del aislado ANA, se
transfirieron por vacfo ("Slot-blot") a filtros de nylon (Material y Métedos 3.3.5.2.) y se
hibridaron con 25 ng de ADNk y ADNg del aislado ANA marcado con P* segiin se
explica en los apartados 3.3.6.2. y 3.3.7.2. de Material y Métodos.

El resultado correspondiente a la hibridacion con el ADNk del aislado ANA marcado
con P¥ se muestra en la Figura 36. La autorradiografia obtenida después de 3h 30’ de
exposicidn (A) muestra una fuerte sefial de hibridacién con el ADNk homdélogo. No hubo
hibridacién cruzada con el ADNk de ninguna de las especies de Leishmania ni con otros
tripanosomdtidos. Después de 24h de exposicidn (B) se observé una ligerfsima sefial de
hibridacién con el ADNk de C. fasciculata y E. schaudinni. No se aprecié hibridacién
cruzada con ¢l ADNk de ninguna de las especies de Leishmania y con los otros
tripanosomatidos.

La Figura 37 recoge el resultado obtenido después de la hibridacién con el ADNg
del aislado ANA marcado con P*. Después de 3h 30* de exposicion (A) sdlo se observés
una fuerte sefial de hibridacién con el ADNg del aislado ANA. La autorradiografia
obtenida a las 24h de exposicidn (B) muestra una ligera hibridacién con todos los ADNg
de Leishmania y tripanosomdtidos que no fue comparable en ningun caso con la fuerte

sefial de hibridacién obtenida con el aislado ANA.
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Figura 28.- Electromorfos obtenidos para los sistemas enzimdticos EM, PGM y

6PG.
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Figura 29.- Patrdn de hibridacidén obtenido con la sonda 7-059. 1.- LEM-T75; 2.-
LEM-307: 3.- ANA; 4.- Jiro: 5.- IPT-1; 6; 5-ASKH.
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Figura 30.- Patrén de hibridacidn obtenido con la sonda pDK20. 1.- LEM-T75; 2.-
LEM-307; 3.- ANA; 4 - Jiro; 5.- IPT-1; 6.- 5-ASKH.
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Figura 31.- Patrén de hibridacidn obtenido con la sonda pDK10. 1.- LEM-T75; 2.-
LEM-307; 3.- ANA; 4.- Jiro; 5.- 1PT-1; 6.- 5-ASKH.
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Figura 32.- Patrdn de hibridacién obtenido con la sonda 7-059. (1} LEM-75, (2)
Crithiclia fasciculata, (3) LEM-307, (1) Herpetomonas muscarum, (3) LEM-T75, (6)
ANA, (7) LEM-307, (8) Leptomonas ctenocephali, (9) Arce, {10) Natalio, (11)
Endotrypanum schaudinni, (12) Angel, (13) Espin.
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Figura 33.- Patrdn de hibridacién obtenido con la sonda pDK20. (1) LEM-75, (2)

Crithidia fasciculata, (3) LEM-307, (4) Herpetomonas muscarum, (5) LEM- 75,
(6) ANA, (7) LEM-307, (B) Leptomonas ctenocephali, (%) Arce, (10) Natalio, (11)
Endotrypanum schaudinni, (12) Angel, (13) Espin.
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Figura 34.- Pairén de hibridacidn obtenido con la sonda pDK10. (1) LEM-T75, (2)
Crithidia fasciculata, (3) LEM-307, (4) Herpetomonas muscarum, (5) LEM-75, (6)
ANA, (7) Leptomonas ctenocephali, (8) Endotrypanum schaudinni, (9) LEM-T5.
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Figura 35.- A) Pairén obtenido al digerir los ADNk de Leishmania y otros
tripanosomidtidos con el enzima de restriccion Hae III. 1.- ADN del bacteridéfago
PM2 digerido con Haelll; 2.- LEM-307; 3.- BCN-65; 4.- LEM-356; 5.- Crithidia
Sfasciculata: 6.- Leptomonas ctenocephali; 7.- ANA; 8.- Herperomonas muscarim,
9.- Endotrypanum schaudinni: 10.- LEM-307. B) Auwtoradiografia del gel (A)
transferido a nylon e hibridado con la sonda k-1/307. Las calles 2-9 son idénticas

alas de A.
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Figpura 36.- Homologia del ADNk del aislado ANA con otras especies de
Leishmania vy otros tripanosomdtidos. A) Despeés de 3h 30" de exposicidon. B)
Después de 24 h de exposicidn. (1) ANA, (2) Crithidia fasciculata, (3)
Herpetomonas muscarum, (4) Leptomonas cienocephali, (5} Endotrypanum
schaudinni, (6) LEM-75. (T) LEM-307, (8) IPT-1, (9) PP-75, (10) DD8, (11) PHS,
(12) M-379, (13) K-27, (14) LRC-137, (15) 5-ASKH.
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Figura 37.- Homologfa del ADNg del aislado ANA con otras especies de
Leishmania y otros tripanosomdtidos. A) Después de 3h 307 de exposicidn. B)
Después de 24 h de exposicidn. (1) ANA, (2) Crithidia fasciculata, (3)
Herpetomonas muscarum, (4) Lepromonas clenocephali, (3) Endotrypanum
schaudinni, (6) LEM-T5. (7) LEM-307, (8) IPT-1, (9) PP-75, (10) DD8, (11) PHS,
{12) M-379, (13) K-27, (14) LRC-137, (15) M-1176.



Resultados 135

4.4.2.- Caracterizacion enzimdtica
Con el fin de establecer de manera mds precisa la identidad del aislado ANA

realizamos su caracterizacion enzimdtica mismo mediante 15 sistemas enzimdticos, segin
se explica en el apartado 3.2. de Material y Métodos, Los perfiles enzimdticos obtenidos
para el aislado ANA se compararon con los obtenidos para la cepa de referencia de L. (Z.)
infantum LEM-75 y con las otras especies de tripanosdématidos: C. fasciculata, H.
muscarum, L. ctenocephali, E. schaudinni y S. tarentolae.

En la Tabla 25 aparecen los valores de cada uno de los electromorfos obtenidos con
cada sistema enzimdtico para el aislado ANA, la cepa de referencia de L. (L.) infantum
LEM-75 y otras especies de tripanosomdtidos. Como se puede observar en la Tabla 25 y
en las Figuras 38, 39, 40, 41, 42 el aislado ANA presentd electromorfos con valores muy
diferentes de los obtenidos con la cepa de referencia de L. (L.) infantumn LEM-75. Asi
mismo, ninguna de las especies de tripanosomdtidos utilizadas en el estudio mostr$ un
patrdn isoenzimdtico igual al del aislado ANA.

En Ia Figura 43 se muestra el dendograma construido a partir de la matriz de
similaridad obtenida con los datos del polimorfismo enzimdtico mediante el programa de
taxonomfa numérica TAXAN aplicando el coeficiente de similaridad de Jaccard S(J)
(Material y Métodos 3.5.1.). Del andlisis de agrupamiento se puede observar que existe
una mayor proximidad filogenética entre L. (L.) infantum y . tarentolae (0°286) que con
L. ctenocephali (0'143) y H. muscarum (0°071). No existe ningin grado de similaridad
entre L. (L.) infantum y C. fasciculata, E. schaudinni y el aislado ANA. Asi mismo, no
existe ninguna proximidad filogenética entre el aislado ANA, L. (L.} infantum y los
tripanosomdtidos estudiados (0°000). Dentro de los tripanosomatidos la mayor proximidad

filogenética se obtuvo entre C. fasciculata y H. muscarum (0°357).



Tabla 25.- Perfil enzimdtico obtenido para la cepa de referencia de Leishmania LEM-75, el alslado 2Na y oiros tripanosomdtidos.

ENZIMAS ESTUDIADOS

CEPR DE REFERENCIR HDH EM ICD 6PG G6P GLUD  DIA NP 60T W1 PGM FH GPI S0D
LEM-75 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 160 100 100 160
OTROS TRIPANOSOMATIDOS

Crithidia fasciculata 150 66  25/75/150 76/105 76 125 37 500 166 45 80 100/250 90 88
Herpetomonas muscarum 150 13 25 80/105 710 112 37 600 93/200 45 227 100/250 100 88
Leptomonas ctenocephali 160 83 125 9% 80 120 100 X 46 X 110 X 100 X
Endotrypapum shaudinni 62 33100 55 14/76 40 130 50 7120 133/213 94 115 30 a1 64
Sauroleishmania 140 160 55/125/200 119 95 160 75 600 133 20/35 113/163 100 160 100
farentolae

ATSLADO ANA 220 100{123 50{105/150 95/128 61/128 87 62 840 80 20 55/95 20 30{100{135 &0

%+ ausencia de banda

91 Sopvimsay
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Figura 38. - Electromorfos obtenidos para los sistemas enzimdticos GOP, 6PG y EM.
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Figura 39.- Electromorfos obtenidos para los sisiemas enzimdticos 1ICD, GOT y
PGM.
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Figura 40.- Electromorfos obtenidos para los sistemas enzimdticos MDH, FH y
DIA.
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Figura 41.- Electromorfos obtenidos para los sistemas enzimdticos MPI, NP y GPIL.
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Figura 42.- Electromorfos obtenidos para los sistemas enzimdticos GLUD y SOD.
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Figura 43.- Dendograma construido a partir de la matriz de distancia generada con
los datos del polimorfismo enzimdtico utitizando el programa de taxonomfa TAXAN
y aplicando el indice de similaridad de Jaccard S(J).
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4.5.- Caracterizacion del aislado humano de ANGOLA

Se ha realizado la caracterizacion de un aislado de Leishmania, PAULO
(MHOM/AQ/91/LLM-85), de un sujeto de 26 afios de edad de Angola, sin historial previo
o antecedentes de haber trabajado fuera de este paris y que llevaba residiendo en Espafia
tres meses, tiempo insuficiente para presentar una espienomegalia que zlcanzaba la fosa
ilfaca derecha. Los pardsitos se aislaron en medio NNN a partir de médula 6sea y fueron

caracterizados mediante sondas de ADN y andlisis enzimdtico.

4.5.1.- Caracterizacién mediante sondas de ADN
4.5.1.1.- Caracterizacion con la sonda de ADNk k-1/307

El ADNk del aislado PAULO asf como los ADNK de las cepas de referencia de L.
(L.} infantum (LEM-75, LEM-307, IPT-1) y de diferentes especies del Viejo Mundo (5-
ASKH, LRC-133, LRC-32) se digirieron con et enzima de restriccién Hae 1II (Material
y Métodos 3.3.3.) se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa y se
transfirieron por capilaridad. La hibridacidn posterior con la sonda de ADNK se realizd
seglin se explica en el apartado correspondiente (Material y Métodos 3.3.6.). Cuando el
ADNk del atslado PAULO fue caracterizado con la sonda de ADNK k-1/307, se obtuve
una fuerte sefial de hibridacidn, similar a ia obtenida con las cepas de referencia de L. (L.}
infantum (LEM-307, IPT-1 y LEM-75) y L. (L.) dongvani s.s (LRC-133) (Figura 44).
Estos datos confirman la relacién entre el aislado PAULO con L. (L.) donovani s.l.. No

se observé hibridacién cruzada del aislado PAULO con L. (L.) tropica (LRC-32).

4.5.1.2.- Caracterizacion con las sondas de ADNg 7-059, pDK20 y pDKI10

Para ia caracterizacién de este aislado se utilizaron tres sondas de ADN recombinante:
7-059, pDK20 y pDK 10, cuyas caracterfsticas se detallan en el apartado 3.3,7. de Material
y Métodos. La caracterizacidn mediante estas sondas se llevé a cabo segiin se explica en
¢l mismo apartado de Material y Métodos. En el caso de las sondas 7-059 y pDK-10 los
ADNs gendmicos de todas las cepas de referencia utilizadas asf como del aislado PAULO

s¢ digirieron con el enzima de restriccidn Pst-1 y con HindIlI/BamH] en el caso de la

sonda pDK20 (Material y Métodos 3.3.3.).
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El patrdn de hibridacidn obtenido para el aislado PAULO con cada una de las sondas
se comparé con los obtenidos con las cepas de referencia de L. (L.) infantum LEM-75 ¢
IPT-1 (MON-1} y de especies del Viejo Mundo: L. (L.) donovani (LRC-133), L. (L.)
tropica (LRC-32) y L. (L.) major (5-ASKH). En el caso de la sonda pDK20 también se
utilizé la cepa de referencia de L. (L.) infantum LEM-425 (MON-80).

Caracterizacién con la sonda 7-059

Los resultados obtenidos con la sonda 7-059 se muestran en la Figura 45, El aislado
PAULOQ presentd el mismo patrén que los marcadores de L.(L.) donovani s.i. (L. (L.)
infantum (IPT-1, LEM-75) y L. (L.) donovani s.s (I.LRC-133)), pero diferente de L. (L.)
major (5-ASKH) y L.(L.) tropica (LRC-32), Las bandas de 6.3, 3.0, 1.6, 1.4 y 0.8 Kb
son especificas para las especies de Leishmania que causan LV (Van Eys et al., 1989).

Caracterizacién con la sonda pDK20

El patrén obtenido después de la hibridacién del ADNg del aislado PAULO, con la
sonda pDK20 (Figura 46), estd relacionado con el obtenido para las cepas de referencia
de L. (L.) infantum LEM-75, IPT-1 (MON-1} y LEM-425 (MON-80) vy no con el de L.
(L.) donovani (LRC-133). El aislado PAULO presenté el fragmento de 18 Kb
caracterfstico de L. (L.) infantum que no presenta L. (L.) donovani (Van Eys et al.,

1991).

Caracterizacion con la sonda pDK10
£in la Figura 47 se muestra el resultado de 1a hibridacién del ADNg del aislado Paulo

con fa sonda pDKI10. El aislado PAULO presentd el mismo patrén que las cepas de

referencia de L. (L.) infantum, claramente diferente del de L. (L.) tropica, L. (L.) major

y L. (L.) donovani.
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Figura 44.- A) Patrdn obtenido al digerir los ADNk de Leishmania con el enzima
de restriccidn Hae 111, (Std) marcador de peso molecular, ADN del bacteridfago
PM2 digerido con Haelll; 1.- LEM-307; 2.- 5-ASKH; 3.- IPT-1; 4.- Paulo; 5.
LEM-75; 6.- LRC-133: 7.- LRC-32. B) Autoradiografia del gel (A) transferido a
nylon ¢ hibridado con la sonda k-1/307. Las calles 1-7 son idénticas a las de A.
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Figura 45.- Pairén de hibridacidén obtenido con la sonda 7-059. 1.- 1IPT-1, 2.-
Paulo; 3.- LIEM-75: 4.- 5-A5KH; 5.- LRC-133; 6.- LRC-32.



Resulredos 147

Figura 46.- Patrén de hibridacidn obtenido con la sonda pDK20. .- LEM-425, 2.-
LEM-75; 3.- IPT-1, 4.- Paulo; 5.- LRC-133; 6.- 5-ASKH; 7.- LRC-32.



Resultados 148

Kb 23 4 56
230

90

fi.h

4.4 BTy o

P Fad
_— e

Figura 47.- Patrdn de hibridacidn obtenido con la sonda pDK10. 1.- Pavlo; 2.-
LEM-75; 3.- LRC-133; 4.- 5-ASKH; 5.- LRC-133; 6.- LRC-32,
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4.5.2.- Caracterizacién enzimdtica

El andlisis enzimdtico se realizé mediante 14 sistemas enzimdticos y 15 loci como se
indica en el apartado 3.2, correspondiente a Material y Métodos. Los perfiles enzimdticos
obtenidos para el aislado Paulo, con los diferentes sistemas enzimdticos, se compararon con
los obtenidos para las cepas de referencia de diferentes zimodemas de L. (L.) infantum,
presentes en Espafla (LEM-75, LEM-356 y LEM-307), asf como con los obtenidos para
las cepas de referencia de Ieishmanias del Viejo Mundo (IPT-1, 5-ASKH, LRC-147, K-27,
LRC-32 y LRC-133),

Este aislado presenté electromorfos con los mismos valores para todos los sistemas
enzimdticos que las cepas de referencia de L. (L.) infantum, LEM-75 ¢ IPT-1 (MON-1),
pero diferentes a los presentados por otras especies, por lo que quedd caracterizado como
L. (L.) infantum, zimodema MAD-1. En la Tabla 26 se muestra el valor de los
electromorfos obtenidos con cada uno de los sistemas enzimdticos utilizados. En la Figura
48 aparecen los electromorfos obtenidos con los sistemas enzimdticos, GPI, GOT. Ei
patrén obtenido para el sistema enzimdtico GPI separé este aislado de L. (L.) tropica, L.
(L.) major y L. (L.) aethiopica pero no de L. (L.} donovani. El electromorfo GOT,,,
permiti¢ diferenciar este aislado no sélo de L. (L.) aethiopica, L. (L.) major y L. (L.)
{ropica sino ademds de L. (L.) donovani. En la Figura 49 se muestra €l patrén obtenido
con los sistemas enzimdticos G6P, 6PG y MDH/EM para el 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 (MON-29) y es
equiparable a la de las cepas de referencia de L. (L.) infanrum IPT-1 y LEM-75 (MON-1).

Los datos del polimorfismo enzimdtico fueron analizados con el programa de
taxonomia numérica TAXAN, aplicando el fndice de similaridad de Jaccard S(J) (apartado
3.5.1. de Material y Métodos). El dendograma construido a partir de la matriz de
similaridad 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. major, L. aethiopica y L. trepica de los complejos

de L. donovani y L. infanma, entre los que existe una mayor proximidad filogenética.



Tabla 26.- Perfiles enzimaticos obtenidos para las cepas de referencia de Leishmania del
Viejo Mundo, cepas de referencia de L. (L.) infantum y aislado de Angola.

ENZIMAS ESTUDIADOS

CEPAS DE MDH EM ICD B6PG G6P GLUD DIA NP1 NP2 GOT MPI PGM FH GPI 2ZM
REFERENCIA

LEM-75 100 1060 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1
LEM-307 104 100 100 100 105 100 100 140 100 100 100 100 100 100 29
LEM-356 104 100 100 100 105 100 100 100 100G 100 100 100 100 100 33
IPT-1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1l
5-ASKH 160 88 290 122 94 200 100 400 9¢ 110 150 118 79 77 4
LRC-147 130 108 100 140 82 160 1c0 700 120 127 105 123 105 53 14
K-27 112 100 100 93 82 95 100 450 100 135 100 108 100 76 60
LRC-32 100 95 100 85 82 95 100 450 90 135 101 100 100 76 39
IRC-133 112 1060 100 100 100 100 100 140 100 113 100 100 100 100 218
AISLADO

DE ANGOLA

LV e INMUNOCOMPETENTE (MEDULA)
PAULO 100 100 100 100 100 100 100 100 10C 100 100 100 100 100 1

0S1 sopwinsay
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Figura 48.- Electromorfos obtenidos para los sistemas enzimdticos GP1 y GOT.
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Figura 49.- Electromorfos obtenidos para los sistemas ennzimdticos G6P, 6PG,

MDH y EM.
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Figura 50.- Dendograma construido a partir de la matriz de distancia gencrada con
los datos del polimorfismo enzimdtico utilizando el programa de taxomomfa
numérica TAXAN y aplicando el fndice de similaridad de Jaccard S(J).
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5.- DISCUSION
5. 1.- Caracterizacién enzimdtica

Los 31 aislados caninos caracterizados en este trabajo han resultado ser L. (L.)
infantum MAD-1 (Tabla 17). En la regién Mediterrdnea el perro es el principal reservorio
de L. (L.) infantum, En Espafa se calcula que entre el 3% y 5% de los perros son
seropositivos (Ministerio de Sanidad, Programa Nacional de Control de Leishmaniosis,
datos no publicados). Los trabajos de caracterizacién de aislados caninos llevados a cabo
en Espaiia hasta hace muy poco tiempo, sélo habfan puesto de manifiesto la presencia del
zimodema | (Lanotte et al., 1981; Portds et al., 1986; Alvar y Ortiz, 1987; Alvar, 1988).
Recientemente se ha aislado el zimodema MON-77 de gdnglio popliteo en 6 perros y en
dos ocasiones también de lesiones cutdneas (Gdllego et al., 1993) y MON-105 se ha
encontrado en lesiones cutdneas de un perro en la provincia de Granada (Martin er al.,
1994). MON-77 se ha aislado también de médula dsea en un nifio de dos afios, de
Phiebotomus perniciosus (Gdllego et al., 1993) y en un caso de coinfecién Leishmania-
VIH (Pratlong et al., 1994) y MON-105 se ha podido aislar de Phiebotomus perniciosus
{Martin er al., 1992). Otros zimodemas, ademds de MON-1, pero en menor proporcion
como MON-72, MON-77 y MON-98 se han descrito en aislados caninos en pafses de la
cuenca Mediterrdnea. El zimodema MON-72 se ha aislado en cuatro ocasiones de ganglio
popliteo de perros en Ndpoles, Italia. Este zimodema se encuentra asociado al zimodema
MON-1 en la misma especie de hospedador (perre y humano) provocando aparentemente
la misma sintomatofogfa (Gramiccia et al., 1992c). Una situacién similar ha sido descrita
en El Agamy, Egipto donde el zimodema MON-98 ha sido descrito tanto en aisiados
caninos como humanos (Youssef er af,, 1989; Shetata er al., 1990).

Existe en la literatura un caso de leishmaniosis en un perro de la regidn del Priorato,
Tarragona que fue debida a la presencia simultdnea de dos zimodemas MON-1 y MON-77
en piel y ganglios popliteos (Pratlong er af., 1989a). En nuestro caso no fue as{ y se
obtuvo el mismo zimodema (MAD-1) de tres perros, Doberman, Belga y Perdiguero, en
que las leishmanias se aislaron de médula dsea y también de sangre mediante
xenodiagndstico (Molina er al., 1994b) se obtuvo el mismo zimodema. Tampoco
encontramos diferentes zimodemas en aislados de piel, monocitos de sangre periférica o
ganglio popliteo obtenidos del mismo perro (aislados 30 y 37).

El andlisis enzimdtico de 52 aislados humanos de Leishmania, 44 de 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. (L.) infantum en Espaia.
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-1 ha sido el mayoritario
y estuvo presente en 22 ocasiones. Hay que tener en cuenta que este zimodema es el mds
ampliamente distribufdo en los pafses de la Cuenca Mediterrdnea, y es responsable del 90%
de las LV en sujetos inmunocompetentes y también aparece en LC, Este zimodema ha sido
descrito previamente en la asociacién Leishmania-VIH en Espafia (Alvar et al., 1987,
Portds er al., 1989), Francia (Bernard ef al., 1988; Marty et al., 1989) e ltalia (Gramiccia
et al.,, 1992b). Nosotros hemos encontrado MAD-1 en dos casos de LV en
inmunocompetentes, uno de Madrid y otro de Segovia y también en una enferma que habfa
sufrido un transplante renal. Dentro del grupo de sujetos coinfectados, MAD-1 estuvo
representado en 19 aislados, 14 de Madrid y 5 de Mallorca, lo que representa sélo el 43%
del total. Uno de los 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 aisié por primera vez
en Espafia en un caso de LV en una nifia de un aflo con residencia habitual en Barcelona
(Portds et al., 1986}, pero se ha podido aislar también de sujetos VIH+ en esa ciudad
(Portis et al., 1989).

En la leishmaniosis visceral en el sujeto coinfectado es comin no sélo encontrar
aislados pertenecientes a zimodemas viscerales como el ZM-1, sino también zimodemas
cutdneos debido a la anergia en la que se encuentran estos enfermos (Jiménez et al., 1991,
1993). Asf, el ZM-29 se habfa descrito en Espafia como responsable de LC en un adulto
con residencia en Barcelona (Portus ef ., 1986) y el ZM-33 se habfa aislado de lesiones
cutdneas en un nifio de 8 afios y en un sujeto VIH+ (Portds ef ai., 1989). Nosotros hemos
encontrado ambos zimodemas en este tipo de asociacion. Asf MAD-33 fu€ aislado en 5
ocasiones de médula dsea y en una de LC, en uno de los casos mediante xenodiagndstico
(Molina er al., 1992). Tres aislados de médula dsea de Madrid, Mallorca y Alicante

resultaron ser MAD-29.
El ZM-24 ha sido aislado de lesiones cutdneas en el norte de Argelia (Belazzoug ef
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al., 1985, 1986), norte de Ttinez (Pratlong et al., 1989; Ben Ismail et al., 1986), e ltalia
(Gramiccia er al., 1986, 1987, 1992b). Asf mismo, se ha aislado en Argelia de
Phlebotomus perfiliewi (1zri y Belazzoug, 1993) y en Portugal de Phlebotmus ariasi (Pires
et al., 1991; Abranches et ai., 1992). Este zimodema ha sido descrito en la asociacidn
leishmaniosis y VIH+ en Italia (Gradoni er al., 1990; Gramiccia et al., 1992b), Francia
(Marty er al., 1991; Rosenthal et al.,1993) y Portugal (Abranches et al., 1993; Campino
et al., 1994) y recientemente en Espaia (Riera et al., 1994; Serra et al., 1994). No sélo
lo hemos encontrado en siete aislados de sujetos VIH+ todos ADVP de 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 et al. (1994) quienes describen un caso de LC debida al zimodema
MON-24 en Palma de Mallorca.

S6lo uno de los aislados dentro del grupo Leishmania y VIH + resuitd ser MAD-34,
zimodema dermotropo, descrito hasta el momento en Francia en sujetos
inmunocompetentes (Rioux er al., 1986; Moreno et al., 1986b) y en Argelia (Pratlong et
al., 1994), recientemente este zimodema ha sido descrito también en la asociacion
Leishmania-VIH (Riera et al., 1994), Nosotroa también hemos aislado este zimodema en
inmunocompetentes, 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 VIH+)
resultaron ser una nueva variante enzimdtica, MAD-183, aislada de tres sujetos ADVP de
Madrid y Cérdoba y un hemofflico de Jaén. Este mismo zimodema ha sido descrito en
Francia en dos casos de LV y VIH+, los dos ADVP y originarios de Valencia lugar en
el que contrajeron la infeccién de acuerdo a las historias clinicas (Pratlong et al., 1993;
Lamaury et al., 1993) y en Espaiia (Riera ef af., 1994). Hasta el momento este zimodema
s6lo ha sido descrito en nuestro pafs en esta asociacién y probablemente se trate de un
nuevo zimodema con caracterfsticas dermotropas que visceraliza en sujetos VIH+, ya que
nosotros lo hemos aislado también en un caso de L.C y VIH+.

El zimodema denominado por nosotros MAD-501, sujeto a renominacién con cddigo
internacional por el Laboratoire d’Ecologie Médicale, Montpellier, es una nueva variante
enzimdtica que hemos encontrado en dos aisfados de la provincia de Madrid. De uno de

los sujetos de los que se aislg esta nueva variante no se consiguieron los datos clinico-
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epidemioldgicos,pero el otro sujeto era homosexuval. Este nuevo zimodema comparte
caracterfsticas enzimdticas con el ZM-29, dermotropo, y el ZM-183 (probablemente
dermotropo), por lo que pensamos que se trate de otro zimodema que sufra visceralizacién
en este tipo de sujetos, aunque todavia no se ha encontrado en LC (Jiménez er 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 sélo producen leishmaniosis
en sujetos coinfectados. Una observacién similar se ha realizado en Italia donde se ha
descrito un caso de LV en VIH+ debida a una nueva variante, MON-136, zimodema
probablemente dermotropo que comparte caracteristicas enzimdticas con dos zimodemas
dermotropos MON-78 y MON-111 agentes productores de LC en inmunocompetentes
(Gramiccia ef al., 1992b).

En Esparla mds det 85% de los casos de VIH asociado a leishmaniosis tiene lugar
en ADVP, En nuestro caso en concreto, de 44 aislados estudiados y teniendo en cuenta que
se conocfan los datos de 38 de ellos, el 84,2% procedfan de sujetos ADVP (32), 10,5%
e homosexuales (4), 2,6% de hemofilicos (1) y un 2,6% de heterosexuales (1). De 34
aislados, 26 de ellos (76,4%) fueron aislados de sujetos gue presentaban infecciones
oportunistas diagndsticas de SIDA (grupo IVC-1), 4 aislados (11,7%) de sujetos
asintomdticos (grupo II), 3 aislados (8,8%) de sujetos que presentaban otras infecciones
asociadas ademds de las diagndsticas de SIDA (grupo IVC-2) y 1 aislado (2,9%) de un
sujeto que tenfa neoplasias asociadas (grupo IVD). La variabilidad en el mimero 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-501, hasta ahora sélo descritos en esta asociacion, y su ausencia en aislados caninos,
permite establecer la hipdtesis de gue estos sujetos coinfectados puedan actuar como
reservorios potenciales de estos zimodemas dentro de la comunidad de ADVP. En este
sentido, las jeringuillas podrian actuar como vehiculos de los macréfagos circulantes
infectados (Alvar y Jiménez, 1994). Hay que tener en cuenta gque en estos sujetos se
pueden observar con relativa facilidad amastigotes en macréfagos de sangre periférica
(Martiez et al., 1993) y que Phlebotomus perniciosus, alimentados experimentalmente con
sangre de estos enfermos, reproducen sistemdticamenite la infeccion (Molina er al., 1994a).

Por otro lado, la presencia de nuevos zimodemas que visceralizan en sujetos VIH -+ que
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no aparecen en inmunocompetentes sugerirfa la avirulencia de los mismos, de manera que
el tropismo de L. (L.) infantum y por tanto su virulencia estarfa influenciada por el estado
inmunoldgico del sujeto en cuestién {Gradoni y Gramiccia, 1994),

En cuanto a las relaciones filogenéticas, el dendograma construido a partir de los
datos del polimorfismo enzimdtico (Material y Métodos 3.5.) 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 jerarquizacidn no es significativa (ver Figura 14, pdgina 103). La mayor
proximidad fenética o mayor grado de similaridad (menor distancia) corresponde a aquelios
zimodemas que difieren en la movilidad para un sdlo sistema enzimdtico (0°11) como entre
MAD-1y MAD-34, MAD-34 y MAD-183, MAD-34 y MAD-24, MAD-501 y MAD-29,
MAD-33 y MAD-29, MAD-80 y MAD-24, MAD-28 y MAD-24. Por el contrario, la
distancia mdxima se da entre aquellos zimodemas que presentan diferente movilidad para
cuatro sistemas enzimdticos como MAD-1 y MAD-501 (0°40). MAD-501 se encuentra,
sin embargo, mds préximo a MAD-29 (0°11), zimodema dermotropo, y MAD-183 m4s
relacionado con MAD-34 (0’11), también dermotropo, lo que apoyarfa como dijimos
anteriormente que ambas variantes, hasta el momento sélo encontradas en casos de
coinfeccién, puedan ser zimodemas dermotropos que visceralizan en este tipo de sujetos
como dijimos anteriormente.

El estudio de la variabilidad de L. (L.) infantum en términos de teorfa clonal y
genetica de poblaciones se realizd sobre ef grupo de aislados de sujetos VIH+, por estar
representado por un mayor ndmero de aislados que reunia similares caracterfsticas
epidemioldgicas. Todas las pruebas de recombinacién se explicaron en el apartado
correspondiente de Material y Métodos y aunque no son indicativas directamente de que
el modo de propagacién sea clonal, sf nos dan una aproximacién de desviacidn a la
panmixia. Hay que tener en cuenta que entre ambos tipos de poblaciéa, es decir, poblacién
clonal y poblacién panmictica pueden existir un sinfin de situaciones intermedias, al igual
que se ha podido demostrar también en las poblaciones bacterianas (Smith et al., 1993).
Esta misma sitacidn se da en poblaciones de protozoos pardsitos y asf, por ejemplo, se
habla de “clonalidad epidémica” en Plasmodium falciparum, ecspecie considerada
panmictica en la que se han observado, sin embargo, episodios de propagacion cional en

algunas poblaciones (Read ef al., 1992; Ben Abderrazak, 1993); y en algunas poblaciones
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de Trypanosoma cruzi se han observado episodios de "evolucion clonal” debido a la gran
variabilidad genética encontrada en algunos clones (Barnabé y Tibayrenc, 1994; Bastrenta
et al., 1994) a pesar de considerarse una especie bdsicamente clonal (Tibayrenc et al.,
1986; Tibayrenc y Ayala, 1987). El "modelo clonal" es perfectamnete compatible con
algunos fendmenos de sexualidad que se han observado en Leishmania (Pagbs et al., 1989;
Lanotte y Rioux, 1990; Bafiuls, 1993) y T brucei (Tait y Turner, 1990; Jenni, 1990) ya
que no implica que estos fenémenos no se puedan dar o estén ausentes, si no que no son
lo suficientemente frecuentes para romper la estructura de la poblacidn clonal (Tibayrenc,
1994),

En nuestro caso, todas las pruebas de recombinacidn fueron significativas, lo que
implicarfa que en el conjunto de la poblacidn estudiada, aislados de sujetos VIH+, hay una
desviacion a la panmixia o libre recombinacién lo que constituye la base del "modelo
clonal” de reproduccidn propuesto para algunos protozoos pardsitos (Tibayrenc ef af.,
1990; Tibayrenc y Ayala, 1991). De esta forma los genotipos aislados de sujetos VIH+
podrfan ser equiparados a clones naturales o clones estrechamente relacionados, estables
ent el tiempo y en el espacio y por lo tanto podrfan ser utilizados como marcadores
genéticos en estudios epidemioldgicos (Tibayrenc y Ben Abderrazak, 1993). Sin embargo,
es necesario llevar a cabo mds estudios en los que se utitice un mayor nimero de aislados
que reinan condiciones estrictas de simpatrfa, y quizd un mayor nimero de sistemas
enzimdticos que nos permita establecer avin mayor variabilidad y confirmar asf la estructura
inicialmente clonal de la poblacién de L. (L.) infanmum en sujetos VIH+, Estos estudios
adicionales nos permitirfan estimar la estabilidad de estos clones a lo largo del tiempo que,
por otro lado, podrfa perderse si se dieran algunos fendmenos aistados de recombinacidn
0 intercambio genético. También serfa necesario estudiar un nimero elevado de aislados

de sujetos inmunocompetentes y comparar la estructura de ambas poblaciones de pardsitos.
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3.2.- Caracterizacion por amplificacién de ADN mediante iniciadores arbitrarios (RAFD),

La aplicacion de la técnica de amplificacion de ADN mediante iniciadores arbritarios
(RAPD) ha permitido la obtencién de marcadores genéticos en un amplio abanico de
organismos (ver Tabla 3). Estudios previos llevados a cabo en Leishmania han demostrado
el valor de esta técnica en el andlisis de genética de poblaciones (Tibayrenc er al., 1993;
Bailuls, 1993; Baixench, 1994).

La aplicacidn del RAPD al total de 50 aislados de L. (L.) infantum (43 VIH+ y 7
inmunocompetentes) previamente caracterizados, 5 cepas de referencia de L. (L.) infantum,
5 cepas de referencia del Viejo Mundo y 5 cepas de referencia del Nuevo Mundo nos
confirma su valor con fines taxondmicos. Los siete iniciadores utilizados A1, A2, AS, A7,
Al0, Al2'y AIS han permitido diferenciar L. (L.) infantum, L. (L.) chagasi y L. (L.)
donovani del resto de las especies para las que se obtienen patrones muy diferentes. El
iniciador A15 ha discriminado L. (L.) infantum de L. (L.) donovani (ver Figura 19, pdgina
109). Esta técnica pone en evidencia bandas mayoritarias especfficas para los complejos
de L. infantum y L. donovani (iniciador Al y A7) o s6lo para el complejo al que pertenece
L. (L.) infantum (iniciador A15) (caracteres sinapomoérficos) (Figura 15, pdgina 105;
Figura 17, pdgina 107 y Figura 19, pdgina 109). Estos caracteres sinapomdrficos ya habfan
sido observados previamente en Trypanosoma cruzi (Tibayrenc et al., 1993). Los
fragmentos sinapomdrficos podrian ser utilizados para desarroliar 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 tnicos en geles de agarosa,
podrian estar constituidos por dos 0 mds bandas cuando se utilizan geles de poliacrilamida
que permiten una mayor resclucién {Bianciotto, comunicacién personal). Esta misma
observacion ha sido recientemente publicada en relacidn a la caracterizacidn enzimdtica
(Piarroux er al., 1994). La técnica de amplificacidn de ADN mediante iniciadores
arbitrarios ha puesto de manifiesto una mayor variabilidad intraespecffica en L. (L.)
infamum con los siete iniciadores utilizados, en relacidn a la variabilidad encontrada
mediante caracterizacion enzimdtica para el mismo conjunto de aislados. En el total de 50
aislados estudiados, 43 de sujetos VIH+ y 7 inmunocompetentes, el niimero de genotipos
multilocus o "rapdemas" ha sido muy elevado situdndose en 41, La variabilidad genotfpica

(n® de zimodemas o rapdernas/n® de aislados) ha sido de 0,8 mientras que con el andlisis

enzimdtico ha sido de 0,19,
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En cuanto a las relaciones filogenéticas, la distancia gendtica media para el conjunto
de aislados de sujetos inmunocompetentes e inmunosuprimidos ha sido de 0°31, un poco
mds alta, como resultado de la mayor variabilidad, en relacién a los isoenzimas 0'2).
Como se puede observar en el dendograma, las cepas de referencia correspondientes a las
diferentes especies de Leishmania quedan separadas de los complejos de L. infantum y L.
donovani (ver Figura 20, pdgina 112). No hemos podido establecer ninguna correlacion
entre los aislados agrupados dentro del mismo genotipo en cuanto a origen geogrifico y
zimodema al que pertenecfan. Asf, los aislados Tejiicar, Carrasco y Armenteros quedaron
agrupados en el mismo genotipo, pero ni pertenecfan al mismo zimodema ni tenfan el
mismo origen geogréfico. Quedaron agrupados dentro del mismo genotipo dos aislados
pertenecientes al mismo zimodema, Justo y Clemente (MAD-24), gque tenfan el mismo
origen geogrdfico, pero, por el contrario, dentro de este genotipo quedd incluido también
el aislado Massa (MAD-34), aislado en Mallorca. Los aislados Anastasio (MAD-3)) v
Natalio (MAD-29), ambos de Madrid, quedaron agrupados en el mismo genolipo junto con
dos cepas de referencia LEM-307 (MON-29) e IPT-1 (MON-1), de origen espafiol y
tunecino respectivamente. Lo mismo ocurrié con los aislados 59933, 5825, Milagros y
Seguf (inmunocompetente) agrupados en el mismo genotipo, si bien los dos primeros
pertenecfan al mismo zimodema (MAD-33), y los otros dos a los zimodemas MAD-1 y
MAD-34 respectivamente. En el caso de los aislados Arce (MAD-28) y Puma (MAD-1)
nos encontramos con la misma situacién, Por lo tanto, los aislados que pertenecen a un
mismo zimodema pueden corresponder a genotipos y procedencias muy diversos.

La aplicacion del andlisis de genética de poblaciones sobre el conjunto de aislados
de sujetos VIH+, por reunir similares caracteristicas epidemioldgicas, no nos ha permitido
determinar la estructura de la poblacidn de L. (L.) infantum (ver Material y Métodos
3.5.2.). Si bien dos pruebas (d1 y e} fueron significativas, lo que indicarfa una desviacién
de la panmixia, la probabilidad de observar un desequilibrio de ligazén (prueba f) tan alto
como el que es realmente observado en la muestra, no fué significativa, prueba mds
concluyente que d1, d2 y e. En este caso, por tanto, la poblacidn no es bdsicamente clonal
pero tampoco se puede decir que sea panmictica.

Cuando se realizd la correlacidn entre las distancias genéticas obtenidas en el andlisis
enzimdtico y las observadas mediante la técnica de amplificacion de ADN con iniciadores

arbitrarios para el conjunto de aislados de sujetos VIH+ y cepas de referencia, se obtuvo
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un fndice de correlacidn (r=9'5). Sin embargo, el coeficiente de correlacidn fue negativo
cuando la correlacién se realizé entre las distancias genéticas sin tener en cuenta las cepas
de referencia, quizd debido a que las distancias comparadas en este caso eran mds bajas.
Baixench (1994) obtiene una excelente correlacidn entre ambas técnicas (r=0'9) cuando
estudia 22 aislados de L. (L.) infantum de sujetos VIH-+ del sureste francés, cepas de
referencia de L. (L.) infantum y diferentes especies de Leishmania. El coeficiente de
correlacién sin embargo fue de 0°1 para el conjunto de 17 aislados de sujetos VIH+ que
reunfa mayores condiciones de simpatrfa (aislados de la regién de Provence-Céte d’ Azur).
En ningin caso estos resuftados deberfan ser comparados a los obtenidos por nosotros ya
que el conjunto de iniciadores no fue el mismo, ni se siguié el mismo método de
extraccién de ADN y la caracterizacidn enzimdtica se realizé en acetato de celulosa
utilizando otros sistemas enzimdticos, por lo en ningiin momento las condiciones de trabajo
fueron las mismas.

La técnica de amplificacion de ADN mediante iniciadores arbitrarios promete ser una
herramienta potente para estudios taxonmicos as{ como en el estudio de la variabilidad
de L. (L.) infantum. Sin embargo, es necesario llevar a cabo estudios adicionales mds
amplios, utilizando un mayor nimero de aislados que ademds retinan estrictas condiciones
de simpatrfa. En este sentido hay que tener en cuenta que el total de aislados caracterizados
se obtuvieron en un periodo de varios afios (1988 a 1993) y procedfan de diferentes dreas

geogrdficas lo que podrfa haber influido en el modo de propagacidn de algunos genotipos.
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5.3.~ Caracterizacion mediante sondas de ADN

El ADNg de Leishmania contiene secuencias con varios grados de conservacidn que
pueden ser utilizadas para la caracterizacion de aislados mediante polimorfismo en el
tamafio de fragmentos de restriccion (RFLP). Las dos sondas utilizadas en este trabajo 7-
059 y pDK20 cuyas caracterfsticas se especificaron en el apartado 3.3.7. de Material y
Métodos, ya habfan demostrado su valor en la caracterizacién de diferentes especies de
Leishmania del Viejo y Nuevo Mundo (Van Eys et al., 1989; Van Eys er al., 1991). Sin
embargo, no habfan sido utilizadas en estudios de variabilidad dentro de una misma
especie,

La caracterizacion de algunos aislados humanos con la sonda de ADNg 7-059 ,
especifica para el complejo de Leishmania donovani s.1. (Van Eys et al., 1989) nos ha
permitido observar cierta heterogenicidad entre los mismos como se puede observar en la
Figura 21, pdgina 114 y Figura 22, pdgina 115. Los 17 aislados estudiados fueron
agrupados en relacidn al diferente patrén de hibridacidn (presencia o ausencia de bandas)
en 5 genotipos diferentes. El andlisis de agrupamiento y dendograma resultante aplicando
el indice de similaridad de Jaccard mediante el programa de taxonomfa TAXAN se muestra
en la Figura 23, pdgina 116. En el genotipo A quedaron agrupados los aislados Espin
(MAD-1), Anastasio (MAD-33), Palma y Natalio (MAD-29) y BCN-65 (MON-28} de
diferente origen geogrdfico. El genotipo B reunid a los aislados Armenteros, Clemente y
Antunez, los tres zimodemas 24 de Madrid, y a la cepa de referencia LEM-307 (MON-
29). Tres aislados quedaron incluidos en el genotipo C Tejdcar (MAD-33), Garrido (MAD-
183) y la cepa de referencia LEM-356 (MON-33). La cepa de referencia del zimodema 80,
LEM-425 quedd individualizada en el genotipo D. Por tltimo, ¢l genotipo E reunid a los
aislados Esteso (MAD-1), Angel (MAD-33), Massa (MAD-34) y Cuadros (MAD-183),
Estos resultados no nos han permitido encontrar ninguna correlacién entre zimodemas y
genotipos establecidos.

L.a sonda pDK20, con la que se obtienen patrones caracteristicos para diferentes
especies de Leishmania del Viejo y Nuevo Mundo y que ademds diferencia L. (L.)
infantum de L. (L.) donovani para las que da un patrén caracteristico (Van Eys er al.,
1991), nos ha permitido establecer cierto grado de variabilidad entre los aislados estudiados
{ver Figuras 24 y 25, pdginas [18 y 119). Todos ellos presentaron la banda de 18 Kb

caracteristica para L. (L.) infantum y L. (L.) chagasi. Algunos de los aislados presentaron
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ademds de la banda de 18 Kb una banda de 4 Kb caracterfstica junto con la de 14 Kb para
L. (L.) donovani. 1.a cepa de referencia LEM-425 (MON-80), presenté dos bandas
adicionales de aproximadamente 17 y 16 Kb (Figura 26, pdgina 120). El dendograma
resultante del andlisis de agrupamiento se muestra en la Figura 27, pdgina 121. Dentro de
los aislados estudiados pudimos establecer 3 genotipos diferentes, el genotipo A agrupd a
aquellos aislados que no presentaron la banda de 4 Kb, en el genotipo B quedaron incluidos
aquellos que la presentaban y por dltimo [a cepa de referencia LEM-425 quedd
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 fué 0'750, la de
Ay B con C fue 0°500 y 0°600 respectivamente. La similaridad de L. (L.) donovani con
los aisiados incluidos en el genotipo A que presentaban la banda de 4 Kb fue mds elevada
(0'750) que con los incluidos en el genotipo que no la tenfan (0'S00) (datos que no
aparecen en el dendograma). Estos datos sugieren que, siendo todos los aislados L. (L.)
infantum existe una mayor proximidad filogenética de L. (L.) donovani con los aislados

incluidos en el genotipo A que con los incluidos en el B.
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5.4.- Caracterizacion del aislado ANA

El aislado denominado ANA, MHOM/ES/91/LLM-325, se obtuvo a partir del
aspirado de médula practicado a una enferma ADVP y VIH+ (grupo IVC-1) de Ia
provincia de Madrid. Hacfa un afio que habfa visitado Marruecos, Nueva York y Miami,
En 1986 se le habfa diagnosticado infeccidn por VIH y tenfa antecendentes de dos
episodios de infeccidn por Herpes zoster, uno en 1985 y otro en 1987. Dos meses antes
de su ingreso en el hospital habfa comenzado a tener episodios de febricula vespertina. La
exploracién clfnica revelé microadenopatfas, hepato y esplenomegalia (radioldgica),
presentaba hemorragias retinianas, probable neumonfa por Pneumocystis carinif, viremia
por citomegalovirus, candidosis oral y herpes labial. La serologfa positiva a Leishmania
(titulo IF1:1/512) y el resultado positivo del cultivo del aspirado de médula dsea confirmé
el diagndstico de leishmaniosis visceral que fué tratada con antimoniales. La sintomatologfa
que presentaba esta enferma y la observacidn en el cultivo de promastigotes, y no
epimastigotes, descartd la posibilidad de que nos encontraramos ante un remoto caso de
Trypanosoma cruzi (ver Figura 51, pdgina 173).

Este pardsito se crecié en masa en medio RPMI, observdndose una multiplicacién
extraordinariamente rdpida de los promastigotes y un movimiento caracterfstico de los
mismos. Cuando se inicid su caracterizacién enzimdtica junto con los otros aislados de
sujetos VIH+, nos sorprendid la aberrante movilidad electroforética que presentaba para
los diferentes sistemas enzimdticos (Figura 28, pdgina 125). Los valores de cada uno de
los electromorfos obtenidos con este aislado no se correspondfan a los valores presentados
por los diferentes zimodemas de L. (L. ) infantum (ver Tabla [9, pdgina 86). Ademds, estos
valores tampoco coincidian con los obtenidos por nosotros con otras especies de
Leishmania utilizadas en este trabajo, ni tampoco con los descritos en la literatura para
otros zimodemas de diferentes especies de Leishmania (Rioux et al., 1990).

Ante estas observaciones iniciales, nos preguntamos si estarfamos ante un nuevo
rimodema de L. (L.) infantum, otra especie de Leishmania, o bien ante otro
tripanosomdtido.

La caracterizacidn inicial del aislado ANA con la sonda de ADNg, 7-059, tue
sorprendente ya que no hubo hibridacién cruzada con el ADNg del mismo con esta sonda
(Figura 29, pdgina 126). Esta sonda, permite diferenciar todas las especies patégenas de

Leishmania del Viejo Mundo, para las que da un patrén caracteristico (Van Eys et al.,
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1989). Asf mismo, tampoco se obtuvo hibridacién cruzada cuando se utilizd la sonda e
ADNg pDK20 (Figura 30, pdgina 127), para la que también se obtienen patrones de
hibridacidn caracterfsticos segun las diferentes especies de Leishmania del Viejo y Nuevo
Mundo. Esta sonda permite ademds diferenciar L. (L.) infantum de L. (L.) donovani (Van
Eys et al., 1991). Cuando utilizamos la sonda pDK10, que también ha demostrado su
eficacia en la caracterizacion de especies de Leishmania del Viejo Mundo, y con la que no
se obtiene hibridacidn cruzada con S. farentolae (Guizani er al., 1994), tampoco el aislado
ANA presentd hibridacién cruzada (Figura 31, pdgina 128).

Deatro de la familia Trypanosomatidae, subreino Protozoa (ver Figura |, pdgina 2),
los géneros Leishmania y Trypanosoma son digenéticos y, como patdgenos del hombre y
animales de produccién o compaiifa son los mds estudiados. El resto de los géneros,
Endotrypanum, Sauroleishmania, Blastocrithidia, Herpetomonas, Leptomonas, Crithidia
todos monogenéticos, a excepcidn de Endotrypanum y Phytomonas, que también son
digenéticos, estdn menos estudiados. Todos menos Phytomonas son patdgenos de
mamiferos (exceptuando el humano), reptiles, insectos, y otros invertebrados. Phytomonas
es pardsito de plantas e insectos. Algunos aspectos de la biologfa y fisiologfa de estos
tripanosomdtidos han sido revisados por McGhee y Cosgrove (1980). Estos géneros
incluidos en los denominados pequefios tripanosomdtidos, han sido definidos basdndose
fundamentalmente en criterios morfoldgicos, sin embargo, estos criterios son insuficientes
con fines taxonémicos (Wallace er al., 1983). La distincidn entre diferentes especies o
aislados de tripanosomstidos de insectos se ha realizado a partir de una variedad de
métodos tales como el andlisis de los patrones de ADNk obtenidos con enzimas de
restriccién (Camargo ef al., 1982), caracterizacion enzimdtica (Goncalves de Lima et al.,
1979: Mebrahtu et al., 1992), serotipia (Dooris y McGhee, 1976) y comparacién de
caracterfsticas bioldgicas (Roitman e al., 1977). La presencia de un sitio de restriccion
especifico para el enzima Pvull en la secuencia de la subunidad ribosomal SSU ARNr de
Leishmania spp. ha sido utilizada para diferenciar estos flagelados de Trypanosoma spp.
{Uliana er al., 1991). La presencia o ausencia de los sitios de restriccion para los enzimas
Pvull y HindlIl en las subunidades SSU y L.SU en la secuencia del ARNr se ha uttlizado
para la identificacién de estos tripanosomatidos (Camargo & al., 1992).

Estos protozoos, especialmente Crithidia, han sido ulilizados como maodelos

experimentales para estudiar aspectos bioquimicos de los miembros de la famlia
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Trypanosomatidae como el fendmeno de ligacidn post-transcripeionat ("trans-splicing”) de
1os pre-mRNAs (Cambpell et al., 1984) asf como para estudiar los mecanismos bdsicos de
su evolucion. Recientemente se ha podido establecer la posicion filogenética de estos
tripanosomdtidos dentro de la familia Trypanosomatidae basdndose en el estudio de la
secuencia de SSU rRNA (subunidad pequeia de los ribosomas) (Fernandes er al., 1993),
Asf{ mismo, se ha podido probar la heterogeneidad filogenética de tres especies de Crithidia
en relacion a C. fasciculata (De y Chang, 1994).

La finalidad perseguida en los siguientes experimentos era confirmar que ¢l aislado
ANA no pertenecia al género Leishmania y establecer ademds su relacidn con otros
tripanosomdtidos. Para ello se realizaron hibridaciones del ADNk y ADNg del aislado
ANA, otros tripanosomdtidos y los controles correspondientes de Leishmania con las
sondas de ADNk (k-1/307) y ADNg (7-059, pdK20 y pDK10).

Las hibridaciones del ADNg del aislado ANA, L. (L.) infantum y otros
tripanosomdtidos con las sondas de ADNg 7-059, pDK20 y pDK 10, confirmaron que este
aislado no pertenecfa al género Leishmania (Figuras 32 a 34, paginas 129 a 131). El patrén
de restriccion del ADNk digerido con Haelll (esquizodemas) del aislado ANA y los otros
tripanosomdtidos, no permitié establecer ninguna similaridad entre este aislado y los otros
flagelados. Cuando se realizd la hibridacién posterior con la sonda k-1/307 de ADNK, sélo
hubo hibridacién con L. (L.) infantum (Figura 35, pdgina {32). Trabajos previos con esta
sonda habfan demostrado su especificidad para el complejo de L. (L.) donovani y la
ausencia de hibridacidn cruzada con el ADNKk de especies de Leishmania del Nuevo Mundo
y C. fasciculata (Alvar et al., 1989h).

En otro estudio posterior intentamos establecer el grado de homologia de! ADNk y
ADNg del aislado ANA con otras especies de Leishmania y otros tripanosométidos por
transferencia del ADN mediante vacio y posterior hibridacién en forma de mancha ( “slot-
blot"). No encontramos ningun grado de homologfa entre €l ADNk del aislado ANA y
todas las demds especies de Leishmania como era de esperar, pero tampoco se obtuvo con
otros tripanosomdtidos. S6lo hubo una ligerisima sefial de hibridacién en el caso de E.
schaudinni y C. fasciculata, oo significativa debido a la baja similaridad de las secuencias
conservadas dentro de los minicfrculos entre las diferentes especies de tripanosomadltidos
(ver Figura 36, pdgina 133).

Cuando se repitid el mismo experimento, pero con ADNg, se obtuvo una discreta
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hibridacién con el mismo grado de homologfa del ADNg con todas las especies de
Leishmania y tripanosomdtidos debido al mayor numero de secuencias conservadas en el
ADNGg entre los diferentes tripanosomdtidos. La diferencia de hibridacién entre el ADNg
de ANA y los otros tripanosomdtidos fué sin embargo, de varios drdenes (Figura 37,
pdgina 134).

Para poder establecer de manera mds precisa la identidad del aislado ANA
realizamos la comparacidn del aislado ANA con otros tripanosomdtidos mediante andlisis
enzimdtico (15 sistemas). Los valores de los electromorfos obtenidos con cada sistema
enzimdtico para el aislado ANA fueron muy diferentes a los obtenidos para el resto de los
tripanosomdtidos lo que no nos permiti6 incluirlo en ninguno de estos géneros (Figuras 38
a 42 y Tabla 25, pdginas 136 a 141). Lamentablemente no conseguimos representantes ni
de otras especies ni de otros géneros.

El dendrograma resultante del estudio del polimorfismo enzimdtico llevado a cabo
con el programa de taxonomfa TAXAN (Figura 43, pdgina 142), no nos permitié
establecer ningun grado de proximidad filogenética entre esta aislado y Leishmania, ni
tampoco con los otros tripanosomdtidos estudiados.

Existe sélo un antecedente en la literatura sobre una posible infeccidn por
Herpetomonas de una mujer en Texas (McGhee y Reason, datos no publicados) y algunas
observaciones en Kenya de flagelados aislados de sujetos que, mediante andlisis enzimdtico
0 densiadad de flotacién del ADNk, mostraron mayor similaridad con Herpetomonas y con
Crithidia que con Leishmania (Githure er al., 1986; Mebrahtu er af., 1992; Barker,
comunicacion personal). Asf mismo, se ha aislado un flagelado no perteneciente al género
Leishmania en un enfermo coinfectado (Dedet, comunicacién personal)

Nuestros resultados no son concluyentes desde el punto de vista taxonémico, pero
ofrecen una informacién importante sobre la vulnerabilidad de los sujetos
inmunodeprimidos a cvalquier microorganismo. En sujetos coinfectados la leishmaniosis
comparte sintomatologfa de las leishmaniosis habituales es decir, presencia de fiebre,
esplenomegalia y leucopenia entre otros sintomas (Ferndndez-Guerrero er al., 1987, Altés
et al., 1990; Montalbdn er al., 1990; Medrano er al., 1992). Esta enferma presentaba una
sintomatologfa tfpica de LV/VIH como fiebre, hepatoesplenomegalia, leucopenia,
linfoadenopatfas, sintomas poco especificos 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 transmisién de este flagelado. La
hipStesis mds pausible podria ser la de la transmisién fecal como sucede en los
tripanosomdtidos de estacidn posterior como son fa mayorfa de los estudiados por nosotros
aqui. 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
Espaiia se han aislado en algunas ocasiones tripanosomdtidos de Sergentomyia minuta
(Gdllego et al., 1993b).

El estudio de microscopfa electrénica tanto de barrido como de transmisidn, no nos
aport$ informacidn adicional sobre este tripanosomdticdo. En la de barrido se observaron
promastigotes indistinguibles de la cepa de referencia LEM-75 (Figura 52, pdgina 174).
La observacion de diferentes secciones al microscopio de transmisidn no nos permitié
distinguir ninguna estructura que nos ayudara en la clasificacién de este flagelado (ver
Figura 53, pdgina 175). En los flagelados aislados por Barker en un enfermo con una
supuesta leishmaniosis visceral en Kenya, y por Dedet en un coinfectado, la caracterfstica
mds importante era una bolsa flagelar que ocupaba un tercio de la superficie del pardsito.
No fue nuestro caso (Figura 54, pdgina 176)

Conlintda el estudio del aistado ANA con los tripanosomdtidos Phyromonas,

Blastocrithidia y Trypanosoma, as{ como con infecciones experimentales en Phlebotomus

perniciosus.
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5.3.- Caracterizacion del aistado humano de Angola

Segin el historial clfnico este sujeto, llamado Paulo, de 26 aftos, inmunocompetente
y originario de Angola sélo llevaba tres semanas en Espaia cuando acudid a la consulta
meédica. Tenfa fiebre (40°C), sufrfa pérdida de peso y presentaba una esplenomegalia que
alcanzaba la fosa ilfaca derecha. El cultivo del aspirado de médula dsea puso en evidencia
ta presencia de promastigotes. Este sujeto no tenfa antecedentes de haber trabajado en otros
pafses, 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 L. (L.) donovani sensu
laro 5.1 son L. (L.) donovani s.s distribuida principalmente en la India y en el este de
Africa, y L. (L.} infantum en los pafses de la Cuenca Mediterranea (WHO, 1990). Son
muy pocos los datos disponibles acerca de casos de LV en los pafses africanos al sur del
ecuador. Hasta este momento sélo habfa antecedentes de un caso de leishmaniosis visceral
en Angola pero sin informacidn acerca del mismo (datos no publicados) y muy pocos los
casos descritos de LV en los pafses limftrofes con Angola. Asf, en Zaire se describié un
caso de LV en 1978 y seis casos de LC entre 1983 y 1988 y en los afios setenta se
denunciaron dos casos de LV en Zambia. En ningtna ocasién los pardsitos fueron
caracterizados. En el Congo no hay ningiin caso conocido de leishmaniosis y en Namibia
hay 24 casos de LC causada por L. (L.) tropica (Desjeux, 1991).

En el Viejo Mundo, otras especies ademds de L. (L.) donovani s.1. pueden producir
LV en situaciones especiales, principalmente en casos de inmunosupresion. Asi por
ejemplo, hay datos de LV producida por L. (L.) tropica en Suddn (Schnur er al., 1981)
¥y casos de LV producida también por L. (L.) tropica en personal militar americano que
intervino en la operacién "Tormenta del desierto” en ia Guerra del Golfo (Killick-
Kendrick, 1992; Magill et al., 1993). Por otro lado, existen casos de leishmaniosis
mucocutdnea debida a L. (L.) infantum (Alvar er al., 1990) y leishmaniosis cutdnea difusa
por L. (L.} major (Ghalib et al., 1992),

Teniendo en cuenta estos antecedentes y el origen de este aislado de Leishmania
realizamos su caracterizacién mediante sondas de ADN vy andlisis enzimdtico, tratdndolo

en un capltulo especffico,
La caracterizacion de este aislado con la sonda ADNk 307/k-1 (Alvar et al., 1989b)
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nos permitié diferenciarlo de L. (L.) tropica e incluirla dentro del grupo de L. (L.)
donovani s.l.. El fragmento utilizado como sonda estd presente en diferentes familias de
minicfrculos y reconoce un elevado nimero de copias en la cepa homdloga LEM-307
(Figura 44, pdgina 145).

La sonda de ADNg, 7-059, obtenida a partir de una librerfa de L. (L.) infantum ha
demostrado su utilidad en la diferenciacidn de especies de Leishmania del Viejo Mundo
incluyendo L. (L.) donovani 5.1, pero no entre L. (L.) donovani s.5. y L. {L.) infantum.
Ias bandas de 6.3, 3.0, 1.6, 1.4 y 0.8 Kb son espec(ficas para las especies de Leishmania
que producen LV (Van Eys er al., 1989). La presencia de estas bandas caracterfsticas en
el patrén de hibridacidn de! aislado Paulo nos permitié confirmarlo dentro del grupo L.
{L.) donovani s.1. (Figura 45, pdgina 146).

La sonda pDK20 ha demostrado su eficacia en la separacién de L. (L.) donovani 5.5
y L. (L.) infantum ademds de otras especies de Leishmania, para todas ellas se obtiene un
patrdn caracteristico (Van Eys er al., 1991). Asf, esta sonda ha permitido identificar L.
(L.) donovani 5.1y L. (L.) major como responsables de leishmaniosis en Suddn (Ghalib e/
al., 1992). Esta sonda nos permiti6 caracterizar el aislado Paulo como L. (L.) infantum en
funcién del fragmento de 18 Kb caracteristico para esta especie que permite diferenciarla
de L. (L.) donovani (Figura 46, pdgina 147).

El patrén de hibridacién obtenido con la sonda pDK10Q, cuya utilidad en la
caracterizacion de diferentes especies de Leishmania del Viejo Mundo ha sido estudiada
recientemente (Guizani ef al,, 1994), nos permiti¢ confirmar una vez mds la identidad del
aislado Paulo como L. (L.} infantum (Figura 47, pdgina 148).

La caracterizacion mediante andlisis enzimdtico de este aislado fue concluyente y
demostré que se trataba de L. (L.) infantum MAD-1 (Tabla 26, Figuras 48 y 49). El
zimodema | estd ampliamente distribuido en pafses de la Cuenca Mediterrdnea, asi como
en Portugal. Es posible que este caso de LV debido a L. (L.) infantum en Angola pudiera
ser una consecuencia de la introduccidn de un foco de leishmaniosis producido por la
migracion de poblacién desde Portugal durante el periodo colonial, igual que se piensa que
es probable que L. (L.) chagasi fuera introducida en América por los perros de los
Conquistadores (Killick-Kendrick er al., 1980). Por otro lado, nosotros pensamos que L.
(L..) infantum podrfa haberse extendido por Africa y haberse establecido no sélo en el este,

donde es bien conocida, si no también fuera de este drea, en paises como Senegal (Desjeux
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ef al., 1981), Republica Central Africana y hacia el sur en Angola. Este caso de LV en
Angola es el primer caso tipificado de leishmaniosis de este pafs (Yiménez er al., 1994).
Serfa necesario, por tanto llevar a cabo estudios epidemioldgicos mds profundos de la
leishmaniasis visceral en Africa entre enfermos con esplenomegalia (Consultative meeting

on HIV/Leishmania coinfections, Roma, 1994).



Fi;::il.-ﬂdﬁmhpn‘ilﬂun-ﬂnﬂﬁl.ﬂhﬂl[l 1250).
Amplificado por 17. A.- Cepa de referencia LEM-75. B.- Aislado ANA_
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Figura 52.- Microscopfa electrénica de barrido (x 6000). A.- Promasligotes cepa
de referencia LEM-T75. B.- Aislado ANA
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Figura 53.- Microscopfa electrdnica de transmision del aislado ANA. Seccidn

longiludinal de un promastigote en el que se observa su organizacidn celular (x
24 000). F= Flagelo; K= kinetoplasto; V= vacuola; N= nucleo; CN= cuerpos

DEEros,
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Figura 54,- Microscopfa electrénica de transmisgién del aislado ANA. El flagelo se
origina en ¢l cuerpo basal por delante del kinetoplasto (x 56.000). F= flagelo; K=
kinetoplasto; CB= cuerpo basal; BF= bolsa flagelar; MT= microtibulos; D=
desmosomas.
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6.- CONCLUSIONES

1.- En la coinfeccién Leishmania/VIH+ , ademds de los zimodemas viscerales es comtn
encontrar aislados pertenecientes a zimodemas cutdneos que sufren visceralizacidn debido
a la anergia en la que se encuentran estos enfermos. Asf los zimodemas cutdneos 24, 29

y 33 se aislaron de médula Gsea.

2.- Enel grupo VIH + se aislan zimodemas nuevos para la literatura o desconocidos en los
enfermos inmunocompetentes con LV, lo que permite establecer 1a hipétesis de que estos
sujetos coinfectados pueden actuar como reservorios potenciales de estos zimodemas en la
comunidad de ADVP, pudiendo en este sentido actuar las jeringuillas como vehfculos de
monocitos infectados. El sisteme inmune puede ser un mecanismo de seleccién de

zimodemas no virulentos en el sujeto inmunocompetente,

3.- El estudio de la variabilidad enzimdtica en términos de teorfa clonal y genética de
poblaciones nos ha permitido establecer que ¢l modo de propagacidn de la poblacién de
aislados de Leishmania de sujetos VIH+ es clonal aunque esto no excluye la existencia de
procesos de recombinacién esporddicos. Los genotipos podrfan ser equiparados a clones
naturales estables en el espacio y en el tiempo pudiendo ser utilizados como marcadores
genéticos para estudios epidemioldgicos, sin embargo serfa necesario Hevar a cabo estudios

adicionales para definir mejor la estabilidad de estos clones,

4.- La técnica de amplificacion de ADN mediante inciadores arbitrarios o RAPD promete
ser una herramienta iitil en estudios taxondmicos y de variabilidad de L. (L.) infantum,

pero necesita ser perfeccionada para poder ser utilizada como marcador genético en

estudios epidemioldgicos.

5.- Las sondas de ADNg, 7-059 y pDK20 que ya habfan demostrado su valor taxendmico
discriminando entre diferentes especies de Leishmania del Viejo y Nuevo Mundo han

permitido establecer cierto grado de variabilidad entre diferentes aislados de L. (L.)

infantum pudiendo ser utilizadas por tanto en estudios de variabilidad.
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6.- La presencia en sujetos coinfectados de otros flagelados no pertenecientes al género
Leishmania, como se desprende del estudio de caracterizacién del aislado ANA mediante
sondas de ADN y andlisis enzimdtico, aporta un dato importante sobre Ia vulnerabilidad

de este tipo de sujetos a cualquier microorganismo.

7.- En este trabajo se ha caracterizado por primera vez un aislado de LV de Angola. La
caracterizacion mediante sondas de ADN vy el andlisis enzimdtico nos ha permitido
establecer que L. (L.) infantum, MAD-1, es renponsable de LV en este pafs. Es necesario
por tanto llevar a cabo estudios mds profundos de LV en Africa entre enfermos que

presenten esplenomegalia.



BIBLIOGRAFIA



Bibliograffa 179

Abaza, §.M., Sullivan, J.1., Visvesvara, G.S. (1991). Isoenzyme profiles of four strains of Giardia lamblia
and their infectivity to jirds. dmerican Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 44: 63-68,

Abdel-Hameed, A.A., Ahmed, B.O., Mchamedani, A.A., El-Harith, A., Van Eys, G. (1950). A case of
diffuse cutaneous leishmaniasis due to Leishmania major. Transactions of the Reyai Society of Tropical
Medicine and Hygiene, 84: 535-536.

Abranches, P., Concegao-Siiva, F.M., Pereira-Silva, M.C.D. (1984), Kala-azar in Portugal ¥. The sylvatic
cycle in the enzootic endemic focus of Arrdbida. Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 87: 197-200,

Abranches, P., Congeigao-Silva, F.M., Pereira-Silva, M.C.D. (1986). La leishmanioses viscerale dans Ia
région de Lisbonne. Identification enzymatique. Interprétation structurales du foyer. En: Leishmania.
Taxonomie et phylogenése. Applications éco-épidémiologiques. (Coll. int. CNRS INSERM, 1984) (Rioux

J.A., ed.). pp. 427-432. IMEEE, Montpellier.

Abranches, P., Concegao-Silva, F.M., Ribeiro, M.M.S., Lopes, F.J., Teixera-Gomes, L. (1983). Kala-azar
in Portugal IV. The wild reservoir: the isolation of Leishmania from a fox. Transactions of the Royal
Society of Tropical Medicine and Hygiene, 77: 420-421.

Abranches, P., Sampaio-Silva, M.l., Santos-Gomes, G.M., Avelino, L.C., Pires, C.A., Conceicao-Silva,
E.M., Seixas-Lopes, A., Silva-Pereira, M.C.D., Janz, J.G. (1992). Kala-azar in Portugal. VII.
Epidemiological survey in Alijo (endemic region of Alto-Douro), Research and Reviews in Parasitology,

52 121-124.

Abranches, P., Santos-Gomes, G.M., Campino, L. (1993), Epidemiology of leishmaniasis in Portugal. En:
Euroleish IV Workshops. Epidemiology, Health Strategies and Tools in Leishmaniasis, Tunis, Tunisia, C2:
42.

Adamson, R.E., Ward, R.D., Feliciangelt, M.D., Maingon, R. (1993). The application of random amplified
polymorphic DNA for sandfly species identification. Medical and Veterinary Entomology, 7: 203-207,

Agabian, N. (1990). Trans spiicing of nuclear pre-mRNAs. Cell, 61:1157-1160.

Akopyanz, N., Bukanov, N.O., Westblom, T.U., Berg, D.E. {1992b), PCR-based RFLP analysis of DNA
sequence diversity in the gastric pathogen Helicobacter pylori. Nucleic Acids Research, 20: 6221-6225.

Akopyanz, N., Bukanov, N.O., Westblom, T.U., Kresovich, S., Berg, D.E. (1992a). DNA diversity among
clinical isolates of Helicobacter pylori detected by PCR-based RAPD fingerprinting. Nucleic Acids Research,
20: 5137-5142,

Al-Hussayni, N.K., Rassam, M.B., Jawdat, $.Z., Wahid, F.N. (1987}, Numerical taxonomy of some Old
World Leishmania species. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 81: 581-
596.

Aljeboori, T.I., Evans, D.A. (1980a). Leishmania spp. in Iraq, Electrophoretic isoenzyme patterns, 1.
Visceral leishmaniasis, Transactions of the Roval Society of Tropical Medicine and Fygiene, 74: 169-177,

Aljeboort, T.1., Evans, D.A. (1980b). Leishmaniasis in Iraq. Electrophoresis and isoenzyme patterns. II.
Cutaneous leishmaniasis, Transactions of the Roya! Society of Tropical Medicine and Hygiene, 74: 178-184,

Alos, I.I., Lambert, T., Courvalin, P. (1993). Comparison of two molecular methods for tracing nosocomial
transmission of Escherichia coli K1 in a neonatal unit. Journal of Clinical Microbiology, 31: 1704-1709,

Allsopp, B.A., Gibson, W.C. Stagg, D.A. (1985). Characterization of some east african Theileria species
isolates by isoenzyme analysis, with particular reference to T, parva. International Journal for Parasitology,



Bibliografta 180

15: 271-276,

Al-Tagi, M., Evans, D.A. (1978), Characterization of Leishmania spp. from Kuwait by isoenzyme
electrophoresis. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 72
: 56-65.

Altés, 1., Salas, A., Riera, M., Udina, M,, Galmés, A., Balazat, ., Ballesteros, A., Buades, J., Salvi, F.,
Villalonga, C. (1991). Visceral leishmaniasis: another HIV-associated opportunistic infection? Report of
eight cases and review of the literature. dids, 5: 201-207.

Alvar, J. (1988). Caracterizacién molecular de Leishmania infantum. Aplicaciones a estudios clinicos y
epidemiolégicos. Tesis Doctoral, Facultad de Medicina, Universidad Complutense de Madrid, 250 pp.

Alvar, 1. (1994). Leishmaniasis and AIDS co-infection: The Spanish example. Parasitology Today, 10: 160-
163,

Alvar, ., Ballesteros, [.A., Soler, R., Benito, A., Van Bys, G.J.J.M., Schoone, G.J., Cabrer, B. (1990).
Mucocutaneous leishmaniasis due to Leishmaria (Leishmania) infantum: biochemical characterization.
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 43: 614-618,

Alvar, J., Bldzquez, J., Néjera, R. (1989a). Association of visceral leishmaniasis and human
immunodeficiency virus infections. Journal of Infectious Diseases, 160 560-561.

Alvar, J., Gutiérrez-Solar, B., Molina, R., Lépez-Vélez, R., Garcia-Camacho, A., Martinez, P., Laguna,
F., Cercenado, E., Galmes, A. (1992). Prevalence of Leishmania infection among AIDS patients. Lancer,

339; 1427,

Alvar, J., liménez, M.1. (1994). Could infected drug-abusers act as potential L. (L.) infamtum reservoirs?,
Alds, 8: 854,

Alvar, J,, Mendoza, A., Benito, A., Barker, D.C, (1989b). Characterization of Spanish Leishmania isolales
with kinetopiast DNA probe. En: EUROLEISH/ECC Congress, Oostende. pp. 11-16.

Alvar, J., Ortiz, M. (1987). Curacterizacion isoenzimatica de cepas de Leishmania aisladas en la provincia
de Madrid. Revista Ibérica de Parasitologla, Vol, Extra: 45-50.

Alvar, J., Verdgjo, J., Osuna, A., Nfjera, R. (1987). Visceral [eishmaniasis in a patient seropositive for
HIV. European Journal of Clinical Microbiology, 6: 604-606,

Alves, A M., Tanuri, A., de Almeida, D.F., von Kruger, W.M. (1993), Reversible changes in the
isoenzyme electrophoretic mobility pattern and infectivity in clones of Trypanosoma cruzi. Experimental
Parasitology, 77: 246-253.

Andrade, V., Brodskyn, C., Andrade, $.G. (1983). Correlation between isoenzyme patterns and biological
behaviour of different strains of Trypanesoma eruzi. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine
and Hygiene, 77, 796-799.

Andrews, B.J,, Mentzoni, L., Bjorvatn, B. (1990). Zymodeme conversion of isolates of Entamoeba
histolytica. Transactions of the Roval Society of Tropical Medicine and Hygiene, 84: 63-65.

Andrews, R.H., Chilton, N.H., Mayrhoffer, G, (1992a). Selection of specific genotypes of Giardia
futestinalis by growth in vitro and in vive. Parasitology, 105: 375-386,

Andrews, R.H., Handman, E., Adams, M., Baverstock, P.R., Mitchell, G.F. (1988). Genetic
characterization of Leishmania isolates at 37 enzyme loci. International Journal for Parasitology, 18: 445-



Bibliografia 181

452,

Andrews, R.H., Mayrhoffer, G., Chilton, N.B., Boreham, P.F.L., Grimmond, T.R. (1992b). Changes in
allozyme pattern of the protozoan parasite Giardia intestinalis. International Journal for Parasitology, 22:

403-406.

Andrews, R.H., O’Donoghue, P,, Adams, M., Prowse, 8. (1990). Enzyme markers for the genetic
characterization of avian Eimeria spp. Parasitology Research, 76: 627-629.

Angelici, M.C., Gramiccia, M., Gradoni, L. ¢1989). Study on genetic polymorphism of Leishmania
infantum through the analysis of restriction enzyme digestion patterns of kinetoplast DNA. Parasitology, 99
301-309.

Anénimo (1991). Aids, leishmaniasis dangers of clash highlighted. TDR news, 36: 1, 11.

Antunes, F., Carvalho, C., Tavares, L., Botas, J., Forte, M., del Rio, A.M., Dutschmann, L., Costa, A.,
Abranches, P., Silva Pereira, C., Paiva, J.E.D., Carvalho Araujo, F., Baptista. (1987), Visceral
leishmaniasis recrudescence in a patient with AIDS. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine

and Hygiene, 81: 595.

Arana, M., Evans, D.A., Zolessi, A., Llanos Cuentas, A., Arevalo, J. (1990). Biochemical characterization
of Leishmania (Viannia) braziliensis and Leishmania (Viannia ) peruviana by iscenzyme electrophoresis.
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 84: 526-529.

Arias, J.R., Miles, M. A., Naiff, R.D., Pévoa, M.M., de Freitas, R.A., Biancardi, C.B., Castellén, E.G.
(1985). Flagellate infections of brazilian sandflies (Diptera: Psychodidae): isolation in vitre and biochemical
identification of Endotrypanum and Leishuania. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 34:

1098-1108.

Armijos, R.X., Chico, M.E., Cruz, M.E., Guderian, R.H., Kreutzer, R.D., Berman, J.I)., Rogers, M.D.,
Grégl, M. (1990). Human cutaneous leishmaniasis in Ecuador. Identification of parasites by enzyme
electrophoresis, American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 42: 424-428.

Amot, D.E., Barker, D.C. (1981). Biochemical identification of cutaneous leishmanias by analysis of
kinetoplast DNA. 11, Sequence homologies in Leishmania kDNA. Molecular and Biochemical Parasitology,

J: 47-56.

Aufauvre-Brown, A., Cohen, J., Holden, D.W. {1992). Use of randomiy amplified polymorphic DNA
markers to distinguish isolates of Aspergilius fumigatus. Journal of Clinical Microbiology, 300 2991-2993.

Azab, M.E., Rifaat, M.A., Schour, L.F., Makhlouf, S.A., El Sherif, E., Salem, A M., (1984). Canine and
rodent leishmaanial isolates from Egypt. Transactions af the Royal Seciety of Tropical Medicine and

Hygiene, 78: 263,

Baixench, M.T. (1994). Analyse préliminaire par isoenzymes et RAPD de la variabilité de souches de
Leishmania infantum isolées chez des patients VIH (+). Dipldme d'Etudes Approfondies de Parasitologie.
Mémoire de stage. Universitté de Lille 1I, 33 pp.

Bandi, C., La Rosa, G., Comincini, 8., Damiani, G., Pozio, E. (1993). Random amplified polymorphic
DNA technique for the identification of Trichinella species. Parasitology, 107 419-424,

Bafiuls, A.L. (1993). Analyse génétique d’isolats naturels sud-americains de Leishmania montrant de
possibles phénomeénes de recombinaison. Dipldme d'Etudes Approfondies de Parasitologie. Mémoire de

stage. Université de Montpellier [I, 37 pp.



Bibliografta 182

Baduls. A.L., Guerrini, F., Le Pont, F., Tibayrenc, M. (1994). Analyse génétic d'isolats naturels de
Leishmania du Pérou et d'Equateur montrant de possibies phénoménes de recombinaison. En: Symposium
"Quiils de la Biologie Moleculaire en Parasitologie pour le diagnostic, la biosystématique et In génétique
des populations”. Orleans, 23-25 Mars {France).

Barker, D.C. (1980). The ultrastructure of kinetoplast DNA with particular reference to the interpretation
of darkfield electron microscopy images of isolated purified networks. Micron, 11: 21-632.

Barker, D.C. (1987). DNA diagnosis of human leishmaniasis. Parasitology Teday, 3: 174-184,
Barker, D.C. (1989a). Molecular approaches to DNA diagnosis. Parasitology, 99 {Suppl.): $125-5146.

Barker, D.C. (1989b). Assessment of the use in the diagnosis of leishmaniasis of biotinylated kinetoplasi
derived DN A sequences. En: Leishmaniasis: The Current Status and New Strategies for Control. (Hart, D.T.
ed. ), pp. 503-513, Plenum Press. New York.

Barker, D.C., Amot, D.E., Butcher, J. (1982}). DNA charactenization as & taxonomic tool for identification
of kinetoplastic flagellate protozoans. En: Biochemical characterization of Leishmania. pp. 138-180. Ed.
Chance and Walton. UNDOP/World Bank/WHO. Geneva.

Barker, D.C., Butcher, J. (1983). The use of DNA probes in the identification of leishmanias: discrirmination
between isolates of the Leishmania mexicana and L. braziliensis complexes. Transactions of The Roval
Sociery of Tropical Medicine and Hygiene, 77 285-297.

Barker, D.C., Butcher, J., Gibson, L.J., Kennedy, W.P.K., Williams, R.H., Cuba-Cuba, C.A., Marsden,
P.D., Lainsom, R., Shaw, j.J. (1986¢). Sequence homology of kinetoplast DNA in Leishmania studied by
filter hybridization of endonuclease digested fragments and "in situ’ hybridization of individual organisms.
En: Leishmania. Taxonomie et phylogenése. Applications éco-épidémiologiques. fColl. int. CNRS INSERM,
{984) (Rioux J.A., ed.). pp. 41-55. IMEEE, Montpellier.

Barker, D.C., Butcher, J., Gibson, L.J., Williams, R.H. (1986a). Characlerization of Leithunania sp. by
DNA hybridization probes. UNDP/Waorld Bank/WHO/TDR. Laboratory Manuai 57 pp.

Barker, D.C., Gibson. L.J., Kennedy, W.P.K. (1986b), The potential of using recombinant DNA species-
specitic prabes tor the identification of tropicat Leishmania. Perasitology, 91 (Suppl.): S139-5174.

Barker, R.H. Jr. (1990). DNA probe diagnosis of parasitic infections. Experimenial Parasitology, 70: 494-
499,

Barnabé, C., Tibayrenc, M. (1994). Variabilité génétique de Trypanasoma cruzi agent de la malache de
Chagas. En: Symposium "Outils de la Biologie Moleculaire en Parasitologie paur le diagnostic, la
hiosvsiématique et la génétique des populations”. Orleans, 23-25 Mars (France).

Barr, $.C., Denms, V.A.. Klei, T.R. (1990). Growth characteristics in axenic and cell cultures, protemn
profiles, and zymodeme typing of three Trypanosoma cruzi isolates from Louistana mammals. Journal of

Parasitology, 76: 631-618.

Barral, A., Badaro, R., Barral-Netto, M., Grimaldi, Jr., G.. Momem, H., Carvalho, E.M. tl%()). lsulam..m
of Leishmania mexicane umazonensis from the bone marrow in a case of amencan visceral leishmamasis.

American Journal of Tropical Medicine and Hvgiene, 35: 732-734.

Barral, V.. This, P., Imbert-Establet, D.. Combes, C.. Delseny, M. (1993). Genetic \*gnabllj'ly and
evolution of the Schistosome genome analysed by using random amplified polymorphic DNA markers.

Maoleculer and Binchemical Parasitology, 5% 211-222.



Bibliografia 183

Bastien, P. (1990). Etude des caryotypes moléculaires de Leishmania. Analyse du polymorphisme au sein
du complexe Leishmania infantum. Mécanismes et implications possibles, Thése pour le Doctorat en Sciences
Biologiques (Parasitologie). Universite Montpeliier I[, 182 pp-

Bastien, P., Blaineau, C., Pagés, M. (1992a). Leishmania: Sex, lies and kariotype. Parasitology Today, 8:
174-177.

Bastien, P., Blaineau, C., Pagés, M. (1992b). Molecular karyotype analysis in Leishmania. En: Subcellular
Biochemisiry, Volume 18: Intraceliular Parasites (Avilla, J.L y Harris, J.R. eds). Plenum Press, New York.

Bastien, P., Blaineau, C., Taminh, M., Rioux, J.A., Roizas, (., Pageés, M. (1990a). Interclonal variations
in molecular karyotype in Leishmania infantum imply a "mosaic” strain structure. Molecular and
Biochemical Parasitology, 400 53-62.

Bastien, ., Pagés, M., Blaineau, C. (1990h). Chromosomal polymorphisms in Leishmania infantam: a study
of the molecular karyotypes by pulsed field gel electrophoresis (PFGE). Transactions of the Roval Society
af Tropical Medicine and Hygiene, 84: 453,

Bastrenta, B., Katarzyna, L., Tibayrenc, M. (1994). Etude de la diversité génétique chez Trypanosoma cruzi
par deux séries indépendantes de marqueurs génétiques: isoenzymes et RAPD. En: Symposium *Outily de
la Biologie Moleculaire en Parasitologie pour le diagnostic, la biosystématique et la génétique des
populations”. Orleans, 23-25 Mars (France).

Belazzoug, 8. (1984). La leishmaniose en Algéria A travers I'identification des souches. Abstracts of the
international Colloquium on Taxonomy and Phylogeny of Leishmania, Montpellier (France).

Belazzoug, S. (1986a). Leishmania infantum, causative organism of viscera] leishmaniasis at Biskra
(Algeria). Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 80: 1002,

Beiazzoug, S. (1986b). Les leishamnioses en Algére. A propos de I'identification enzymatique de 32 souches
d'origine humaine et animale. En: Leishmania. Taxonomie et phylogendse. Applications éco-
épidemiologiques. (Coll. int. CNRS/INSERM, 2-6 juillet 1984) (Rioux J.A., ed.). pp. 397-400. IMEEE,
Montpellier, France.

Belazzoug, S., Ammar-Khodja, A.. Pratlong, F., Rioux, J.A. (1992). Leishmania major MON-117, agent
de la leishmaniose cutanés en Mauritanie. Annales de Parasitologie Flumaine et Comparée, 67: 62.

Belazzoug, S., Ammar-Khodja, A., Rioux, J.A., Pratlong, F. (1986). Forme chroniqie de leishmaniose
cutanée humaine & Leishmania major Yakimoff et Schokhor, t914, L’homme réservoir éventuel. En:
Leirhmania. Taxonomie et phylogenése. Applications éco-épidemiologiques. (Coll. int. CNRS/INSERM, 2-6
Juiller 1984) (Rioux I A., ed.). pp. 459-461. IMEEE, Montpellier. France.

Belazzoug, S., Lanoite, G., Maazoun, R., Pratlong, F., Rioux, J.A. (1985). Un nouveau vanant
enzymatique de Leishmania infantum Nicolle, 1908, agent de la leishmaniose cutanée du nord de E Algérie,

Annales de Parasitologie Humaine et Comparée, 60t 1-1.

Ben Ablerrazak, S. (1993). Varabilité génétique des populations de Plasmodium faciparum. PHD
dissertation, [Université des Sciences et Techmques du Languedoe, Montpellier, France,

Ben-lsmail, R., Gramiccia, M., Gradoni. L., Ben Said, M.. Ben Rachid, M.S. (1986). ldentificazione
hiochimica di isotati di Leishmania dalla Tunisia. XIV Congreso Nazional dalla Societa Internationale de

Parassitologia, Pisa {[talia).

Ben-lsma, R., Stnith, D.F., Ready. P.D., Ayadi, A., Gramiccia, M.. Ben-Osman. A.. Ben-Rachid, M,
(1992). Sporadic cutaneous leishmzaniasis in narth Tunisia: dentification of the causative agent as Leishmansa



Bibliografia 184

infantum by the use of a diagnostic deoxyribonucleic acid probe. Transactions of the Royal Society of
Tropical Medicine and Hygiene, 86: 508-510,

Benne, R., De Vries, B., Van den Burg, J., Klaver, B. {1983). The nucleotide sequence of a segrment of
Trypanosema brucei mitochondrial maxicircle DNA that contains the gene for apecytochrome b and some
unusual unassigned reading frames. Nucleic Acids Research, 1): 6925-6941.

Berenguer, J., Moreno, S., Cercenado, E., Bernaldo de Quirds, J., Garcia de la fuente, A., Bouza, E.
(1989). Visceral Leishmaniasis in patients infected with human immunodeficiency virus (HEV). Annals of
Internal Medicine, 11]1: 129-132.

Bernard, E., Rodot, S., Michiels, !.F., Politano, S., Le Fichoux, Y., Dellamonica, P, (1988). Leishmaniose
viscérale au cours du syndrome immunodéficitaire acquis. La Presse Médicale, 17: 872.

Bernards, A., Michels, P.A.M., Lincke, C.R., Borst, P. (1983). Growth of chromosome ends in multiplying
trypanosomes. Nature, 303: 592-597,

Bertram, M.A., Meyer, E.A., Lile, J.D., Morse, S.A. (1983), A comparison of isozymes of five axenic
Giardia isolates, Journal of Parasitology, 69: 793-801.

Bettim, 8., Gradoni, L., Pozio, E. (1978). Isolation of Leishmania strains from Rartus rattus in Italy,
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 72:441-442.

Bettini, S., Gramiccia, M., Gradoni, L., Atzeni, M.C. (1986). Leishmaniasis in Sardinia: 1i. Natural
infection of Phlebotomus perniciosus Newstead 1911, by Leishmania infantum Nicolle, 1908, in the province
of Cagliari. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 80: 458-459.

Bettini, §., Pozio, E., Gradoni, L. (1980). Leishmaniasis in Tuscany (Italy): (1) Leishmania from wild
Rodentia and Camivora in a human and canine leishmaniasis focus. Transactions of the Royal Seciety of

Tropical Medicine and Hygiene, 74: 77-83.

Beverley, S.M. (1988). Characterization of the "unusual” mobility of large circular DNAs in pulse fietd-
gradient electrophoresis. Nucleic Acids Research, 16: 925-939,

Beverley, S.M. (1991). Gene amplification in Leishmania. Annual Reviews of Microbiology, 45: 417-444.

Beverley, S.M., Cobum, C.M. {1990). Recurrent de novo apperance of small linear DNAs in Leishmania
major and relationship to extrachromosomal DNAs in other species. Molecular and Biochemical

FParasitology, 42: 133-142.

Beverley, S.M., Coderre, J.A., Santi, .V., Schimmke, R.T. (1984). Unslable DNA ampliﬁcation§ n
methotrexate-resistant Leishmania consist of extrachromosomal eircles which relocalize during stabilization.

Cell, 38: 431-439,

Bingen, E., Boissinot, C., Desjardins, P., Cavé, H., Brahimi, N., Lambernt-Zechovsky, N., Denamur. E.._
Blot, P., Elion, I. (1993a). Arbitrarity primed polymerase chain reaction provides rapid differentistion of
FProteus mirabilis isolates from a pediatric hospital. Journal of Clinical Microbiology, 31: 1035-1059.

Bingen, E., Cavé, H., Aujard, Y., Lambert-Zechovsky, N.. Desjardins, P., Elion, J., Denamur, E. (1993b).
Molecular analysis of multiply recurrent meningitis due to Escherichia coli Ki in an infant. Clinical

Infectious Diseases, [6: 82-85.

Bishop, R.P. (1990). Extensive homologies between Leishmania donovani chromosomes of markedly
different size. Molecular and Biochemical Parasitology, 38 1-12,



Bibliografia 185

Bishop, R.P., Akinschinwa, F. (1989). Characterization of Leishmania donovani stocks by genomic DNA
heterogeneity and molecular karyotype. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene,
83: 629634,

Bishop, R.P., Miles, M.A. (1987). Chromosome size polymorphisms of Leishmania donovani, Molecular
and Biochemical Parasitology, 24: 263-272.

Bishop, R.P., Miles, M.A. (1989). Karyotype analysis of Leishmania donovani. En: Leishmaniasis: The
Current Status and New Strategies for Control, (Hart, D.T. ed.), pp. 917-923, Plenum Press, New York.

Blackwell, J.M. (1992). Leishmaniasis epidemiology: all down to the DNA. Parasitology, 104; $19-834,

Blaineau, C., Bastien, P., Pagés, M. (1990). Karyotypic time evolution of Leishmania strains in a restricted
area, En: VIf Congrés International de Parasitologie: Résumes, abstract n®. S1 C3) Bulletin de ia Sociéié
Frangaise de Parasitologie, 8 (Suppl. 1): 35.

Blaineau, C., Bastien, P., Pagés, M, (1992a). Multiple forms of chromosome I, II and IV in a resiricted
population of Leishmania infantum contrasting with monomorphism in individual strains suggest haploidy
or automixy. Molecular and Biochemical Parasitology, 50: 197-204.

Blaineau, C., Bastien, P., Pagds, M. (1992b). Genetic exchange in a well defined population 7. En: Third
Euroleish Workshops Biochemistry, Immunology and Molecular Biology of Leishmania. Abstracts n®. D3:
3L

Blaineau, C., Bastien, P., Rioux, J.A., Roizs, G., Pages, M. (1991). Long-range restriction maps of size-
variable homologous chromosomes in Leishmania infantum. Molecular and Biochemical Parasitology, 46:
293-302.

Blanc, D., Nicholls, R., Sargeaunt, P.G. (1989). Experimental production of news zymodemes of
Entamoeba histolytica supports the hypothesis of genetic exchange. Transactions of the Royal Society of
Tropical Medicine and Hygiene, 83: 787-790.

Blanc, D., Sargeaunt, P.G. (1991). Entamoeba histolvtica zymodemes: exhibition of y and § bands only
of glucose phosphate isomerase and phosphoglucomutase may be influenced by starch content in the medium.

Experimemal Parasitology, 72; 87-90.

Blizquez, J., Alvar, J., Néjera, R. (1987). Leishmaniasis in a HIV (LAV/HTLV III) serologically positive
patient, Journal of Infection, 14: 89-90.

Bogliolo, A.R., Godfrey, D.G. (1987). Isoenzyme changes during the life cycle of Trypanosoma cruzi.
Transaciions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 81: 222-229.

Boid, R. (1988). Isoenzyme characterisation of 15 stocks of Trypanosoma evansi isolated from camels in the
Sudan. Tropical Medicine and Parasitology, 39: 45-50.

Bonfante-Garrido, R. (1980). New subspecies of leishmaniasis isolated in Venezuela. Xth frernational
Congress of Tropical Medicine and Malaria, Manila. p. 203.

Barst, P. (1991). Why kinetoplast DNA 7. Networks Trends Genetic, 7: 139-141.
Borst, P., Hoeijmarkers, J. (1979). Kinetoplast DNA. Plasmid, 2: 20-40,

Borzoni, F.. Geadoni, L., Gramiccia, M., Maccioni, A., Valdes, E., Loddo, S. (1991). A case of lingual
and palatine localization of 2 viscerotropic Leishmania infantum zymodeme in Sardinia, ltaly. Tropical

Medicine and Parasitology, 42: 193-194,



Bibliografia 186

Botet, J., Portis, M. (1993). La leishmaniosis en la Espaiia peninsular. Revisién histérico- bhiblicgrifica
(1912-1985). Revista de Sanidad e Higiene Piblica, 67: 255-266.

Bowles, J., McManus, D.P. (199, Rapid discrimination of Echinococcus species and strains using a
polymerase chain reaction-based RFLP method. Molecular and Biochemical Parasitology, 57: 231-240.

Braga, R.R., Lainson, R., Shaw, J.J., Ryan, L., Silveira, F.T. (1986). Leishamniasis in Brazil. XXII:
Characterization of Leishmania from man, dogs and the sandfly Luszomyia longipalpis (Luiz & Neiva, 1912)
isolated duringg an outbreak of visceral leishmaniasis in Santarém, Pari State. Tramsactions of the Royal
Saciety of Tropical Medicine and Hygiene, 80: 143-145,

Breniére, S.F., Braquemond, P., Solari, A., Agnése, J.F., Tibayrenc, M. (1991). An isoenzyme study of
naturally occurting clones of Trypanosoma cruzi isolated from both sides of the West Andes highland.
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 85: 62-66.

Breniere, S.F., Carrasco, R., Antezana, G., Desjeux, P., Tibayrenc, M. (1989). Association between
Trypanosoma cruzi and specific humoral depression in chronic chagasic patients. Transactions of the Royal
Society of Tropical Medicine and Hygiene, 83: 517.

Briones, M.C.S., Nelson, K., Beverley, $.M., Affonso, H.T., Camargo, E.P., Floeter-Winter, L.M.
(1992). Leishmania tarentolae taxonomic refatedness inferred from phylogenetic analysis of the small subunit
ribosomal RNA gene. Molecular and Biochemical Parasitology, 52: 121-128.

Bullini, L. (1984). Enzyme variants in the identification of parasites and vectors: methodological aspects of
the electrophoretic approach. En: New approaches to the identification of parasites and their vectors.
Tropical Diseases Research Series No. 5. Proceedings of a Symposium on Application of Biochemical and
Molecular Biology Techniques to Problems of Parasite and Vector Ildentification held in Geneva, pp. 53-69,

{Newton, B,N,, Michal, F. eds.). Geneva, Switzertand.

Bustamante, C., Gugrieri, 5., Smith, §.B. (1993). Towars a motecular description of pulsed-field gel
electrophoresis. Trens in Biothecnology, 11: 23-30.

Caetano-Anolles, G., Bassam, B.J., Gresshoff, P.M. (1991). DNA amplification fingerprinting using very
short arbitrary oligonucleotide primers, Biotechnology, 9 553-556.

Camargo, E.P., Mattei, D.M., Barbieri, C.L., Morel, C.M. (1982). Electrophoretic analysis of
endonuclease-generated fragments of k-DNA, of esterase isoenzymes, and of surface proteins as aids for
species identification of insect trypanosomatids. Journal of Protozoclogy, 29 251-258,

Camargo, E.P., Sbravate, C., Teixeira, M.M.G., Uliana, 8.R.B., Soares, M.B.M., Affonso, H.T., Floeter-
Winter, L. (1992). Ribosomal DNA restriction analysis and synthetic oligonucleotide probing in the
identification of genera of lower trypanosomatids. Journal of Parasitology, 78: 40-48.

Campbell, J1.D., Faubert, G.M. (1994). Comparative studies on Giardia lamblia encystation in vitro and
in vive. Journal of Parasitology, 80: 36-44.

Campbell, D.A., Thomton, D.A., Boothroyd, F.C. {1984). Apparent discontinuous transcription of
Trypanosoma brucei variant surface antigen gene. Neture, 311: 350-355.

Campino, 1.., Santos-Gomes, G.. Pratlong, F., Dedet, ).P., Abranches, P. (1994}, HIV-Leishmanie co-
infection in Portugal: isolation of Leishmania infantum MON-24. Transactions of the Roval Society of

Tropical Medicine and Hygiene, 88: 394,

Cancilla, M.R., Powell, [.B., Hillier, AJ., Davidson. B.E. (1992}, Rapid genomic fingerprinting ot
Lactococcus lactis steains by arbitrarily primed polymerase chain reaction with P and fluarescent labels.



Bibliografia 187
Applied and Environmental Microbiology, 58: 1772-1775.

Carle, G.F., Frank, M., Olson, M.V. (1986). Electrophoretic separations of large DNA molecules by
periodic inversion of the electric field. Science, 232: 65-68.

Carle, G.F., Olson, M.V. (1984). Separation of chromosomal DNA molecules from yeast by orthogonal-
field-alternation gel electrophoresis, Nucleic Acids Research, 12; 5647-5664.

Carle, G.F., Olson, M.V. (1985). An electrophoretic karyotype for yeast. Proceedings of the Naiional
Academy of Sciences USA, 82: 3756-3760.

Carneiro, M., Romanha, A.J., Chiari, E. (1991). Biological characterization of Trypanosoma cruzi strains
fron different zymodemes and schizodemes. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, 86: 387-393,

Carson, C.A., Brant, H M., Jensen, 1.B., Bailey, C.W., Allen, G.K, (1994). Use of random amplified
potymorphic DNA analysis to compare Babesia bovis and Babesier bigemina isolates, Parasitology Research,
80 312-315.

Carter, R, (1978). Stiudies on enzyme variation in the murine malaria patasites Plasmodium bergheei, P.
yoelii, P. vinckei and P. chabaudi by starch gel electrophoresis. Parasitology, 76: 241-267,

Carter, R., Voller, A. (1973). Enzyme typing of malaria parasites. British Medical Journal, I: 149-150.

Carter, R., Volier, A. (1975). The distribution of enzyme variation in populations of Plasmodizunt  falciparum
in Africa. Transactions of the Rayal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 69: 371-376.

Carter, R., Walliker, D. (1977). Biochemical markers for strain differentiation in malarial parasites, Bulletin
of the World Organization, 55: 339-345.

Cedillo-Rivera, R., Enciso-Moreno, J. A., Martinez-Palomo, A., Ortega-Pierres, G. (1989). Giardia lamblia:
isoenzyme analysis of 19 axenic strains isolated from symptomatic and asymptomatic patients in Mexico,
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 83; 644-646.

Centers for Disease control (1986). Classification system for human T-tymphotropic  virus type
HI/lymphadenophaty-associated virus infections. Marbility and Mortability Weekly Reports, 35: 134-339.

Centers for Disease Control (1987). Classification system for HIV infection in childdren under 13 years of
age. Morbility and Mortability Weeklv Reports, 36; 225-236.

Cibulskis, R.E. (1988). Origins and organization of genetic diversity in natural populatiens of Trypanosoma
brucei. Parasitology, 86: 303-322.

Cibulskis, R.E. (1992). Genetic variation in Trypanosoma brucei and the epidemiology of sleeping sickness
in the Lambwe Valley, Kenya. Parasitalogy, 104: 99-109.

Clark, C.G., Cunnick, C.C., Diamond, L.S. (1992). Entamoeba histolvtica: Is conversion of
“nonpathogenic” amebae to the "Pathogenic” form a real phenomenon?, Experimental Parasitology, 74: 307-

34,

Clauvel, J.P., Couderc, L.J., Belmin, J., Daniel, M.T., Rabian, C., Seligmann, M. (i986). Visceral
letshmaniasts complicating acquired immunodeficiency syndrome (AIDS). Transactions of the Roval Society

of Tropical Medicine and Hygiene, 80: 1010.

Coderre, JLA., Beverley, 8§.M., Schimke. R.T., Santi, D.V. (1983). Overproduction of a hifunctional
thymidylate synthetase dihydrofolate reductase and DNA amplification in methotrexate-resistant Leishmania



Bibliografia 188
tropica. Proceedings of the National Academy of Sciences USA, 80: 2132-2136,

Comeau, A.M., Miller, S.I., Wirth, D.F. (1986). Chromosome location of four genes in Leishmania.
Molecular and Biochemical Parasitology, 21: 161-169.

Comes, A.M., Jacquiet, P., Humbert, J.F., Cabaret, J. (1994), Etude de la variabilité morphologique,
¢cologique et génétique des Haemonchinae parasites de ruminants en Mauritanie. En: Symposium " Outils
de la Biologie Moleculaire en Parasitologie pour le diagnostic, la biosystématique et la géndrique des
populations”. Orleans, 23-25 Mars (France).

Condom, M.J., Clotet, B., Sirera, G., Milla, F., Foz, M. (1989). Asymtomatic Leishmaniasis in the
acquired immunodeficiency syndrome (AIDS). Annals of internal Medicine, 111; 767-768.

Corredor, A., Kreutzer, R.D., Tesh, R.B., Boshell, J., Palau, M.T., Cicers, E., Dugue, S., Pelasz, D.,
Raodriguez, G., Nichols, 8., Herndndez, C,A., morales, A., Young, D.G., Ferro de Carrasquilla, C. (1990).
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 42: 205-214.

Creasey, A., Fenton, B., Walker, A., Thaithong, S., Salma Oliveira, Mutambu, S., Walliker, D). (1990).
Genetic diversity of Plasmodium falciparum shows geographical variation. American Journal of Tropical
Medicine and Hygiene, 42; 403-413,

Cruz, A., Beverley, S.M. (1990). Gene replacement in parasitic protozoa. Nature, J48: 171173,

Cuba Cuba, C.A,, Marsden, P.D., Barrete, A.C., Reoitman, 1., Vexenat, A., de Lima, L.M.P., ds Sa,
M.H.P. (1984). Identification of human stocks of Leishmania spp. isolated from patients with
mucocutaneous leishmaniasis in Trés Bragos, Bahia, Brazil. Transactions of the Roval Society of Tropical
Medicine and Hygiene, 78: 708-709.

Cuba Cuba, C.A., Miles, M.A., Vexenat, A., Barker, D.C., McMahon Pratt, D.. Butcher, I., Barrem
A.C., Marsden, P.D, (1985). A focus of mucocutaneous leishmaniasis in Trés Bragos, Bahia, Branl:
chamcterization and identification of Leishmania stocks isolated from man and dogs. Transactions of the

Roval Society of Tropical Medicine and Hygiene, 79: 500-507.

Czajka, J., Bsat, N,, Piani, M., Russ, W., Suliana, K., Wiedmann, M., Whitaker, R., Batt, C_A. (1993).
Differentiation of Listeria minocytogenes and Listeria innocua by 168 tRNA genes and intraspecies
discrimination of Listeria monocytogenes strains by random ampiitfied polymorphic DNA polymorphisms.
Applied and Environmental Microbiology, 59: 304-308,

Chacén, M.R., Rodriguez, E., Parkhouse, R.M.E., Burrows, P.R., Girate, T. (1994). The differentiation
of parasitic nematodes using random amplified polymorphic DNA. Journal of Helminthology, 68: 109-113.

Chadee, R., Smith, .M., Meerovitch, E. (1985). Entamoeba histolytica: electrophoretic LSt)enzymg‘pangms
of strains and their virulence in the cecum of gerbils (Meriones unguiculatus). American Journal of Tropical

Medicine and Hvgiene, 34: 870-878.

Challberg, $.5., Englund, P.T. (1980). Heterogeneity of minicircles in kinetoplast DNA of Leishmania
rarentolae, Journal of Molecular Biology, 138: 4471472

Chance, M.L. (1985). The biochemical and immunological taxonomy of Leirhmam:’al. En: Bmlngy ot
Leishmania and leishmaniasis. En: Leishmaniasis. (Chang/Bray, eds.}, p. 16, Elsevier Science Publishers

B.V. (Amsterdam).

Chance, M.L. (1986). The nomenclature ot enzyme varianis with particular rcf‘empce !gn pmf\.me pm‘mma.
En: Leishmania. Taxonomie et phylogenése. Applications éco-épidémiologiques. (Coll. imt. CNRS INSERM,
1984) (Rioux I.A., ed.). pp. 85-89. IMEEE, Montpellier.



Bibliografla 189

Chance, M.L., Peters, W., Shchory, L. (1974}, Biochemical taxonomy of Leishmania. 1. Observation on
DNA. Annals of Tropical Medicine and Parasitology, 68: 307-316.

Chance, M. L., Schunr, L.F., Thomas, 8,C., Peters, W. (1978). The biochemical and serodogical taxonomy
of Leishmania from the aethiopian zoogeographical region of Africa. Amnales of Tropical Medicine and
Parasitology, 72: 535-542.

Chance, M.L., Waiton, B.C. Eds. ( 1982). Biochemical characterization of Leishmania. pp. 275 .
UNDP/World Bank/WHO: Geneva.

Chang, K.P., Fong, D., Bray, R.S. (1985). En: Biology of Leishmania and leishmaniasis. En:
Leishmaniasis. (Chang/Bray, eds.), p. 16, Elsevier Science Publishers B.V. (Amsterdam).

Chang, K.P., Hendricks, L.D. (1985). Laboratory cultivation and maintenance of Leithmania. En:
Leishmaniasis. (Chang/Bray, eds.), pp. 213-244, Elsevier Science Publishers B.V, (Amsterdam).

Chapman, C.J., Kennedy, W.P.K., Evans, D.A. (1989). Kinetoplast DNA probes for the identification of
the Old World cutaneous leishmaniasis. En: Leishmaniasis: The Current Status and New Strategies for
Control. (Hart, D.T. ed.), pp. 549-554, Plenum Press, New York,

Chu, G., Wollrath, D., Davis, R.W. (1986). Separation of large DNA molecules by contour-clampled
homogeeous electric fields. Science, 234: 1582-1585.

Chung, [.K., Armstrong, T.C., Patterson, J.L. (1994). Identification of a short viral transcript in Leishmania
RNA virus-infected cells. Virolagy, 198: 552-556.

Daggett, P.M., Nerad, T.A. (1983). The biochemical identification of vahlkampfiid amoebae. Journal of
Protozoology, 30: 126-128.

Dams, E., Hendriks, L., Van der Peer, Y., Smits, N.J-M., Vandenbempt, I., De Wachter, R. (1988).
Compilation of small ribosomal subunit RNA sequences. Nucleic Acids Reseach, 16: 187-r173.

Dardé, M.L., Bouteille, B., Pestre-Alexandre, M. (1987}. Differentiation iso-enzymliqug;de '{soucﬁes de
Torxoplasma gondii par iso-electrofocalisation en gel de poliacrylamide. Bulletin de la Société Francaise de
Parasitelogie 5: 33-39.

Dardé, M.L., Bouteille, B., Pestre-Alexandre, M. (1988a). Analyse tso-enzymatique de souches clonees de
Toxoplasma gondii, Bulletin de la Société Frangaise de Parasitologie, 6: 41-46.

Dardé, M. L., Bouteille, B., Pestre-Alexandre, M. (1988b). Isoenzymic characterization c).f SEVETY gglns of
Toxoplasma gondii by isoelectrofocusing in polyacrilamide gels. American Journal of Tropical Medicine and

Hygiene, 39: 551-558.

Dardé, M.L.., Bouteille, B., Pestre-Alexandre, M. ( 1990). Comparison of isoenzyme profiles of Taxoplasma
gondii tachyzoites produced under ditferent culture conditions. Paresitology Research, 76: 367-371.

Dardé, M.L., Bouteille, B., Pestre-Alexandre, M. (1992}, [soenzyme analys;s of 35 ?'ump{axma gernelii
1solates and the biological and epidemiological implications. Journal of Parasitology, T8: 186-794.

Das Gupta, S., Ghosh, D.K.. Majumder, H.K. (1991). A cloned kinetoplast DNA mim»cnrcle fragment from
a Leishmania spp. specific for post-kalu-azar dermal leishmaniasis strains. Paravitology, 102: 187-101.

Datry, A., Simmtlowski, T., Jais, P., Rosenheim, M., Katlama, €., Maheu, E., Kazar, 8., Fassamn, D).,
Danis, M.. Gentilini, M. (1990). AIDS-associated leishmaniasis: an unusual gastro-duodenal presentation.

Transactions of the Roval Society of Tropical Medicine and Hygiene, 84: 239-240.



Bibliografia 190
Dawkins, H.J.5. (1987). Molecular weight separation of very large DNA. Parasitology Today, 3: 60-62.

Dawkins, H.J.8. (1989). Large DNA separation using field altemation agar gel electrophoresis. Journal of
Chromatography, 492: 615-639.

Dawkins, H.J.S., Ferrier, D.J., Spencer, T.L. (1987). Field inversion gel electrophoresis (FIGE) in vertical
slabs as an improved method for large DNA separation. Nucleic Acids Research, 15: 3634-3635.

Dedet, J.P. (1990). Cutaneous leishmaniasis in French Guiana: a review. American Journal af Tropical
Medicine and Hygiene, 43: 25-28.

Dedet, J.P. (1993). Leishmania et leishmanioses du coatinent américain. Annales de §'instituy Pasteur, 4
3-25.

Dedet, J.P., Pajot, F.X., Desjeux, P., Goyot, P., Chippaux, I.P., Geoffroy, B. {1985). Natural host of
Leishmania mexicana amazonensis Laison and Shaw, 1972 (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) in French
Guiana. Transactions of the Roval Tropical Medicine and Hygiene, 19: 302-305.

Dedet, J.P., Pratlong, F., Martini, A., Lefevre, M., Dereure, Q. (1994). Leishmania (Viannia) braziliensis
en Guyane frangaise: une réafité A prendre en considération. Les Nouvelles Dermatologiques, 13: 188-189,

Dedet, I.P., Safjanova, V.M., Le Biancq, S.M., Desjeux, P., Schnur, L..F., Emelyanova, 1..P., Chance,
M. (1986). Caractérisation de souches de Leishmania major Yakimoff et SChokhor, 1914 isolés du Senegal
(Afrique de I'QOuest). Corollaires taxonomiques et épidemiologiques. En: Leishmania. Taxonomie et
Phylogenese. Applications éco-épidemiologiques. (Coll. int. CNRSHNSERM, 2-6 juillet 1984) (Ricux 1.A.,
ed.). pp. 463-469. IMEEFE, Montpeltier, France.

De Jonckheere, J.F. (1983). Iscenzyme and total protein analysis by agarose isoelectric focusing and
taxonomy of the genus Acanthamoeba. Journal of Protozoology, 30: 701-T06.

De la Loma, A., Alvar, J., Martinez Galiano, E., Blizquez, J., Alcald Mufioz, A., Nijera, R. (1985).
Leishmaniasis or Aids?. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene,79: 421.

De Luca D'Oro, G.M., Gardenal, C.N., Perret, B., Crisci, J. V., Montamat, E.E. (‘1_993). Gcnqtic structure
of Trypanosoma cruzi populations from Argentina estimated from enzyme polymorphism. Parasitology, 107:
405-410.

DeHamonica, P., Bernard, E., Le Fichoux, Y., Politano, S., Carles, M., Durand, J., Mondain, V. 11989).
Allopurinol for treatment of visceral leishmaniasis in patients with AIDS. Journal of Infectious Diseases,

160 904-905,
Dereure, J., Vélez, 1.D., Pratlong, F., Denial, M., Lardi, M., Moreno, G., Serres, E., [{amtte“(}... F}mux.
I.A. (1986). La leishmaniose viscérale autochtone au Maroc méridional. Présence de Leishmania infantum

MON-1 chez le Chien en zone présaharienne. En: Leishmania, Taxonomie et phylogeneése. Applications éc"cw-
épidemiologiques. (Coll. int, CNRS/INSERM, 2-6 juillet 1984) (Rioux J.A., ed.). pp. 421-325. IMEEE,

Montpellier, France.

Desjeux. P. (1991). En: Information on the Epidemiology and Control of the Leishmaniases by Country or
Territory. Geneva: World Health Organization. WHO/LE1S/91.30.

[esieux, P., Bray, R.S., Dedet, J.P., Chance, M.L. (1981). thferenhatiqn <.1t"c.am.ne and uuumec =108
lcisbmamasis strains in Senegal. Transactions of the Roval Tropical Society of Medicine and Hvgiene, 76

132-133.

[Desjeux. P., Dedet, J.P. (1989). Isoenzyme characterization of 112 Leishmania isolates from French Cluana.



Bibliografia 191
Transactions of the Roval Society of Tropical Medicine and Hyglene, 83: 610-612.

Desjeux, P., Mollinedo, S., Le Pont, F., Paredes, A., Ugaste, G. (1987). Culaneous lsishmaniasis in
Bolivia. A study of 185 human cases from Alto Beni (La Paz Department). [solation and isoenzyme
characterization of 26 strains of Leishmania brasiliensis brasiliensis, Transactions of the Roval Society of
Tropical Medicine and Hvgiene, 81: 742-746.

Desjeux, P., Mollinedo, $., Le Pont, F., Tibayrenc, M. (1986a). Les Leishmania de Bolivie 1. Leishmania
braziliensis Vianna, 1911 dans les Départements de la Paz et du Béni. Premiers isolements de souches
d’origine humaine. Caractérisalion enzymatique. En: Leishmania. Taxonomie et phylogendse. Applications
éco-épidemiologiques, (Coll. int. CNRS/INSERM, 2-6 juillet 1984) {Rioux J.A., ed.). pp. 401410, IMEEE,
Montpellier, France.

Desjeux, P., Mollinedo, S., Le Pont, F., Tibayrenc, M. (1986b). Les Leishmania de Bolivie I1. Leishmania
chagasi Cunba et Chagas, 1937. Premiers isolements dans les "yungas® du dépariement de la Paz.
Comparaison isoenzymatique de souches de I'homme, du chien et du Phlébotome Lutzomyia longipalpis (Lutz
et Nerva, 1912). En: Leishmanie. Taxonomie et phylogendse. Applications éco-épidemiolagiques. (Coll. int.
CNRS/INSERM, 2-6 juillet 1984) (Rioux J.A., ed.), pp. 411-419. IMEEE, Montpellier, France.

Detke, S., Chaudhuri, G., Kink, J.A., Chang, P. (1988). DNA amplification in tunycamicin resistant L.
mexicana, Journal of Biological Chemistry, 263: 3418-3424.

De Vasquez, A.M., Saenz, R.E., Petersen, J.L.., Chrisiensen, H.A., Johnson, C.M. (1990). Leishmania
mexicana complex: human infections in the republic of Panama&. American Journal of Tropical Medicine and
Hygiene, 43: 619-622,

Dias Nelto, E., Pereira de Souza, C., Rollinson, D., Katz, N., Pena, 5.D.1., Simpson, A.J.G. (1593). The
random amplification of polymorphic DNA allows the identification of strains and species of schistosome.
Molecular and Biochemical Parasitology, 57: 83-88.

Dooris, P.M., McGhee, R.B. (1976). Immunologic and ellectrophoretic characteristics of two species of
Crithidia. Journal of Protozoology, 23: 433-437.

Du, Y., Chang, K-P. (1994). Phylogenetic heterogeneity of three Crithidia spp. vs. Crithidia fasciculata.
Molecular and Biochemical Parasitology, 66: 171-F74.

Dujardin, J.C., Gajendran, N., Arevalo, J., Llanos-Cuentss, A., Guerra, H., Gémez._!.. Arrovo, J.. de
Doncker, §., Jacquet, D., Hamers, R., Le Ray, D. (1993a). Karyotype polymorphlsm and conserved
characters in Leishmania (Viannia) bragiliensis complex explored with chromosome-denved probes. Annales

de la Societé Belge de Médicine Tropicale, 73: 101-118,

Dujardin, J.C., Gajendran, N., Hamers, R., Matthijsen, G., Urjel, R., Recacoechea, M., Villaroel, (i.._
Bermudez, H., Desjeux, Ph., De Doncker, S., Le Ray, D. (1989). Leishmamasis in the Lowlawnds of
Bolivia (Leishbol): Part VIII. Characterization and identification of Bolivian 1solates by PFG karyotyping.
En: Leishmaniasis: The Current Status and New Strategies for Conirol. (Hart, .T. ed.), pp. 137-148,

Plenum Press. New York.

Dujardin, J.C.. LLanos-Cuentas, A., Céceres, A., Arana, M., Dujardin. J.P.. Guernm, F.. Gomez. I,
Artoyo, J., de Doncker, S., Jacquet, D., Hamers, R., Guerns, H., [e Ray, _[)., Arévalo, J. (!9‘)3!\).
Molecular karyotype vanation in Leishmania (Viannia) peruviana: indication of geographical mpulalmns
i Peru distributed along a north-south cline. Annais of Tropical Medicine and Parasitelogy, 87: 335-147

Dupouy-Camet, J.; Robert, F., Guillou, J.P., Vallet, C., Perret, C., Soulé, . (1994b), [dentafication of
Trichinella isolates with random amplified polymorphic DNA markers. Parasitefogy Research, 80 138-160.



Bibliograffa 192

Dupouy-Camet, J.; Robert, F., Soulé, C. (1994a). Typage par RAPD de souches de Trichinella. En:
Symposium "Outils de la Biolagie Moleculaire en Parasitologie pour le diagnostic, la biosystématique et ln
génétique des populations”. Orleans, 23-25 Mars (France).

Ebert, F. (1987). Isoenzyme studies on Leis/imania stocks from Peru by ultrathin-layer isoelectrofocusing.
Trapical Medicine and Parasitology, 38: 37-40.

El-Hassan, A.M., Zijlstra, E.E., Meredith, S.E.O., Ghalib, H.W., Ismail, A. {1993). Identification of
Leishmania donovani using a polymerase chain reaction from an area of endemic kala-azar in the Sudan. Acta
Trapica, 55: 87-90.

Ellis, J.T., Crampton, J.M. (1986). Isolation of kinetoplast DNA probes for the identification of Leishmania
donovani. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 80 336,

Ellenberger, T.E., Beverley, $.M. (1989). multiple drug resistance and conservative amplification of the H
region in Leishmania major. Journal of Biological Chemistry, 264: 15094-15103,

Englund, P.T. (1978). The replication of kinetoplast DNA networks in Crithidia fasciculara. Cell, 14 157-
168,

Englund, P.T. (1979). Free nunicircles of kinetoplast DNA in Crithidia fasciculata. Journal of Biological
Chemistry, 254: 4895-4900.

Englund, P.T., Marini, J.C. (1980). The replication of kinetoplast DNA. American Journal of Tropical
Medicine and Hygiene, 29; 1064-1069.

Eperon, 1.C., Janssen, J.W.G., Hoeijmakers, J.H.J., Borst, P. (1983). The major transcripts of the
kinetoplast DNA of Trypanosoma brucei are very smalf ribosomal RNAs. Nucleic Acids Research, 11 105-
125.

Eresh, S., Mendoza-Ledn, A., Barker, D.C. (1993). A small chromosome of Leishmania (Viannia)
braziliensis contains multicopy sequences wich are camplex specific. Acta Tropica, 55: 33-46.

Evans, D.A., Godfrey, D., Lanham, §., Lanotte, G., Modabber, F., Schour, L. {1989h). characterization
of Leishmania. En: Handbook on isolation characierization and crvopreservation of Leishmania. {Evans,
DA, ed.}, pp. 1-45. Geneva, Switzerland.

Evans, D.A., Kennedy, W.P.K., Elbihari, S., Chapman, C.J., Smith, V., Peters, W. (1987). Hybrd
formation within the genus Leishmania?. Parassitologia, 29: 165-173

Evans, D.A., Lanham, S$.M., Baldwin, C.I., Peters, W. (1984). The isolation and isocenzyme
characterization of Leishmania brazifiensis subsp. from patients with cutaneous leishmaniasis acquired in
Belize. Transactions of the Rovael Societv of Trapical Medicing and Hygiene, 77: 15-42.

Evans, D.A., Smith, V., Killick-Kendrick, R., Neal, R.A., Peters, W. {198%a). Evidence for hybrid
formation in the genus Leishmania. En: Leishmaniasis: The Current Status and New Strategies for Control.
tHart, D.T. ed.), pp. 685-690, Plenum Press. New York.

Fatrlamb, A.H., Weislogel, P.O., Hoeijmakers, J.H.J., Borst, P. {1978). Isolation amd charactenzation of
kinetoplast DNA from bloodstream form of Trvpanosoma brucei. Journal of Cell Biology, 76: 293-309,

Fang, F.C., McClelland, M., Guiney, D.G., Jackson, M.M., Hartstein, A.l., Morthland, V.H., Davis,
C.E., McPherson, D.C., Welsh, J. (1993). Value of molecular epidemiologic analysis in & nosocomial
methicillin-resistant Staphviococeus aureus outbreak. Journal of the American Medical Association, 276:

1323-1328,




Bibliografia 193

Farri, T.A., Sargeaunt, P.G., Warhurst, D.C., Williams, J.E., Bhojnani, R. (1980), Electrophoretic studies
of the hexokinase of Entamoeba histolytica groups 1 to IV, Transactions of the Royal Seciety of Tropical
Medicine and Hygiene, 74: 672-673.

Feinberg, A.P.; Volgestein, B, (1983). A technique for radiolabelling DNA restriction endonuclease
fragments to high specific activity. Analyrical Biochemistry, 132: 6-13.

Feinberg, A.P.: Volgestein, B. (1984). Addendum "A technique for radiolabelling DNA restriction
endonuclease fragments to high specific activity. Analytical Biochemistry, 137: 257-266.

Femandes, O., Degrave, W., Campbell, D.A. (1993). The mini-exon gene: a molecular marker for
Endotrypanum schaudinni. Parasitology, 107: 219224,

Fernandes, O., Murthy, V.K., Degrave, W.M., Campbell, D.A. {1992). Mini-exon gene as a tool to analyse
Leishmania species. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, 87 (suppl. 11): 113,

Ferndndes, A.P., Nelson, K., Beverley, §.M. (1993). Evolution of nuclear ribosomal RN As in kinetoplastid
protozoa: Perspectives on the age and origins of parasitism. Proceedings of the National Academy of Sciences
USA | 90: 11608-11612,

Ferndndez, M.A., Mufioz-Fernindez, M.A., Fresno, M. (1993). Mecanismos de evasién inmune por
protozoos pardsitos. En: Paresitologia Molecular. Coleccién Nuevas Tendencias vol, 24: 247-270.

Ferndndez-Guerrero, M.L., Aguado, J.M., Buzén, L., Barros, C., Montalbén, C., Martin, T., Bouza, E.
(1987). Visceral leishmaniasis in immunocompromised hosts, AmericanJournal of Medicine, 83: 1098-1102,

Fouts, D.L., Woistenholme, D. (1979). Evidence for a partial transcript of the small circular component
of kinetoplast DNA of Crithidia acanthocephali. Nucleic Acids Research, 6: 3785-3804.

Frank, C., Hadziandoniou, M., Pratlong, F., Garifallou, A., Rioux, J.A. (1993). Leishmanin tropica and
Leishmania infantum responsible for cutaneous leishmaniasis in Greece: sixteen azutochthonous cases,
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 87: 184-183,

Franke, E.D., Lucas, C.M., Tovar, A.A., Kruger, J.H., Seminario de Rivera, M.V., Wignall, F.S. (1990).
Diffuse cutaneous leishmaniasis acquired in Peru. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 43:
260-262.

Frasch, A.C.C., Goijman, $.G., Cazzule, J.J., Stoppani, A.O.M. {1981). Constant and variable regions in
DNA minicircles from Trypanosoma cruzi and Trypanoesoma rangeli: application to species and stock
differentiation. Melecular and Biochemical Parasitology, 4: 163-170.

Freese, ].A., Markus, M.B. (1990), Enzyme typing of southern African isolates of Plasmodium falciparum
by polyacrylamide gel electrophoresis. Transactions of the Rayal Society of Tropical Medicine and Hygiene,

34: 519-520.

Gajendran, N., Dujardin, J.L., Le Ray, D., Matthyssens, C., Muyldermans, 8., Hammers, R, (1989},
Abnaormatly migrating chromosome identifies Leishmania donovani pepulations. En: Leishmaniasis: The
Current Status and New Strategies for Comrol, (Hart, D.T. ed.), pp. 539-547, Plenum Press. New York.

Galindo, 1., Ramirez, J.L. (1989). Study of Leishmania mexicana electrokaryotype by clamped homogeneous
electric field electrophoresis. Molecular and Biochemical Parasitology, 34: 245-252,

Galofré, 1., Mir6, J.M., Mallolas, J., Garcia-Ruz, F., Grau, }.M. {1990). Leishmaniasis visceral en
pacientes infectados por el VIH en el drea de Barcelona. Revista Clinica Espanela, 187: 98-99.



Bibliografia 194

Gillego, J., Fisa, R., Rioux, J.A., Pratlong, F., Guilvard, E., GiHlego, J., Riera, C., Juncosa, T., Portds,
M. (1993). Los zimodemas de Leishmania infantum en la comarca del priorato. Acta Parasitologica
Portuguesa, I: 49, '

Géllego, J., Portiis, M. (1984). Etude preliminaire de la leishmaniose humaine et canine en Catalogne-Sud:
A propos de ’étude enzymatique de quatre souches. Colloque international sur la taxonomie et la
phylogendse des Leishmania, CNRS, Montpellier (France).

Giéilego, M., Rioux, I.A., Rispail, P., Guilvard, E., Géllego, J., Portis, M., Delalbre, A., Bastien, P,
Martinez Ortega, E., Fisa, R. (1990). Primera denuncia de flebotomos (Diptera, Psychodidas,
Phlebotominae) en la provincia de Lérida (Espafia, Cataluiia), Revisia [bérica de Parasitologla, 50; 123-127.

Gérate, T., Alvar, J. (1993). Técnicas del DNA aplicadas al diagndstico de las enfermedades parasitarias.
En: Parasitologia Molecular. Coleccidn Nuevas Tendencias vol, 24: 374-396,

Gardener, P.J., Chance, M.L., Peters, W. (1974). Biochemical taxonomy of Leishmania I1: Electrophoretic
variation of malate dehydrogenase. Annals of Tropical Medicine and Parasitology, 68: 317-325.

Gardiner, K., Laas, W,, Patterson, D. (1986). Fractionation of larger mammalian DNA restriction fragments
using vertical pulsed-field gradient gei electrophoresis. Somaric Cell Molecular Genetie, 12:185-195.

Garin, J.P., Peyramond, D., Piens, M.A., Rioux, J.A., Godfrey, D.G., Lanotte, G., Pratlong, F. (1985).
Présence de leishmania major Yakimoff et Schokhor, 1914 au Mali, Identificatlion enzimatique d’une souche |
d’origine humaine. Annales de Parasitologie Humaine et Comparée, 60: 93-94.

Garvey, E.P., Santi, D.V. (1986). Stable amplified DNA in drug-resistant Leishmania exits as
extrachromosomal circles, Science, 233 535-540.

Gashumba, J.k., Baker, R.D., Godfrey, D.G. (1988). Trypanosoma congolense: the distribution of enzymic
variants in East and West Africa. Parasitology, 96: 475-486.

Ghalib, H.W., Eltoum, E.A., Kroon, C.C.M., El Hassan, A.M. (1992). Identification of Leishmania fn.)m
mucosal leishmanisis by recombinant DNA probes. Transactions of the Raval Society of Tropical Medicine

and Hygiene, 86: 158-160.

Giannini, S.H. (1989). Chromosome size homologies in Leishmania major determined by molecolar
karyotyping. En: Leishmaniasis: The Current Status and New Strategies for Camtrol (Hart, D.T. ed.), pp.
917-923, Plenum Press. New York,

Giannini, S.H., Curry, S.S., Tesh, R.B., Van der Ploeg, LH.T. (1990). Size-conserved chmmsan\cs and
stability of molecular karyotype in cloned stocks of Leishmania major. Molecular and Biochemical

Parasitology, 39: 9-22.

Giannini, S.H., Schittini,M., Keithly, J.S., Warburton, P.W. ,Carton, Ch. R..‘\{an dc_:r Ploeg, ‘l-jH."I’.
(1986). Karyotype analysis of Leishmania species and its use in classification and clinical diagnoss. Science,

232: 762-765.
Gibson, W.C. (1985). Molecular karyotyping. Parasitology Today, I: 64-65.

Gibson, W.C. (1989). Analysis of a genetic cross hetween Trypanosoma brucei rhodesiense and T. b, hrucer.
Parasitology, 99: 391402,

(1992). Trisomy and chromosome size changes in hybnd

i .C. side, L., Bailey, M.
ST . a brucei thodesiense and T, b. brucei. Malecular

Irypanosomes from a genetic cross hetween Trypanasom
and Biochemical Parasitology, 52: 189-200.



Bibliografia 195

Gibson, W.C., Ga_shumba. J.K. (1983). Isoenzyme characterization of some Trypanozoon stocks from a
recent trypanosomiasis epidemic in Uganda. Transactions of the Rayal Society of Tropical Medicine and
Hygiene, 77: 114-118.

Githure, J.L., Hendricks, L.D)., Schour, L.F., Kilu, G., Perkins, P.V. {1986). Characterization of crithidia-
like organism isolated from man, animals and sand flies in leishmaniais endemic foci in Kenya. Proceedings
af the Seventh Annual Medical Scientific conference. KEMRI/KETRI, Nairobi, Kenya: 243-247.

Godfrey, D.G., Kilgour, V. (1976). Enzyme electrophoresis in characleizing the causative organism of
Gambian trypanosomiasis. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 70 219-229,

Godfrey, D.G., Scott, C.M, Gibson, W.C. Mehlitz, D., Zillmann, U. (1987). enzyme polymorphism and
the identity of Tryvpanosoma brucei gambiense, Parasitology, 94: 331-347.

Goldberg, S.5., Pereira, A.A. (1983). Enzyme variation among clones of Trypanosoma cruzi. Journal of
Parasitology, 69: 91-96.

Gé&mez-Eichelmann, M.C., Holz, G. Jr., Beach, D., Simpson, A.M., Simpson, L. (1988). Comparison of
several lizard Leishmania species and strains in terms of kinetoplast minicircle and maxicircle DNA
sequences, nuclear chromosomes, and membrane lipids. Molecular and Biochemical Parasitology, 27: 143-
158,

Gémez-Lus, P., Fields, B.S., Benson, R.F., Martin, W.T, O'Connor, S.P.. Black, C.M. (1993},
Cormparison of arbitrarily primed polymerase chain reaction, ribotyping, and monoclonal antibody analysis
for subtyping Legionella pneumophila serogroup 1. Journal of Clinical Microbiology. JI: 1940-1942.

Goncalves de Lima, V.M.Q., Roitman, 1., Kilgour, V. (1979). Five trypanosomatid species of insects
distinguished by isoenzymes. Journal of Protozoology, 26: 648-652.

Gonzilez Castro, J., Morillas Mérquez, F., Benavides Delgado, L. (1987). Leishmania infantum s. sir.,
parasite du rat noir (Rattus rattus). a propos du typage enzymatique d'un souche isolée en Espagne, dans
la province de Grenade. Annales de Parasitologie Humaine et Comparée, 62: 101.

Goodwin, P.H., Annis, S.L. (1991), Rapid identification of genetic variation and pathotype of Leptosphaeria
maculans by random amplified polymorphic DNA assay. dpplied and Environmental Microbiology, 57.

2482-2486.

Gradoni, L. (1993). Biochemical and molecular methods for Leishmania characterization. .En:‘.loim
WHO/MZCP/HPI Workshop on the epidemiology, diagnosis and control of Leishmaniasis in the
Mediterranean area. Atenas, Grecia. pp. 45-47.

Gradoni, L., Gramiccia, M. (1994). Leishmania infantum tropism: strain genotype or host immune status?.
Parasitology Today, 10: 264-267.

Gradoni, L., Gramiccia, M., Betti, F. (1990). Fatal visceral disease caused by a dermotropic Leishmania
in a patient with human immunodeficiency virus infection. Journal of Infection, 20 169-184.

Gradoni, L., Gramiccia, M., Maroli, M., Pozio, E. (1986). [nfestations mixles de Phleborm?u_as perm‘cfo,s"us
Newstead, 1911 par différents zymodémes du complexe Leishmania infamum. Etl_u!g expfnmenlale. En:
Leishmania. Taxonomie ¢t phylogendse. Applications éco-épidémiologiques. (Coll. int. CNRS INSERM,

1984 (Rioux J.A., ed.). pp. 305-310. IMEEE, Montpellier.

Gradoni, L., Gramiccia, M., Léger, N., Pesson. B.. Madulo-Leblond, G., Ki!lick-](endrick. R.. Killic_k—
Kendrick, M., Walton, B.C. (199]), [soenzyme characterization of Leiximania trom man.. dog and sandflies
in the Maltese islands. Transactions of the Roval Society of Trepical Medicine and Hygiene, &5: 217-219.



Bibliografla 196

G’_"’dus' M.S., Matlhews, H.M. (1985). Electrophoretic analysis of soluble proteins and esterase, superoxide
dismutase and acid phosphatase isoenzymes of members of protozoan family trichomonadidae. Comparative
Biachemistry and Physiology, 81: 229-233,

Gramiccia, M., I:}en~lslmail, R., Gradoni, L., Ben Rachid, M.5., Ben Said, M. A. (1991). Leishmania
infantum enzymatic variant, causative agent of cutaneous leishmaniasis in north Tunisia. Transactions of the
Roval Society of Tropical Medicine and Hygiene, 85: 3710-371.

Gramiccia, M., Bettini, S., Yasarol, 5. (1984). Isoenzyme characterization of Leishmania isolates from
human cases of cutaneous leishmaniasis in Urfa, south-east, Turkey. Transactions of the Roval Society of
Tropical Medicine and Hvgiene, 78: 568,

Gramiccia, M., Gradoni, L., di Martino, L., Romano, R., ERcalini, D. {1992¢). Two syntopic zymodemes
of Leishmania infantum cavnse human and canine visceral leishmaniasis in the Naples area, ltaly. Acta
Tropica, 50: 357-359.

Gramiccia, M., Gradoni, L., Pozio, E. (1986). Caractérization biochimique de souches du complexe
Leishmania infantum isolées en [tatie. En: Leishmania. Taxonomie et phylogenése. Applications éco-
épidemiologiques. {Coll. inr. CNRS/INSERM, 2-6 juillet 1984) (Rioux J.A.. ed.). pp. 445-454. IMEEE,
Montpellier.

Gramiccia, M., Gradoni, L., Pozio, E. (1987). Leishmania infantum sensu lato as an agent of cutaneous
leishmaniasis in Abruzzi region (Italy). Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene,
81: 235-2317.

Gramiccia, M., Gradoni, L., Troiani, M. (1992b). HIV-Leishmania co-infections in Haly. [soenzyme
characterization of Leishmania causing visceral leishmaniasis in HIV patients. Transactions of the Roval
Society of Tropical Medicine and Hygiene, 86: 161-163,

Gramiceia, M.: Maazoun, R., Lanotte, G., Rioux, J.A., Le Blancq, S., Evans, D.A., Peters, W., Bettini,
S., Gradoni, L., Pozio, E. (1982), Typage enzymatique de onze souches de Leishmania isolées en ltalie
continental , A partic de formes viscérales murines, canines et vulpines. Mise en évidence d’un variant
enzymatique chez le Renard (Vulpes vuipes). Annales de Parasitologie Humaine et Comparée, 57: 521-531

Gramiceia, M., Smith, D.F., Angelici, M.C., Ready, P.D., Gradoni, L. (1992a). A kinetoplast DNA probe
diagnostic for Leishmania infantum. Parasitology, 105: 29-34.

Grau, J.M., Bosch, X., Salgado, A.C., Urbano-Mirquez, A. ( 1989). Human immunodeficiency virus (HIV)
and aplastic anemia. Annals of Internal Medicine, 110:576-577.

Graves, P.M., Carter, R., Keystone, J.5., Seeley, D.C. Ir. (1984). Drug sensitivity aqd tsoenzZyme type
cloned lines of Plasmodium falciparunt. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 33 212-219,

Grimaidi, G. Jr., Kreutzer, R.D., Hashiguchi, Y., G6émez, E.A., Mimory, T.. Tesh, R.B._ (i%?h,
Descrption of Leishmania equatorensis sp.N (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) a new parasite infecting
arboreal mammals in Ecuador. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, 87: 221-228.

Guerrini, F. (1992). Genetique des populations et phylogenie des Lei.vhmmﬁa du nouvean monde. Thése pour
le Doctorat en Sciences Biologiques (Parasitalogis). Universite Montpellier il. 111 pp.

Mello, M.. Scorza, 1.V.. Afiez, N.. Ramirez, J.L. (1992).

. : ., da Silveira, J.P., de .
Do, B, A0, G b hes. Maolecular and Biochemical

Identification of a new world Leishmania using ribosomal gene spacer pro
Parasitology, 56: 15-20,

Guilvard, E.. Rioux. J.A., Gillego, M., Pratlong, F.. Mahjour. J., Martinez-Ortega, B.. Dereure, k.,



Bibliografia 197

Saddiki, A., Martini, A. (1991). Leishmania tropica au Maroc [1. Réle vecteur de Phlebotomus sergenti.
4 propos de 89 isolats. Annales de Parasitologie Humaine et Comparde, 66: 96-99,

Guim. [., Van Eys, G.J.J.M., Ben Ismail, R., Dellagi, K. (1994}, Use of recombinant DN A probes for
species identification of Old World Leishmania isolates. American Journal of Tropical Medicine and
Hygiene, 50: 632-640,

Gutiérrez-Solar, B. (1992). Asymtomatic leishmaniasis. M. Phil. degree. University of Cambridge.

Gutiérrez-Solar, B., Aguiar, A., Alvar, J. (1990). Electroforesis por gradiente de pulses {RFE) en la
caracterizacion de Leishmania infantum. En: IV Cogreso de ln SEIMC, Madrid:E 4/14.

Hamers, R., Gajendran, N., Dyjardin, J.C., Stuart, K. (1989). Circular and linear forms of small nucleic
acids in Leishmania. En: Leishmaniasis: The Current Status and New Strategies for Control (Hart, D.T.
ed.), pp. 985-988, Plenum Press. New York.

Harris, H., Hopkinson, D.A. (1976). En: Hand-book of Enzyme electrophoresis in Human Genetics, North-
Holland, Amsterdam.

Hassan, M.Q., Das, 8., Adhya, 8. (1992). Mini-exon derived RNA gene of Leishmania donovani: stmcture,
organization and expression. Journal of Biosciences, {7: 55-66.

Hassan, M.Q., Ghosh, A., Ghosh, 8.S., Gupta, M., Basu, D., Mallik, K.K., Adhys, S. (1993). Enzymatic
amplification of mini-exon-derived RNA gene spacers of Leishmania donovani: primers and probes for DNA
diagnosis. Parasitology, 107: 509-517,

Hempelmann, E., Ling, L., Wilson, R.J.M. (1981). S-antigens and isozymes in strains of Plasmodium
Jalciparum, Transactions of the Roval Society of Tropical Medicine and Hygiene, 75: 855-856.

Hennessy, K.JI., landolo, [LJ., Fenwick, B.W. (1993}, Serotypse identification of Actinobacillus
pleuropneumoniae by arbitrarily primed polymerase chain reaction. Journal of Clinical Microbiology, 31:
1155-1159.

Henriksson, I., Pettersson, U., Solari, A. (1993). Trypanosoma cruzi: Correlation between karyotype
variability and isoenzyme classification. Experimental Parasitology, 77; 334-338.

Hermdndez, R., Diaz de Ledn, F., Castafieda, M. (1988). Molecular cloning and partial characterization of
ribosomal RNA genes tfrom Trypanosoma crizi. Molecutar and Biochemical Parasitology, 27 275-280.

Hemandez, R., Rios, P., Valdés, A.M., Pinero, D. {1990). Primary structure of Trypanosoume cruzi small-
subunit ribosomal RNA codon regton: comparisen with other trypanosomatids. Molecular and Biochemical

Parasitology, 41: 207-212,

Hightower, R.H., Bliska, I.B., Cozzarelli, N.R., Santi, D.V. (1989). Analysis of amplified DNAs from
drug-resistant Leishmania by orthogonal-field-alternation gel electrophoresis. Journal of Biological
Chemistry, 264: 2979-2984,

Hightower, R.C., Ruiz-Pérez, L.M., Wong, M.L., Santi, D.V. (1988). Extrachromosomal elements in the
lower sukaryote Leishmania. Journal of Biological Chemistry, 263: 16970-16976.

Hightower, R.C., Wong, M.L., Ruiz-Perez, L., Santi, D.V. (1987, Electron microscopy of amplified DNA
forms in antifolate-resistant Leishrania. Journal of Biological Chemistry, 262: 14618-14624.

Hoetjmakers, J.H.J., Borst, P. (1978). RNA from the insect trypanosome Crithidia luciline conlains
transcripts of the maxicircle and not of the minicircle component of kinetoplast DNA.  Biochimica



Bibliografia 198

Biophysica Acta, 521: 407-411,

Hoeijmakers, J.H.J., Borst, P, (1982). Kinetoplast DNA in the insect trypanosomes Crithidia luciliae and
Crithidia fasciculata 11. Sequence evolution of the minicircles, Plasmid, 7: 210-220.

Homan, W.L., van Enckevort, F.H.J., Limper, L., Van Eys, G.J.J.M., Schoone, G.1., Kasprzak, W.,
Majeswska, A.C., van Knapen, F. (1992). Comparison of Giardia isolates from different lahoratoires by
isoenzyme analysis and recombinant DNA probes, Parasitology Research, 78: 316-323.

Horak, P., Vrchotovd, N,, Meyer, E.A., Giboda, M. (1990). Isolation, cultivation and isoenzyme
characterization of Giardia intestinalis strains. Folia Parasitologica, 37: 105-106.

Howard, M.K., Kelly, J.M., Lane, R.P., Miles, M.A. (1991). A sensitive repetitive DNA probe that is
specific to the Leishmania donovani complex and its use as an epidemiclogical and diagnostic reagent.
Molecular and Biochemical Parasitology, 44: 63-72.

Howard, M.K., Ogunkolade, W., Bryceson, A.D.M., Davidson, R.N., Moody, A.H., Miles, M.A. (1992).
A DNA probe for human visceral leishmaniasis. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and
Hygiene, 86: 35-36.

Howard, M.K., Vexenat, A., Cuba Cuba, C., Fonseca de Castro, J.A., Bryceson, A., Moody, A.,
Davidson, R., Miles, M.A. (1990). Epidemiological and diagnostic evaluation of & Leishmania donovani
complex nuclear DNA prabe. Second CEC meeting on leishmania: Field work, epidemiology, diagnosis and
intervention. pp. 39. Macuto, Venezuela.

Hunter, R.L., Market, C.L. (1957). Histochemical demonstration od enzymes separated by zone
electrophoresis in starch gels. Science, 125: 1294-1295.

Tovannisci, D.M., Beveriey, S.M. (1989). Structural alterations of chromosome 2 in Leishmania major as
evidence for diploidy, including spontaneous amplification of the mini-exon array. Molecular and

Biochemical Parasitology, 34: 177-188.

lovannisci, D.M., Goebel, D., Allen, K., Kaur, K., Uliman, B. (1984). Genetic analysis of adenine
metabolism in Leishmania donovani promastigotes. Evidence for diploidy at the aderune
phosphorybosyltransferasa locus. Journal of Biologycal Chemistry, 259: 14617-14623.

Isaac-Renton, J.L., Byme, S.K., Prameya, R. (1988). Isoelectric focusing of ten strains of Giardia
duodenalis. Journal of Parasitology, 74: 1054-1056.

Isaac-Renton, J.L., Cordeiro, C., Sarafis, K.. Shahriari, H. (1993). characterization of Giardia duodenalis
isolates from a waterborne outbreak. Journal of Infectious Diseases, 167: 421-440.

Izri, M. A., Belazzoug, S. (1993). Phlebotomus (Larroussius) perfiliewi naturally infected with dermmr'opm
Leishmania infantum at Tenes, Algeria, Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hyglene,
87: 399,

Tzri, M. A., Belazzoug, S., Boudjebia, Y., Dereure, J., Prationg, S., Delalbre-Bel-rmmle.‘A.. Rioux. J.A.
(1990). Leishmania infantum MON-1 isolé de Phiebotomus perniciosus, en Kabylie {Algérie). Annales de

Parasitologie Humaine et Comparée, 65: 151-152.

F.. Rioux, J.A. (1992). Isolement de Leishmania major chez

Iz, M.A., Belazzoug, S., Pratlong, ? .
pée écoépidemiologique. Annales de Parasitologie

Phicbotomus papatasi a Briska (Algérie) fin d'une épo
Humaine et Comparée, 67: 31-32.

lzri, M. A., Doumbo, O.. Belazzoug, S.. Pratlong, F. (1989). Présence de¢ Leishmania major MON-26 au



Bibliografia 199
Mali. Annales de Parasitologie Humaine et Comparée, 64: 510-511.

Jaccard, P. (1908) Nouvelles recherches sur Ia distribution florale. Bulletin de la Socidtd Vaudeise Sciences
Naturelles, 44; 223-270.

Jackson, P.R., Lawrie, J.M., Stiteler, J.M., Hawkins, D.W., Wohlhieter, J.A., Rowton, E.D. (1986},
Detection and characterization of Leishmarnia species and strains from mammals and vectors by hybridization
and restricition endonuclease digestion of kinetoplast DNA. Veterinary Parasitology, 20. 195-215.

Jackson, P.R., Wohlhieter, J.A., Jackson, J.E., Sayles, P., Diggs, C.L., Hockmeyer, W.T. (1984),
Restriction endonuclease analysis of Leishmania kinetoplast DNA characterizes parasites responsible for
visceral and cutaneous disease. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 33 808-819.

Jasmer, D.P., Stuart, K. (1986a). Conservation of kinetoplasstid minicircle characteristics without
nucleotide sequence conservation. Molecular and Biochemical Farasitology, 18 257-269.

Jasmer, D.P., Stuart, K. (1986b). Sequence organization in african trypanosome minicircles is defined by
18 base pair inverted repeats. Molecular and Biochemical Parasitology, 18: 321-331.

Jayarao, B.M., Bassam, B.J., Caetano-Anolles, G., Gresshoff, P.M., Qliver, 8.P. (1992). Subtyping of
Strptococeus uberis by DNA amplification fingerprinting. Journal of Clinical Microbiology, 30 1347-1350.

Jeannel, D., Tuppin, P., Brucker, G., Danis, M., Gentilini, M. (1989). Leishmanisis in France. Lancet,
: 304,

Jeffreys, A.J., Wilson, V., Thein, S.L. (1985). Hypervariable "minisatellites™ regions in human DNA,
Nature, 314: 6773.

Jenni, L. (1990). Sexual stages in trypanosomes and implications. Annales de Parasitologie Humaine el
Comparée, 65 (Suppl.l): 19-21,

Jenni, L., Marti, S., Schweizer, J., Betschart, B., Le Page, R.W.F., Wells, .M., Tait, A., P‘aa'ndxwoi'ne.
P., Pays, E., Steinert, M. (1986). Hybrid formation between African trypanosomes during cyclical
transmission. Nature, 322: 173-175.

Jiménez, M.I., Ferrer, M., Cafiavate, C., Gutiérrez-Solar, B., Garcfa, E., Benito, A., Alvar, J. (1993).
Tipificacién isoenzimética de cepas de Leishmania infantumr aistadas de enfermos inmunccompetentes ¢
inmunosuprimidos. Acta Parasitoldgica Portuguesa, I 154

Jiménez, M.L.. Gutiérrez-Solar, B., Benito, A., Aguiar, A., Garcia, E.. Cercenado, E Alvar, J. (1991}
Cutaneous Leishmania (L.) infantum zymoclemes isolated from bone marrow in AFDS patients. Research and

Reviews in Parasitology, 51: 95-99.

Jiménez, M.1., Laguna, F., Solis, F., Alvar, J. (1994). New Leishmania (Leishmania) infanium zymodernes
responsible for visceral leishmaniais in HIV-positive co-infected patients from Spain. Transactions of the
Roval Society of Tropical Medicine and Hygiene, (en prensa).

ar, J. (1994). Visceral leishmaniasis in

Jiménez, M., Puente, S., Gutiérrez-Solar, B., Martinez, P., Alv :
{ of Tropical Medicine and Hygiene, 5+

Angola due to Leishmania (Leishmania} infantum. American Journa
687-692.

Joliffe, D.S.. Evans. D.A.. Bryceson, A.D.M. (1986). Cutaneous leishmaniasis. British Journal of
Dermarology, 114 745-749,

Joshi. H., Subbaran, S.K.. Raghavendra, K., Sharma, V.P. (1989). Plasmodium vivax: cnrzyme



Bibliografia 200

polymorphism in isolates of Indian origin. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and
Hiygiene, 83: 179-181.

Kambhampati, S., Black IV, W.C., Rai, K.S. (1992). Random amplified polymorphic DNA of mosquito
species and populations (Diptera: Culicidae): Techniques, Statistical analysis, and applications. Journal af
Medical Entomology, 29: 939-945.

Kapler, G.M., Zhang, K., Beverley, S.M. (1990). Nuclease mapping and DNA sequence analysis of
transcripts from the dihydrofolate reductase-thymidylate synthase (R) region of Leishmania major . Nucleic
Acids Research, 18 6399-6408,

Katakura, K., Peng, Y., Pithawalla, R., Detke, S., Chang, K-P, (1991). Tunicamycin-resistant variants from
five species of Leishmania contain amplified DNA in extrachromosomal circles of different sizes with a
transcriptionally active homologous region. Molecular and Biochemical Parasitology, 44: 233-244,

Kelly, J.M., Law, I.M., Chapman, C.J., Van Eys, G.J.J.M., Evans, D.A. (1991). Evidence of genetic
recombination in Leishmania. Molecular and Biochemical Parasitology, 46: 253-264,

Kennedy, W.P.K. (1984). Novel idertification of differences in the kinetoplast DNA of Leishmania isolates
by recombinant DNA techniques and in situ hybridisation, Molecular and Biochemical Parasitology, 12:
313-325.

Kidane, G.Z., Hughes, D., Simpson, L. (1984). Sequence heterogeneity and anomalcus electrophoretic
mohbility of kinetoplast minicircle DNA from Leishmania tarentolae. Gene, 27: 265-277.

Killick-Kendrick, R. (1990). The life-cycle of Leishmania in the sandfly with special reference to the form
infective to the veriebrate host. Annales de Parasitologie Humaine et Comparée, 65: 37-42,

Killick-Kendrick, R, (1991a). Leishmania: cycle intravectoriel. Annales de Parasitologie Humaine et
Comparée, 66: 71-74.

Killick-Kendrick, R, (1991b). Leishmaniasis and "Desert Storm". Transactions of the Roval Society of
Tropical Medicine and Hygiene, 86: 698,

Killick-Kendrick, R., Bryceson, A.D.M., Peters, W., Evans, D.A., Leaney, A., Rioux, J.A. (1985).
Zoonotic cutaneous leishmaniasis in Saudi Arabia: lesions healing naturally in man foilowed by a second
infection with the same zymodeme of Leishmania major. Transactions of the Roval Society of Tropical
Medicine and Hygiene, 79 363-365.

Killick-Kendrick, R., Molyneux, D.H., Rioux, J.A,, Lanotte, G., Leaney, A.l. (1980). Possible origins of
Leishmania chagasi. Annales of Tropical Medicine and Parasitology, 74: 563-563,

Kilvington, S., Mann, P., Warhurst, D. (1983). Differentiation between Naegleria fowleri and N.
lovaniensis using isoenzyme electrophoresis of aspartate aminotransferase. Transactions of the Royal Saciery

of Tropical Medicine and Hvgiene, 78: 562-563.

Kitchen, P.A., Klein, V.A., Fein, B.1., Englund, P.T. (1984). Gapped mini-circles: A novel replication
intermediate of kinetoplast DNA. Journal of Biolegical Chemistry, 259: 15532-13539.

Kleisen, C.M., Borst, P., Weijers, P.J. (1976). The structure of kineteplast DNA. [. The Mini-circles of
Crithiclia luciliae are heterogeneous in base sequence. European Journal Biochemistry, 64: 141-151

Knowles, G., Betschart, B., Kukla, B.A., Scott, J.R., Majiwa, P.A.O. (1988). Genetically discrete
populations of Tiypanosoma congolense from livestock on the Kenyan coast, Parasitelogy, 96: 461-474.



Bibliografia 201

Kreutzer, R.D., Corredor, A., Grimaldi, G. Jr., Grogl, M., Rowton, E.G., Young, D.G., Morales, A.,
McMahon-Pratt, D., Guzman, H., Tesh, R.B. (1991). Characterization of Leishmania colombiensis sp. N
{Kinetoplastida: Trypanosomatidae), a new parasite infecting humans, animals, and phlebotomine sand fliend
Panamé. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 44: 662-675.

Kreutzer, R.D., Christensen, H.A. (1980). Characterization of Leishmania spp. by isoenzyme
electrophoresis. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 29; 199-208.

Kreutzer, R.D., Semko, M.E., Hendricks, L.D., Wright, N. (1983). Identification of Leishmania spp. by
multiple isozyme analysis. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 32; 703-715.

Kreutzer, R.D., Souraty, N., Semko, M.E. (1987). Biochemical identities and differences among Leishmania
species and subspecies. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 36: 22-32.

Kreutzer, R.D., Sousa, O. E. (1980). Biochemical characterization of Trypanosoma spp. by isozyme
electrophoresis. American Journal of Tropival Medicine and Hygiene, 30: 308-317.

Laham, S.M., Gredom, J.M., Miles, M.A., Povoa, M.M., de Souza, A.A. A, (1981). A comparison of
electrophoretic methods for iscenzyme characterization of trypanosomatids. I: Siandard stocks of
Trypanesoma cruzi zymodemes from northeast Brazil. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine
and Hygiene, 75: 742-750.

Lainson, R. (1984). Cutaneous leishmaniasis in Belize, Central America, and identity of the causative
parasite, Transactions of the Royal Tropical Medicine and Hyglene, 78: 851,

l.ainson, R., Braga, R.R., de Souza, A,A.A., Pévoa, M.M., [shikawa, E.A.Y., Silveira, F.T, (1989),
Leishmania (Viannia) shawi n. sp., a parasite of monkeys, sloth and procyonids in Amazonian Brazil,
Annales de Parasitologie Humaine et Comparde, 65: 282284,

Lainson, R., Shaw, J.J. (1972). Leishmaniasis in the New Wortd: Taxonomic problems. British Medical
Bulletin, 28: 44-48.

Lainsen, R., Shaw, 1.]. (1979). The role of animals in the epidemiclogy of south american leishmaniasis.
En: Biology of the kinetoplastida. (W.H.R. Lumsden and D.A. Evans, Eds.), Vol.2. pp. 1-116. Academic
Press Inc: London, New York.

Lainson, R., Shaw, J.J. (1986). The genus Leishmania Ross, 1903, Speculations on evolution and
speciation. En: Leishmania. Taxonomie et phylogenése. Applicaiions éco-épidemiologiques. (Coll. int.
CNRS/INSERM, 2-6 juiller 1984) (Rioux I.A., ed.). pp. 241-245. IMEEE, Montpellier, France.

Lainson, R., Shaw, J.J. (1987). Evolution, classification and geographical distribution. En: ’er
Leishmaniasis in Biology and Medicine, Vol. | (W. Peters and Killick-Kendrick, eds), pp. 1-120), Academic

Press, London.

Lainson, R., Shaw, J.J. (1989). Leishmania (Viannia) naiffi sp. n., a parasite of the armadillo, Dassypus
novemcictus (L.) in amazonian Brazil. Annales de Parasitologie Humaine et Comparée, 64: 3-9.

Lainson, R., Shaw, J.J., Miles, M.M., Pdvoa, M. (1982). Leishmaniasis in Brazil: XVII. enzymic
characterization of a Leishmania from the armadillo, Dasypus novemcinctus (Edentata), from Pard State,
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 76: 810-811.

Lainson, R., Shaw, J.J., Ready, P.D., Miles, M.A., Pévoa, M. (1981). Leishmaniasis in Brazil: XVI.
Isolation and identification of Leishmania species from sandflies, wild mammals and man in north Pard State,
with particular reference to Leistumania braziliensis guyanensis causative agent of "pian-bois™. Transactions
of the Roval Sociery of Tropical Medicine and Hygiene, 75: 530-336.



Bibliograffa 202

Lallinson,l R., .Shaw, 1.1., Silveira, F.T., Fraiha, H. (1983). Leishmaniasis in Brazil. XIX: Visceral
leishmaniasis in the Amazon Region, and the presence of Lurzomyia longipalpis on the 1sland of Marajs,
Pard State. Transactions of the Royal Tropical Medicine and Hygiene, 77: 323-330,

Lainson, R., Shaw, J.J., Silveira, F.T., Braga, R.R. (1987), American visceral leishmniasis: on the origin
of Leishmania (Leishmania) chagasi. Transactions of the Rayal Society of Tropical Medicine and Hygiene,
81 517.

Lainson, R., Shaw, J.J., Silveira, F.T., Braga, R.R., Ishikawa, E.A.Y. (1990). Cutaneous leishmaniasis
of man due to Leishmania (Viannia) naiffi Lainson and Shaw, 1989. Annales de Parasitologie Humaine et
Comparée, 65: 282-284.

Lainson, R., Shaw, J.J., Ward, R.D., Ready, P.D., Naiff, R.D. (1979). Leishmaniasis in Brazil: XIIIL
Isolation of Leishmania from armadillos (Dasypus novemcinctus), and observations on the epidemiology of
cutaneous leishmaniasis in north Park State, Transactions of the Royal Sociery of Tropical Medicine and
Hygiene, 73: 239-242,

Laird, P.W. (1989). Trans splicing in trypanosomas-archaism or adaptation. Trends Genetics, 5; 204-208.

Lamaury, J., Reynes, J., Pratlong, F., Dereurs, J., Dedet, J.P., Janbon, F. (1993). Visceral leishmaniasis
in HlV-infected patients: Epidemiological and bio-clinical features, En: Abstract Book (Voiume [) of IX
International Conference on AIDS. Berlin, p. 378,

Lanotte, G., Rioux, J.A. (1990). Mise en evidence d'un processus de cytogamie chez les Leishmania
(Kinetoplastida-Trypanosomatidae). Annales de Parasitologie Humaine et Comparée, 65: 47-48,

Lanotte, G., Rioux, J.A,, Mazzoun, R., Pasteur, N., Pratlong, F., Lepart, J. (1581). Application de ia
méthode numérique 4 la taxonomie du genre Leishmania Ross, 1903. A propos de 146 souches originaires
de I'Ancien Monde. Utilisation des allozymes. Corollaires épidémiologiques et phylétiques. Annales de
Parasitologie Humaine et Comparée, 56: 575-592,

Lanotte, G., Rioux, J.A,, Pratlong, F. (1980). Ecologie des Leishmanioses dans le sud de la France, 14,
Les leishmanioses humaines en Cévennes. Annales de Parasitologie (Paris), 55: 635-643,

Lanotte, G., Rioux, l.A., Serres, B. (1986). Approche cladistique du genre Leishmania Ross, 1903, A
propos de 192 souches originaires de 1' Ancien Monde. Analyse numérique de 50 zymodémes identifiés par
I5 enzymes et 96 isoenzymes. En: Leishmania. Taxonomie et phylogendse. Applications é&co-
éptdemiologiques. (Coll. int. CNRS/INSERM, 2-6 juiller 1984) (Rioux J.A., ed.). pp. 269-288. IMEFE,
Montpellier.

Lares-Villa, F., De Jonckheere, J.F., De Moura, H., Rechi, A., Ferreira, E., Fernandes, 8., Ruiz, C.,
Visvesvarg, R.S. (1993). five cases of prymary amebic meningoencephalitis in Mexicali, Mexico: study of
the isolates, Journal of Clinical Microbiology, 31; 685-688,

Laskay, T., Kiessling, R., De Wit, T.F.R,, Wirth, D.F, ({991a). Generation of species-specific DNA
probes for Leishmania aethiopica. Molecular and Biachemical Parasitology, 44 279-286.

Laskay, T., Gemetchu, T., Teferedegn, H., Frommel, D. (1991b). The use of DNA hybridization for the
detection of Leishmania aethiopica in naturally infected sandfly vectors. Trausactions of the Royal Society
of Tropical Medicine and FHygiene, 85: 599-602.

Lawrie, J.M., Jackson, P.R., Stiteler, J.M., Hockmeyer, W.T. (1985). I[dentification of pathogenicl
Leishmania promastigotes by DNA: DNA hibridization with kinetoplast DNA cloned with Escherichia coli

plasmids. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 34: 257-265.



Bibliografia 203

Le Blancq, S.M. (1986). Enzyme characterization and epidemiology of Old World Lefshmania. En:
Leishmania. Taxonomie et phylogendse. Applications éco-épidemiclogiques. (Coll. int. CNRS/INSERM, 2-6
Juillet 1984) (Rioux J.A,, ed.), pp. 333-339. IMEEE, Montpeilier.

Le [?lanf:q, S.M., Peters, W. (1986a). Leishmania in the Old World: 1. The geographical and hostal
distribution of L. major zymodemes, Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene,
8 : 99-112.

Le Blancq, S.M., Peters, W. (1986h). Leishmania in the Old World: 4. The distribution of L. donovani
sensu lato zymodemes. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 80: 367-377.

Le Blancq, S.M., Belehu, A., Peters, W. (1986b). Leishmania in the Old World: 3. The distribution of L.
aethiopica zymodemes. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 80: 360-366.

Le Blancq, 5.M., Desser, §.8., Shkap, V., Pipano, E. (1986¢c). Besnoitia strain differentation using
isoenzyme electrophoresis, Journal of Parasitelogy, 72; 475-476.

L= Blancq, S.M., Lagham, 8.M., Evans, D.A. (1987). Appendix IV. Comparative iscenzyme profiles of
Old and New World Leishmania. En:The Leishmaniases in Biology and Medicine, Volume 1. biology and
Epidemiology. (Peters, W.; Killick-Kendrick, R. Eds.}. Academic Press Inc. (London). pp. 543-541.

Le Blancq, 8.M., Schnur, L.F., Peters, W. (1986a). Leishmania in the Old World: 2. Heterogeneity among
Leishmania tropica zymodemes. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 80:
103-119.

Le Blancqg, S.M., Schnur, L.F., Schlein, Y. (1983). An apparent association of enzyme variants of
Leishmania major with specific geographical areas in Israel. Bulletin de la Societé de Pathelogie Exotique,
76: 543-548,

Lé&ger, N., Gramiccia, M., Gradoni, L., Maduio-Leblond, G., Pesson, B., Ferté¢, H., boulanger, N.,
Killick-Kendrick, R., Killick-Kendrick, M. (1988). Isolation and typing of Leishmania infantum from
Phlebotomus neglectus on the istand of Corfu, Greece. Transactions of the Royal Society ¢f Tropical
Medicine and Hygiene, 82: 419-420.

Lehmann, P.F., Lin, D., Lasker, B.A, (1992). Genotypic identification and characterization of species and
strains within the genus Candida by using random amplified polymorphic DNA. Journal of Ciinical
Microbiology, 30: 3249-3254,

Leén, W., Fouts, D.L., Manning, J, {1978). Sequence arrangement of the 168 and 268 rRNA genes in
pathogenic haemoflagellate Leishmania donovani. Nucleic Acids Research, 5: 491-504.

Le Page, R.F. W., Wells, J.M., Prospero, T.D., Stenberg, J. (1988). Genetic analysis of a hybnd
Trypanosoma brucei. En: Current Communications in Molecular Biology: Molecular Genetics of Parasitic
Protozoa (ed. Turner, M.J. y Amot, D.) pp. 65-71. Cold Spring Harbour Laboratory.

Levine, N., Corliss, J., Cox, F., Deroux, G., Grain, J., Honigberg, B., Leedale, G., Loeblich., A., Lom,
I., Lynn, D., Merinfeld, E., Page, F., Poljansky, G., Sprague, V., Vra, 1., Wallace, F. (1980). A newly
revised classification of the Protozoa. Journal of Protozoology, 27: 37-58.

Licois, D., Cere, N., Humbert, J.F., Rapy, A. (1994}. Utilisation de 1a RAPD-PCR pour la differenciation
inter et intra-specifique des Eimeria du Lapin: premiers resultats. En: Symposium "Qurils de la Biologie
Moleculaire en Parasitologie pour le diagnostic, la biosystématique et la génétique des popularions”.

Orleans, 23-25 Mars (France).

Lighthall, G.K., Giannini, S,H. (1992). The chromosomes of Leishmania. Parasitology Today, 8: 192-199,



Bibliografia 204

Liu, J., Gajendran, N., Muthui, D., Dujardin, J.C., Le Ray, D)., Hamers, R, (1990). Genetic mapping of
a circular extrachromosomal element in Leishmania mexicana M379 ITMAP 2167 and its related region in
a linear chromosome of Leishmania mexicana M379 ITMAP 2048, Second CEC meeting on leishmania:
Field work, epidemiology, diagnosis and intervention. pp. 71. Macuto, Venezuela.

Liu, J., Gajendran, N., Muthui, D., Muyldermans, S., Dujardin, J.C., De Doncker, 8., Jacquet, D., Le
Ray, D., Mathieu-Daudé, F., Hamers, R. (1991). Chromosome rearrangement in Leishnania mexicana

M379. Molecular and Biochemical Parasitology, 46: 53-60,

Liu, [,, Muthui, D., Gajendran, N., Hamers, R, (1989). Analysis of CD1 and LDI1-like elements in
Leishmania mexicana. En: EUROLEISH/ECC Congress, Qostende, pp. 40.

Liu, J., Salinas, G., Gajendran, N., Muthui, D., Muyldermans, 8., Hamers, R. (1992}. DNA recombination
associated with short direct repeats in Leishmania mexicana M379. Molecular and Biochemical Parasitology,

30: 351-354.

Long, P.L., Joyner, L.P. (1984). Problems in the identification of species of Eimeria, Journal of
Protozoology, 311 535-541,

Looker, D., Miller, L.A., Elwood, H.J,, Stickel, 8., Sogin, M.L. {1988). Primary structure of Leishmania
denovani small subunit ribosomal RNA coding region, Nuclelc Acids Research, 16: 7198,

Lopes, V.G., Momen, H., Grimaldi, G,, Marzochi, C.A., Pacheco, R.8., Morel, C.M., (1984). Schizodeme
and zymodeme characterization of Leishmania in the investigation of foci of visceral and cutaneous
Leishmaniasis. Journal of Parasitolgy, 70: 89-98,

Lopes, U.G., Wirth, D. F. (1986). Identification of visceral Leishmania species with cloned sequences of
kinetoplast DNA. Molecular and Biochemical Parasitology, 20: 77-84.,

Lopez, M., Montoya, Y., Arana, M., Cruzalegui, F., Braga, J., Llanos-Cuentas, A., Romero, G., Arévalo,
J. (1988). The use of nonradioactive DNA probes for the characterization of Leishimania isolates from Peru.
American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 38: 308-314.

Lopez, M., Montoya, Y., Llanos-Cuentas, A., Arevalo, J. (1989), Biotinylated kKDNA from Leishmania
braziliensis. En: Leishmaniasis: The Current Status and New Strategles for Control (Hari, D.T. ed.), pp.
525-529, Plenum Press. New York.

Lortholary, O., Mechali, D., Christiaens, D., Gougerot Pocidalo, M., Brandely, M., Babinet, P. (1990).
Interferon-associated with conventional therapy for recurrent visceral leishmaniasis in a patient with AIDS,

Reviews of Infectious Diseases, 12: 370-371.

Loudon, K.W., Burnie, J.P., Coke, A.P., Matthews, R.C, (1993). Application of polymerase chain reaction
to fingerprinting Aspergillus fumigatus by random amplification of polymorphic DNA. Journal of Clinical
Microbiology, 31; 1117-1121.

Lumsden, (1977). Problems in characterization and nomenclature of trypanosome populations. Annales de
la Societé Belge de Medecine Tropicale, 57, 361-368,

Maazoun, R., Lanotte, G., Pasteur, N., Riouz, J.A., Kennou, M.F., Pratlong, F. (1981b). Ecologie des
letshmanioses dans le Sud de la France. 16, Contribution a |'analyse chimiotaxonomique des parasites de la
leishmaniose viscérale méditerranéenne. A propos de 55 souches isolées en Cévennes, Cote d’Azur, Corse
et Tunisie. Annales de Parasitologie (Paris) 56: 131-146,

Maazoun, R., Lanotte, G., Rioux, J.A., Pasteur, N., Killick-Kendrick, R., Pratlong, F. (1981a).
Signification du polymorphisme enzymatic chez les leishmanies. A propos de trois souches hétérozygotes



Bibliografla 205

de Leishmania infantum Nicolle, 1908, Leishmania ¢f. 1arentolae Wenyon, 1921 et Leishmania aethiopica
Bray, Ashford et Bray, 1973. Annales de Parasitologie (Paris), 56: 467-475.

Maazoun, R., Pratlong, F., Lanotte, G., Rioux, J.A. (i986). Le coomplexe Leishmania mafor. a propos
de de 1’analyse numérique de 35 souches identifiées par le méthode enzymatique. En: Leishmania.

Taxonomie et phylogendse. Applications éco-épidemiologiques. (Coll, int, CNRS/INSERM, 2-6 juillet 1984)
(Rioux J.A., ed.). pp. 119-125, IMEEE, Montpellier.

Macedo, A.M., Melo, M,N,, Gomes, R.F., Pena, §.D.J. {1992). DNA fingerprints: a tool for identification
and determination of the relationships between species and strains of Leishmania. Molecular and Biochemical
Parasitology, 53: 63-70,

MacGowan, A.P., O'Donaghue, K., Nicholls, S., McLauchlin, J., Bennett, P.M., Reeves, D.§. (1993}
Typing of Listeria spp. by random amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis. Journal of Medical
Microbiology, 38: 322-327.

Macina, R.A., Sdnchez, D.O., Gluschankof, D.A., Burrone, O.R. Frasch, A.C.C. {1986). Sequence
diversity in the kinetoplast DNA minicircles of Trypanosoma cruzi. Moleculer and Biochemical
Parasitology, 21: 25-32.

MacPherson, J.M., Gajadhar, A.A. (1992). Random amplified polymorphic DNA. Parasitology Today, 8:
215,

Maggill, A.J., Grogi, M., Gasser, , R.A., Sun, W., Oster, C.N. {1993), Visceral infection caused by
Leishmania tropica in veterans of Operation Desert Storm. New England Journal Medicine, 328: 1383-1187.

Majiwa, P.A.Q., Maina, M., Waitumbi, J.N., Mihok, 3., Zweygarth, E. (1993). Trypanosoma
¢Nannomeonas) congolense: molecular characterization of a new genotype from Tsavo, Kenya. Parasitology,
106: 151-162.

Mallinson, D.J., Coombs, G.H. (1989). Interaction of Leishmania metacyclics with macrophages.
International Journal for Parasitology, 19: 647-656.

Mansour, N.S., Fryauff, D.J., Modi, G.B., Mikhail, E.M., Youssef, F.G. (1991)._ Isolation land
characterization of Leishmania major from Phlebotomus papatasi and military personnel in north Sinas,
Egypt. Transactions of the Royat Society of Tropical Medicine and Hygiene, 85: 590-591.

Marker, C.L., Moller, F. (1959). Multiple forms of enzymes: tissue, ontogenetic, and species-specific
patterns. Proceedings of the National Acadeny of Sciences USA, 45: 753-763.

Maroli, M., Gramiccia, M., Gradoni, L. (1987). Natural infection of Phlebotomus perﬁ_ﬁewi with
Leishmania infantum in a cutaneous leishmaniasis focus of the Abruzzi region, [taly. Transactions of the
Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, &1: 596-398.

Martin, J.. Morillas, F., Sanchiz, M.C., Acedo, C. (1992). Infeccién natural de Phlebomr.nu: perticiosus
por dos zimodemos distintos del complejo Leishmonia infantum en el Sudeste de Espana. .Ar:ms do V
Congreso Ihérico de Entomologia. Boletin de la Sociedad Potuguesa de Entomologla ! tsupppl 3): §13-520.

Martia, J.. Morillas. F.. Sanchiz, M.C., Acedo, C. (1994). Isoenzymatic characterization of the ctmtulgic
agent c;f c'anine leishmaniasis in the Granada region of southem Spain. American Journal of Tropical

Medicine and Hygiene, 54: 158-162,

F., Soriano, V., Puente, .. Moreno, V.. Sentchordi, M.J., Garcia-

Martinez, P.. de la Vega, &.. Lagte iasis in HIV-infected individuals

Aguado, C., Gonzélez-Lahoz, J. £1993). Diagnosis of visceral leishman
using peripheral blood smears. Aids, 7: 227-230,



Bibliografia 206

Marty, P., Fuziblet, J .G‘., Pratllo.ng. F., Quinsat, D., Gari-Toussaint, M., Dor, J.F., Le Fichoux, Y., Rioux,
I.A. (1991). Leishmaniose viscérale causée par une souche dermotrope de Leishmania infantum chez un
sidéen. Bulletin de la Société de Pathologie Exotique, 84: 365-367.

MarFy_, P., Le Fichoux, Y., Pratlong, F., Gari-Toussaint, M. (1994). Human visceral leishmaniasis in Alpes-
Maritimes, France: epidemiological characteristics for the period 1985-1992. Transactions of the Royal
Society of Tropical Medicine and Hygiene, 88: 33-34,

Marty, P., Pesce, A,, Fuzibet, ].G., Bernard,E., Berirand, F., Saint-Paul, M.C., Gari-Toussaint, M., Le
Fichoux, Y. (1989). Aspects biocliniques de la leishmaniose viscerale chez les sideens, A propos de 7
observations au C,H.U. de Nice. Bulletin de la Société Frangaise de Parasitologie, 7: 160-161.

Massamba, N.H. (1990). Genetic diversity in Leishmania major. En: Résumes Y1l Congres Intemational
de Parasitologie. Bulletin de la Soci¢té Fragaise de Parasitologie (Supp. 1). (Doby, J.M. Ed.) §3.B30: 247

Mathieu-Daudé, F., Tibayrenc, M. (1994). Isozyme variability of Trypanosoma brucei s.l.: Genetic,
taxonomic, and epidemiological significance. Experimental Parasitology, 78 1-19,

Matias, R., Schottelius, J., Raddatz, Ch.F., Michel, R. {1991), Species identification and characierization
of an Acanthamoeba strain from human comea. Parasitology Research, 77: 469-464,

Mayrhoffer, G., Andrews, R.H., Ey, P.L., Albert, M.J., Grimmond, T.R., Merry, D.l. {1992), The use
of suckling mice to isolate and grow Giardia from mammalian faecal specimens for genetic analysis.
Parasirology, 105: 255-263.

Mamirier, S.1., Audurier, A., Marquet-Van der Mee, N., Notermans, S,, Wernars, K. (1992). A
comparative study of randomly amplified polymorphic DNA analysis and conventional phage typing for
epidemiological studies of Listeria monocytogenes isolates. Research in Microbiology, 143: 507-512.

Mazurier, S.1.,, Wemars, K. (1992). Typing of Listeria strains by random amplification of polymorphic
DNA. Research in Microbiclogy, 143: 499-503.

McDaniel, I.P., Dvorak, J.A. (1993). Identification, isolation and characterization of naturally cccuring
Trypanosoma cruzi variants. Molecular and Biochemical Parasitology, 57: 219-222.

McGhee, R.B., Cosgrove, W.B. (1980). Biology and Physiology of the lower trypanosomatidae.
Microbiolagical Reviews, 44: 140-173.

Mebrathu, Y.B., Lawyer, P.G., Pamba, H., Koech, D., Perkins, P.V., Robers, C.R., were, 1.B.,
Hendricks, L.D. (1992). Biochemical characterization and zymodeme classification of Leisimania isolates
from patients, vectors, and reserveir hosts in Kenya, American Journai of Tropical Medicine and Hygiene,
47 852-892,

Medrano, F.J., Aleman Lorenzo, A., Beato Pérez, J.L. (1986). Leishmaniosis visceral de curso fatal
asociada a infeccion por HTLV-NL Medicina Clinica, 87: 780,

Medrano, F.J., Herndndez-Quero, J., Jiménez, E., Pineda, I.A., Rivero, A., Sénchez-Quijano, A., ‘.Vélez.
I.D., Viciana, P., Castillo, R., Reyes, M.J., Carvajal, F., Leal, M., Lissen, E. (1992). Visceral
leishmaniasis in HIV-1-infected individuals: a common oppotunistic infection in Spain?. Aids, 6: 1499-1503.

Meloni, B.P., Lymbery, A.J., Thompson, R.C.A. (1988). Iscenzyme electrophoresis of 30 isolates of
Ciardia from humans and felines.

Meloni, B.P., Lymbery, A.J., Thompson, R.C.A. (1989). Characterization of Giardia isolates using a non-‘
radiolabeled DNa probe, and correlation with the resulls of isoenzyme analysis. American Journal of



Bibliografia 207
Trapical Medicine and Hygiene, 40; 629-637,

Meloni, B.P., 'I'hor.upscmT R.C.A. (1987), Comparative studies on the axenic in vitro cultivation of Glardia
of human and canine origin: evidence for intraspecific variation. Transactions of the Royal Society of
Tropical Medicine and Hygiene, 81: 637-640.

Meunier, J.R., Grimont, P.A.D. (1993). Factors affecting reproducibility of random amplified polymorphic
DNA fingerprinting. Research in Microbiology, 144: 373-379,

Meyruey, M., Benkiran, D., Landon, A. (1974). Leishmaniose stomatopharyngo-laryngée observée au
Marcc. Bulletin de la Societé de Pathologie Exotique, 67: 625-632.

Miles, M.A. (1983). The epidemiology of South American Trypanosomiasis-biochemical and immunological
approaches and their relevance to control. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and
Hygiene, 77: 5-23,

Miles, M.A., Apt B, W., Widmer, G., Povpa, M.M., Schofield, C.J. (1984). Isoenzyme heterogeneily and
numerical taxonomy of Trypanosoma cruzi stocks from Chile. Transactions of the Roval Seciety of Tropical
Medicine and Hygiene, 78: 526-335.

Miles , M.A., Cibulskis, R.E. (1986). Zymoedeme characterization of Trypanosoma cruzi, Parasitology
Today, 2: 94-87,

Miller, S.1., Landfear, S., Wirth, D.F. (1986). Cloning and characterization of a Leishmania gene encoding
a RNA spliced leader sequence. Nucleic Acids Research, 14: 7341-7360.

Miles, M.A., Lanham, S.M., de Souza, A.A.A., Pévos, M. (1980). Futher enzymic characters of
Trypanosoma cruzi and their evaluation for strain identification. Transacions of the Royal Saciety of Tropical
Medicine and Hygiene, 74: 221-237.

Miles, M.A., Pévoa, M.M., de Souza, A.A., Lainson, R., Shaw, L.J, (1979). Some methods for the
enzymic characterization of latin-American Leishmania with particular reference to Leishmania mexicana
amazonensis and subspecies of Leishmania hertigi. Transacions of the Royal Society of Tropical Medicine
and Hygiene, 74; 243-252,

Mimori, T., Grimaldi Ir., G., Kreutzer, R.D., Gémez, E.A., McMahon-Pratt, D., Tesh, R.B.. Hashiguchi,
Y. (1989). Identification, using isoenzyme electrophoresis and monoclonal antibodies of Leishmania isolated
from humans and wild animals of Ecuador. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 40: 154~
158,

Mirelman, D., Bracha, R. (1984). Entamoeba histolytica: virulence enhancement of isoenzyme-stable
parasites. Experimental Parasitology, 57: 172-171.

Mirelman, D., Bracha, R., Chayen, A. (1986a), Emtamoeba histalytica: Effect of growth conditions and
hacterial associates on isoenzyme paiterns and virulence. Experimental Parasitology, 62: 142-148.

Mirelman, D.. Bracha, R., Wexler, A., Chayen, A. (1986b). Changes in isoenzyme patterns of a cloned
culture of nonpathogenic Entamoeba histolytica during axenization. Infection and Immuniry, 54: 827-832,

Mirelman, D. (1987). Effect of culture conditions and hacterial associates on the zymodemes of Entamoeba
histolytica. Parasitology Today, 3: 37-40.

Missoni, E. , Morelli, R., Balladares, L., Berrios, J., de Solan, M.D., Baldwin, C.L., Evans'. D.A. (1936)-
Isolation and characterization of leishmanias from Nicaragua. Transactions of the Roval Society of Tropical

Medicine and Hygiene, 80: 99%-1000.



Bibliografia 208

Molina, R., Amela, C., Nieto, J., San-Andrés, M., Gonzilez, F., Castillo, J.A., Lucientes, J., Alvar, 1.
(1994b). Infectivity of dogs naturally infected with Leishmania infantum 1o colonized Phlebotomus
perniciosus. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 88: 491-493.

Molina, R., Cafavate, C., Cercenado, E., Laguna, F., Lépez-Yélez, R., Alvar, J. (1994a). Indirect
xenodiagnosis of visceral leishmaniasis in ten patients with HIV-infection using colonized Phlebotomus
perniciosus. Aids, 8 277-279.

Molina, R., Lopez-Vélez, R., Gutiéreez-Solar, B., Jiménez, M.1., Alvar, J. (1992). Isolation of Lelshmania
infantum from the blood of a patient with AIDS using sandflies. Transactions of the Royal Society of
Tropical Medicine and Hygiene, 86: 516.

Molyneux, D.H. (1974). Virus-like particles in Leishmania parasites. Neture, 249: 588-589.

Molyneux, D.H., Killick-keadrick, R. (1987). Morphology, ultrastructure and life cycles. En: The
leishmaniasis in Biology and Medicine, (Peters, W., Killick-Kendrick, R., ed.), Vol. !. Academic Press,
London, p.121-176.

Molyneux, D.H., Ryan, L., Lainson, R., Shaw, J.J. (1986). The Leishmania-sandfly interface. En:
Leishmania. Taxonomie et phylogenése, Applications éco-épidemiclogiques. (Coll, ini. CNRS/INSERM, 2-6
Juiller 1984) (Rioux 1. A., ed.). pp. 311-324, IMEEE, Montpellier,

Momen, H. (1984). Parasite characterization by zymodeme analysis. En: Genes and antigens of parasites.
A laboratory manual. 2nd ed. pp. 111-1

Momen, H., Grimaldi Jr., G., Pacheco, R.S., Jaffe, C.L., McMahon-Pratt, d., Marzochi, M.C.A. (1983).
Brazilian Leishmania stocks phenotypically similar 1o Leishmania major. American Journal of Tropical
Medicine and Hygiene, 34: 1076-1084,

Montalban, C., Calleja, J.L. (1990b), Leishmaniasis visceral: una nueva infeccibn oportunista en portadores
de virus de la inmunodeficiencia humana, Medicina Clinica, (Barcelona), 94: 176-179,

Montalban, C., Calleja, J.L., Erice, A., Laguna, F., Clotet, B., Podzamczer, D., Cobo, J., Mallolas, I..
Yebra, M., Gallego, A., and the Co-operative group for the study of leishmaniasis in AIDS. (1990a).
Visceral leishmaniais in patients infected with human immunodeficiency virus. Journal of Infection, 21: 261-
270.

Montalban, C., Martinez-Fernéindez, Calleja, J.L., Garcia-Diaz, J. de D., Rubio, R., Dronda. F -, MOTEno,
S., Yebra, M., Barros, C., Cobo, 1., Martinez, M.C., Ruiz, F., Costa, JLR. (39_89). VlSCBl:al» lelshmlagjs
{Kala-azar) as an opportunistic infection in patients infected with the human immunodeficiency visus o

Spain. Reviews of Infectious Diseases, 11: 655-660.

Montamat, E.E., Arauzo, S. (1987), Characterization by electrophoretic zZymograms of 19 Trnipanosoma
cruzi clones derived from two chronic chagasic patients. Comp. Biochem. Physiol., 87: 417-422.

Montamat, E.E., de Luca d'Oro, G., Perret, B., Rivas, C. (1992). Characterization of Trvpanasoma cruZi
from Argentina by electrophorests zymograms. Acta Tropica, 50 125-133.

Morel, C., Simpson, L. (1980). Characterization of pathogenic trypanosomalidae by rles:triclion cndqnuclease
fingerprinting of kinetoplast DNA minicircles. American Journai of Tropical Medicine and Hygiene, 29:

1070-1074,

Morel, C., Chiari, E., Plessmann Camargo, E., Mattei, D.M.. Romapha. A'Jf' simpson, L. (I‘DBO‘,;;J S!rum.‘:_
and clones of Trypanosoma cruzi can be characterized by patter of restriction cndonucaleaseop;ml:fls o
kinstoplast DNA minicircles. Proceedings of the National Academy of Sciences USA, 77: 681 .



Bibliografia 209

Morel, C.M., Deane, M.P., Gongalves, A.M. (1986). The complexity of Trypanosoma cruzt populations
revealed by schizodeme analysis. Parasitology Today, 2: 97-101.

Moreno, G., Pratlong, F., Vélez, L.D., Restrepo, M., Rioux, J.A. {1986a). Individualization du complexe
Leishmania guyanensis. A propos de |"analyse numnérique de sept zymodémes. En: Leishmania. Taxonomie
et phylogenese. Applications éco-épidemiologiques. (Coll, int. CNRS/INSERM, 2-6 Juillet 1984) (Rioux
J.A., ed.). pp. 165-172. IMEEE, Montpellier.

Moreno, G., Rioux, J.A., Lanotte, G., Pratlong, F., Serres, E. (1986b), Le complexe Leishmania donovani
s.l. analyse enzymatique et traitement numérique. Individualization du complexe Leishmania infanium.
Corollaires biogéographiques et phylétiques. A propos de 146 souches originaires de | Ancien et du Nouveau
Monde. En: Leishmania. Taxonomie et phylogenise. Applications éco-épidemiologiques. (Coll. int.
CNRS/INSERM, 2-6 juillet 1984) (Rioux J.A., ed.). pp. 105-117. IMEEE, Montpellier.

Morgan, U.M., Constantine, C.C., Greene, W.K., Thompson, R.C.A. {1993), RAPD (random amplified
polymorphic DNA) analysis of Giardia DNA and correlation with isoenzyme data. Transactions of The
Raval Society of Tropical Medicine and Hygiene, 87: 702-705.

Morillas, F., Benavides, I., Gonzilez, I., Magana, A., Valero. A. (1985). Découverte de Leishmania sp.
dans des Rattus rattus de la province de Grenade (Espagne). Annales de Parasitologie Humaine et Comparée,
&0 768-770.

Moss, D.M., Brandt, F.H., Mathews, H.M., Visvesvara, G.3. (1988). High-resolution polyacrylamide
gradient gel electrophoresis {PGGE) of isoenzymes from five Naegleria species. Journal of Protozoology,35:
26-31.

Moss, D.M., Healy, G.R., Dickerson, J.W., Mathews, H,M. (1986}, Isoenzyme analysis of Babesia microti
infections in humans, Journal of Protozoology, 33: 213215,

Moss, D.M., Mathews, H.M. (1987). A fast electrophoretic isoenzyme techrique for the identification of
invasive and non-invasive Enramoeba histolytica and "Entamoeba histolytica-like" organisms, Journal of
Prorozoology, 34: 253-255.

Mukherjee, R.M., Bhol, K.C., Mehra, 3., Maitra, T.K., Jalan, K.N. (1993). Zymodeme alteration of
Entamoeba histolytica isolates under varying conditions, Transactions of The Roval Society of Tropicai
Medicine and Hygiene, 87: 490-491.

Muliis, K.B., Faloona, F.A. (1987). Specific synthesis of DNA in vitro via a polymerase-calalyzed chain
reaction. Methods in Enzymology, 1551 335-350.

Mullis, K.B., Faloona, F.A., Scharf, S., Saiki, R., Hom, G., Erlich, H. {1986). Specific enzymatic
amplification of DNA in vitro: the polymerase chain reaction. Cold Spring Harbor Symp Quant Biol, 5I:

263-273,

Murphy, R.W,, Sites, J.W.Jr., Buth, D.G., Haufler, C.H. (1990). Proteins I: [sozyme electrophoresis. En:
Molecular systematics. (Hillis, D.M. y Moritz, C. eds.). pp. 45-126.

Murthy, V.K., Dibbern, K.M., Campbell, D.A. (1992). PCR amplification of mini-exon genes differentiates
Trypanosoa cruzi from Trypanosoma rangeli, Molecular and Cellular Probes, 6: 237-243.

Myers, L.E., Silva, $.V.P.S., Procunier, J.D., Little, P.B. (1993). Genomic fingerprinting of Haem:?philu.r
somnus isolates by using a random-amplified polymorphic DNA assay. Journal of Clinical Microbiology,

31:512-517.

Myint-Oo, Myint-Lwin, Min-Zaw, Ye-Htut. {1984), Isoenzyme characterization of chloroquine-resistant



Bibliografia 210

isolates of Plasmodium falciparum from Burma. Transactions of The Royal Society of Tropical Medicine and
Hygiene, 78: 471473,

Nakamura, T., Konishi, T., Kawaguchi, H., Hayashi, Y. (1988). glucose phosphate isomerase isozymes as
genetic markers for lines of Eimeria tenella. Parasitology, 96; 281-288.

Navarro, M., Maingon, R., Hamers, R., Segovia, M. (1992). Dynamics and size polymorphisms of
minichromosomes in Leishmania major LV-561 cloned lines. Molecular and Biochemical Parasitology, 55:
65-74.

Nerad, T.A., Daggett, P.M. (1979). Starch gel electrophoresis: an effective method for separation of
pathogenic and nonpathogenic Naegleria strains. Journal of Parasitology, 26: 613-615.

Nozaki, T., da Silva Aca, 1., Okuzawa, E., Magalhaes, M., Tateno, S., Takeuchi, T. (1990}, Zymodemes
of Entamoeba histolytica isolated in the Amazon and the north-east of Brazil. Transacrions of The Royal
Societv of Tropical Medicine and Hygiene, 84; 387-388.

Nozaki, T., Motta, S.R.N., Takeuchi, T., Kobayashi, 5., Sargeaunt, P.G. (1989). Pathogenic zymodemes
of Emamoeba histolityca in Japanese male homosexual population. Transactions of The Royal Seciety of
Tropical Medicine and Hygiene, 83: 5235,

Ntambi, J.M., Englund, P.T. (1985). A gap at a unique location in newly replicated kinetoplast DNA
minicircles from Trypanosoma equiperdum. Journal of Biological Chemistry, 260: 5574-5579.

O'Donoghue, P.J., Adams, M., Dixon, B.R., Ford, G.E., Baverstock, P.R. {1986). Morphological and
biochemical correlates in the characterization of Sarcocystis spp. Journal of Protozoology, 33: 114-121.

Ouellette, M., Fasa-Fowler, F., Borst, P, (1990). The amplified H circle of methotrexate-resistant
Leishmania tarentolae contains a novel P-glycoprotein gene. Embo Journal, 9: 1027-1033.

Pacheco, R.S., Lopes, U.G., Morel, C.M., Grimaldi, G. Jr., Momen, H. (1986). Schizodeme anlays.?s of
Leishmania isolates and comparison with some phenotypic techniques. En: Leishmania. Taxfmurme et
phylogenése. Applications &co-épidemiologiques. (Coll, int. CNRS/INSERM, 2-6 Jjuiller 1984} (Rioux I A.,

ed.). pp. 57-75. IMEEE, Montpellier.

Pagés, M., Bastien, P., Veas, F., Rossi, V., Bellis, M., Wincker, P., Rioux, J.A., Roizés, G. F1989).
Chromosome size and number polymorphisms in Leishmania infantum suggest amplification/deletion and
possible genetic exchange. Molecular and Biochemical Parasitology, 36: 161-168,

Pagés, M., Bastien, P., Blaineau, C. (1992). Reply. Parasitology Today, 8: 306.

Paindavoine, P., Zampetti-Bosseler, F., Pays, E., Schweizer, J., Guyaux, M., Jenni, L., Steinert, M.
(1986). Trypanosome hybrids generated in tse-tse flies by nuclear fusion. The Embo Journal, 13: 3631-3636.

Paindavoine, P., Zampelti-Bosseler, F., Coquelet, M., Pays, E., Steinert, M, (1939). Different allele
frequencies in Trypanosoma brucei brucei and Trypanosoma brucei gambiense populations. Melecular and
Biochemical Parasitology, 32: 61-72,

Palittapongampim, P., Chomyc, S., Fanning, A.. Kunimoto, D. »(I9_93). DNA fragment l-e‘ngl.h
polymorphism analysis of Mycobacterium tuberculosis isolates by arbitracily pnmed polymerase chain
reaction. Journal of Infectious Diseases, 167: 975-978.

enetic exchange in mixed

; . B. deau, K.C.. Beverley, §. M. (1991 A test for g
Panton. L.. J., Tesh, R. B., Nadeau ¥ O

infections of Leishmania major in the sandfly Phlebotorus papatasi. Journal of Protozoology, 3



Bibliografia 211

_Pemiu. P (1984). Isoenzyme patterns of pathogenic and nonpathogenic thermophilic Naegleria sirains by
isoelectric focusing. International Journal for Parasitology, 14: 459465,

Pemir_u.P., Cariou, M.L., Jacquier, A, (1985). Biochemical identification and phylogenetic relationships in
free-living amoebas of the genus Naegleria. Journal of Protozoology, 32: 592-603.

Pérez-Morga, D., Englund, P.T. (1993). The structure of replicating kinetoplast DNA networks. The
Journal of Cell Biology, 123: 1069-1079,

Pe§cc, A'.' Saint-Paul, M.C., Vinti, H., Marty, P., Taillan, B., Le Fichoux, Y., Cassute, J.P. (1990).
Leishmaniose gastrique chez un malade atteint de syndrome d’immunodéficience acquise. La Presse
Médicale, 19: 178.

Pestov, D.G., Gladkaya, L.A., Maslov, D.A., Kolesnikov, A A, (1990). Characterization of kinetoplast
minicircle DNA in the lower trypanosomatid Crithidia oncopelti. Molecular and Biochemical Parasitology,
41 135-148.

Paters, W., Chance, M.L., Mutinga, M.J., Ngoka, .M., Schurn, L.F. (1977). The identification of human
and animal isolates of Leishmania from Kenya. Annales Tropical Medicine and Parasitology, 71:501-502,

Peters, W., Elbihari, §., Ching Lin, Evans, D. A., Killick-Kendrick, R. (1985). Leishmania infecting man
and animals in Saudi Arabia. . General survey. Transactions of the Royal Soclety of Tropical Medicine and
Hygiene, 79; 831-839.

Peters, W., Elbihari, S., Evans, D.A, (1986). Leishmania infecting man and wild animals in saudi Arabia.
2. Leishmania arabica n. sp. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 80: 497-
502,

Petrillo-Peixoto, M.L., Beverley, $.M. (1988). Amplified DNAs in laboratory stocks of Leishmania
tarentolae; extrachromosomal circles structurally and functionally similar to the inverted-H-region
amplification of methotrexate-resistant Leishmania major. Molecular and Ceil Biology, 8: 5188-5199.

Petrillo-Peixoto, M.L., Beverley, S.M. (1989). Amplification of a new region of DNA in an unselected
leboratory stock of L. tarentolae: The T region. Journal of Protozoolagy, 36: 257-261.

Pfefferkorn, L.C., Pfefferkom, E.R. (1980), Toxoplasma gondii: genetic recombination between drug
resistant mutants. Experimental Parasitology, 50: 305-316,

Pialoux, G., Hennequin, C., Dupont, B., Ravisse, P. (1990). Cutaneous leishmanisis in an AIDS patient:
cured with Itraconazole. Journal gf Infectious Diseases, 162:1221-1222,

Piarroux, R., Trouvé, V., Pratong, F,, Martini, A., Lambert, M., Rioux, J.A. (i994). The use of
isoelectric focusing on polyacrylamide gel for the enzymatic analysis of "Old World" Leishmania species.
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 88: 475-478,

Pires, C., Santos-Gomes, G.M., Pratlong, F., Ribeiro, H., Campino, L., Abranches,P. (1991). Phlébotomes
du Portugal. IV. Infestation naturelle de Phlebotomus ariasi par Leishmania infantum Mon-24 dans le foyer
de I’Alto Dourc. Annales de Parasitologie Humaine et Comparée, 66: 47-48.

Pittaluga, G. (1912). Hallazgo de Leishmania infantum (protozoo pardsito del "kala-azar infantil™) en la costa
de Levante de Espafia. Boletin del Instituto Nacional de Higiene Alforso I, 8: 137-139.

Pittaluga, G. (1913). Leishmaniosis esponténea del perro en la comarca de Tortosa. Boletin de la Sociedad
Espanola de Biologia, 2: 132-133,



Bibliografia 212

Porter, C.H., Steurer, F.J., Kreutzer, R.D. (1987). Isolation of Leishmania mexicana from Lutzomyia
Yephiletor in Guatemala.

Portiis, M., Géllego, M., Rioux, J.A., Prationg, F., Moreno, G., Fisa, R., Géllego, M., Muiioz, C., Riera,
C., Sdnchez, F., Serra, T. (1989). Enzymatic heterogeneity among strains of Leishmania infantum from
human visceral and cutaneous leishmaniosis in Catalonia (Spain). Revista Ibérica de Parasitologia, 49: 287-
289,

Portiis, M., Gallego, M., Segui, M.G., Sole, J. (1994). [s visceral endemic on the island of Minorca
(Spain)?, A human visceral case after living 13 years in Minorca. Parasite, 1: 87-88,

Portis, M., Lanotte, G., Pratlong, F. (1982). Observaciones a propdsito de un caso de botén de Oriente
adquirido en las cercanfas de Barcelona. Actas [If Reunion Anual de la Asociacion de Parasitdlogos

Espanoles. p. 35. Madrid.

Ports, M., Rioux, J.A., Gillego, J., Lanoctte, G., Pratlong, F., Moreno, G. (1936). Les leishmanioses en
Catalogne (Espagne). A propos de I'identification enzymatique de neuf souches d’origine humaine et canine.
En: Leishmania. Taxonomie et phylogenése. Applications éco-épidemiologiques. (Coll. int. CNRS/INSERM,
2-6 juitler 1984). (Rioux, J.A. Ed.). pp. 433-438. IMEEE, Montpellier.

Pratlong, F., Lanotte, G., Ashford, B.W., Rioux, J.A. (1986). Le complexe Leishmania tropica. A propos
de I'analyse numérique de 29 souches identifiées par le méthode enzymatique. En: Leishmania, Taxonomie
st phylogenése. Applications éco-épidemiologiques. (Coll. int. CNRS/INSERM, 2-6 Juiller 1984), (Rioux,
I.A. Ed.). pp. 129-137. IMEEE, Montpellier.

Pratlong, F., Marty, P., Portiis, M.,Deniau, M., Dereure, J., Abranches, P., Martini, A., Lefebvre, M.,
Dedet, J.P., Rioux, J.A. (1994), Co-infection Leishmania-VIH dans le bassin mediterraneen: caraciérisation
isoenzymatique de 100 isolats du complexe Leishmania infantum. Congrés de la société Fracaise de

Parasitologie. Toulouse 1-2 Junio,

Pratlong, F., Portiis, M., Rispail, P,, Moreno, G., Bastien, P., Rioux, J.A. {1989a). Présence simuitanée
chez le chien de deux zymod&mes du complexe Leishmania infantum. Annales de Parasitologie Humaine et
Comparée, 64: 312-314,

Pratlong, F., Reynes, I., Dereure, J., Baixench, M.T., Marchou, B., Lefebvre, M., Janbon, F, {1993},
Characterization of Leishmania isolates from two AIDS patients originating from Valencia, Spain.
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 87: 705-706.

Pratleng, F., Rispail, P., Moreno, G., Le Fichoux, Y., Tommasi, C., Périéres, J., Rioux, J.A. {1989b),
Leishmaniose cutanée a Leishmania infantum MON-24, observée a Grasse {Alpes-Maritimes) chez un enfant
tunisten. Annales de Parasitologie Humaine et Comparéde, 64: 506-509.

Pratlong, F., Rioux, J.A., Dereure, J., Mahjour, J., Gillego, M., Guilvard, E., Lanotte, G., Perieres, J.,
Martini, A., Saddiki, A. (1991). Leishmania tropica au Marac IV, Diversité isozymique intrafocale. Annales
de Parasitologie Humaine et Comparée, 66: 100-104.

Proctor, E.M., [saac-Renton, J., Boyd, J., Wong, Q., Bowie, W.R. (1989). [soenzyme analysis of homan
and animal isolates of Giardia duodenalis from British Columbia, Canada. American Journal of Tropical

Medicine and Hygiene, 41: 411415,

Proctor. E.M., Wong, Q., Yang, Y., Keystone, J.S. (1987). The electrophoretic isoenzyme patterns of
strains of Entamoeba histolytica isolated in two major cities in Canada, American Journal af Tropical

Medicine and Hygiene, 37; 296-301.

Procunter, J.D., Fernando, M.A., Barta, J.R. (1993). Species and strain differentiation of Eimeria spp. of
the domestic fowl using DNA polymorphisms amplified by arbitrary primers. Parasitology Research, 7



Bibliografia 213

098-102,

Raich, T.J., Archer, J.L., Robertson, M.A., Tabachnick, W.l., Beaty, B.J. (1993). Polymerase chain
reaction approaches to Culicoides (Diptern: Ceratopogonidae) identification. Journal of Medical Entomology,
30: 228-232,

Ralph, D., McClelland, M., Welsh, J., Baranton, G., Perolat, P. (1993). Leprospira species categorized by
arbitrarily primed polymerase chain reaction (PCR) and by mapped restriction polymorphisms in PCR-
amplified rRNA genes. Journal of Bacteriology, 175 973-981.

Ramirez, J.L., Guevara, P. (1987). The ribosomal gene spacer as a tool in the taxonomy of Leishmania.
Molecular and Biochemical Parasitology, 22; 177-183,

Ramirez, J.L., Galindo, I. (1990). The chromosomal organization of Leishmania mexicana. En: Résumes
VIi Congres International de Parasitologie. Bulletin de la Société Fracaise de Parasitoiogie (Supp. 1). (Doby,
I.M. Ed.), S1.BI5 p.30.

Ranque, P. (1973). Etudes morphelogiques et hiologiques de quelques trypanosomatidés récoltés au Sénégal,
Thesis for the degree of Dr in Sciences Naturelles, Université de Aix-Marseille.

Rangue, I.D., Picard, D., Depieds, R., Roche, R., Ranque, M. (1962). Leishmaniose laryngée autochtone
i forma pseudo-tumorale, Note parasitolgique et épidémiclogique. Bulletin del’Academie National de
Médicine, 146 82-86.

Rassam, M.D., Al-Mudhaffer, S.A., Chance, M.L. {1979). Isoenzyme characterization of Leishmania
species from Iraq. Annals of Tropical Medicine and Parasitology, 73: 527-534.

Ravisse, P., Bensimon, G., Lapicorey, G. {1984). Un cas de leishmaniose laryngée de longue évolution.
Bulletin de la Societé de Pathologie Exotigue, 77: 305-311.

Ray, D.S. (1987). Kinetoplast DNA minicircles: High-copy-number mitochondrial plasmids. Plasmid, 17
177-190.

Read, A.F., Narara, A., Nee, 8., Keymer, A.M., Day, K.P. (1992). Gametocyte sex ratios as indirect
measures of outcrossing rates in malaria. Parasitefogy, 104 387-395.

Ready, P.D., Miles, M.A, (1979). Delimitation of Trypanosoma cruzi zymodemes by numerical
taxonomy. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hyglene, 74: 238-242,

Ready, P.D., Smith, D.F., Killick-Kendrick, R. (1988). DNA hybridizations on squash-blotted sandflies
to identify both Phiebotomus papatasi and infecting Leishmania major. Medical and Vererinary Entomology,
2: 109-116

Reiner, N.E., R., Lo, R., Llanos-Cuentas, A., Guerra, H., Button, L.[.., McMaster, W.R. {1989). Genetic
heterogeneity in peruvian Leishmania isolates, American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 81: 416-
421,

Revollo, S., Dimier-David, L., David, C., Lyevre, P., Camacho, C., Dedet, L.P. (1992). Isoenzyme
characterization of Leishmania braziliensis isolates obtained from Bolivian and Peruvian patients.
Transactions of the Roval Soclery of Tropical Medicine and Hygiene, 86: 388-391.

Revollo, S., Carridre, V., Qury, B., Tibayrenc, M. (1994). Implication de la variabilité génétique dans la
chimiosensibilité de Trypanosoma cruzi. En: Symposium "Outils de la Biologie Moleculaire en Parasitologie
pour le diagnostic, la blosysiématique et la génétique des populations”. Orleans, 23-25 Mars (France).



Bibliografia 214

Rib.elles, N,, Casals, A., Vallés, J., Clotet, B. (1989). Leishmaniasis visceral de evolucitn benigna en un
paciente infectado por el virus de la inmunodeficinecia humana. Medicina Clinica (Barcelona), 92: 679.

Richner, D., Schweizer, J., Betschart, B., Jenni, L. (1989). Characterization of West African Trypancsoma
{Trypanozoon) brucei isolates from man and animals using isoenzyme analysis and DNA hybridization.
Parasitology Research, 76: 80-85.

Rider, C.C., Taylor, C.B. (1980). Isoenzymes. (Chapman y Hall Ed.), 79 pp. New York,

Riera, C., Torras, S., Géllego, M., Fisa, R., Pratlong, F., de colmenares, M., Aisa, M.J., Martini, A.,
Portus, M. y GCEL., Estudio de la asociacién VIH-Leishmania en Cataluiia durante el periodo 1990-1994
a través de los datos recogidos por el GCEL. (1994). X Reunicn Anual de la Asociacidn de Parasitdlogos
Espanoles, p, 9, Sitges, Barcelona,

Riou, G.R., Yot, P. (1975). Etude de I'ADN kinetoplastique de Trypanosoma cruzi i I'aide d’endonucieases
de restriction. Compies Rendus Societé de Biologie, 280: 2701-2704.

Rioux, I.A., Albaret, J.L.., Houin, R., Dedet, J.P., Lanotte, G. (1968), Ecologie des leishmanioses dans
le sud de la France. 2. Les reservoirs selvatiques, Infestation spontanée du renard (Vulpes vulpe L..). Annales
de Parasitologie Humaine et Comparée, 43: 421-428.

Rioux, J.A., Ashford, R.W., Khjami, A, (1992), Ecoepidemiology of leishmaniases in Syria. 3. Leishmania
major infection in Psammomys obesus provides clues to life history of the rodent and possible contro
measures, Annales de Parasitologie Humaine et Comparée, 67. 163-163,

Rioux, I.A., Dereure, J., Khjami, A., Pratlong, F., Sirdar, K., Lambert, M. (1990b). Ecoépidemiologie
des leishmanioses en Syrie. 1, Infestation de Psammomys obesus cretzschmar (Rodentia-Gerbillidae) par
Leishmania major Yakimoff et Schokhor (Kinetoplastide-Trypanosomatidas). Anrales de Paresitclogie
Humaine et Comparée, 65: 203-2077.

Rioux, J.A., Guilvard, E., Dereure, J., Lanotte,G., Deniat, M., Pratlong, F., Serres, E., Belmonte, A.
{1986c). Infestation naturelle de Phlebotomus papatasi (Scopoli, 1786} par Leishmania major MON-23. A
propas de 28 souches isolés dans un foyer du Sud marocain. En: Leishmania. Taxonomie et phytogenése.
Applications éco-épidemiologiques. (Coll. int. CNRS/INSERM, 2-6 juiller 1984). (Rioux, I.A. Ed.). pp. 471-

478. IMEEE, Montpellier,

Rioux, J.A., Guilvard, E., Gillego, J., Moreno, G., Pratlong, F., Portiis, M., Rispail, P., Géllego, M.,
Bastien, P. (1986a), Phiebotomus ariasi Tonnoir, 1921 et Phlebotomus perniciosus Newstead, 1911 vecteurs
du complexe Leishmania infantum dans un méme foyer. Infestations par deux zymodémes syntopiques. A
propos d'une enquéte en Catalogne (Espagne). En: Leishmania. Taxonomie et phylogenése. Applications éco-
épidemiologiques. (Coll. int. CNRS/INSERM, 2-6 juillet 1984). (Rioux, J.A. Ed.). pp. 439-444. IMEEE,

Montpellier.

Rioux, J.A., Jarry, D.M., Lanotte, G., Maazoun, R., Killick-Kendrick, R. (1984). Ecologie des
leishmanioses dans le Sud de la France. 18. Identification enzymatique de Leishmania infantum Nicolle,
1908, isolé de Phlebotomus ariasi Tonnoir, 1921, spontanément infesté en Cévennes. Annales de

Parasitelogie Humaine et Comparée, 59: 331-333.

Rioux, J.A.. Lanotte, G., Destombes, P., Vollhardt, Y., Croset, H. (1971). Leishmaniose expérimentale
du Renard Vulpes vulpes L. Recueil de Médecine Vétérinire d'Ecole d°Alfort, 1947: 489-498.

Rioux. I.A.. Lanotte, G., Maazoun, R., Perello, R., Pratlong, F. (1980), Leishmania infantum Nlicnile,
1908, agent du bouton d'Orient autochtone. & propos de I'identification biochimique de deux souches isolées
dans les Pyrénées-Orientales. Compres Rendus de i"Academie Scientifique de Paris, 291, série D: 701-703.



Bibliografia 215

R‘iou.x. J.A., Lanotte, G., Maazoun, R., Prationg, F. (1982). Leishmania infantum responsable du bouton
d’Orient dans le sud de |'Espagne. Il Conferencia Mediterrdnea de Parasitologia. Granada.

Rioux, J .A.,_ Lanotte, G., Pratlong, F. (1986d}. Leishmania killicki n.sp. (Kinetoplastidaa,
Trypanosonmtldae). En: Leishmanta. Taxonomie et phylogenése. Applications éco-épidemiologiques. {Call,
int. CNRS/INSERM, 2-8 juillet 1984). (Rioux, J.A, Ed.). pp. 139-132. IMEEE, Montpellier.

Rioux,_ I.A., Lanotte, G., Pratlong, F., Dereure, ., Jarry, D., Moreno, G., Killick-Kendrick, R., Perieres,
I., Guilvard, E., Belmonte, A., Portiis, M. (1985). La leishmnaiose cutanée autochtone dans le Sud-Est de
la France. Résultats d*une enquéte éco-épidemiologique dans les Pyréndes-Orientales, Médicine er Maladies
Infectieuses, 11: 650.

Rioux, J.A., Lanotte, G., Serres, E., Pratlong, F., Bastien, P., Perieres, J. (1990a). Taxonomy of
Leishmania. Use of isoenzymes. Suggestions for a new classification. Annales de Parasitologie Humaine et
Comparée, 65: 111-125.

Rioux, J.A., Moreno., G., Lanotte, G., Pratlong, F., Dereure, J., Rispail, P. (1986b). Two episodes of
cutaneous leishmaniasis in man caused by different zymodemes of Leishmania infantum s.1.. Transactions
of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 80: 1004-10035.

Rioux, J.A., Zahaf, A., Lanotte, G., Dereure, J. (1983). Leishmania major (Yakimoff et Shokkor, 1914),
agent du "Clou de Gafsa". Annales de Parasitologie Humaine et Comparde, 58: 633-634.

Rivas, L.I., Chicharro, C., Diaz Achirica, P. (1993). Sistemas de uni6n pardsito-célula hospedadora en
Trypanosomatidse. En: Parasitologla Molecular. Coleccidn Nuevas Tendencias vol, 24: 185-216.

Rivero, A., Santos, J., Mérquez, M., Gavildn, J.C., Carralero, C. (1989). Leishmaniasis visceral asociada
a infeccion por el HIV. Enfermedades Infecciosas y Microbiologla Clinica, 7: 59.

Rizzi, M., Arici, C., Bonaccorso, C., Gavazzeni, G, (1988). Visceral leishmaniasis in a patient with human
immunodeficiency virus. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 82: 565.

Rizvi, F.S., Quaissi, M.A., Marty, B,, Santoro, F., Capron, A, (1988). The major surface protein of
Leishmania promastigotes is a fibronectin-like molecule. European Journal of Immunology, 18: 473-476.

Roig, R., Salavert, M., Navarro, V., Nieto, A.., Milldn, F., Grau, M. (1989). Leishmaniasis en paciente
con infeccién por VIH y tuberculosis pulmonar. ;Mas all§ del hecho casual?. Enfermedades Infecciosas y

Microbiologia Clinica, 7: 338-33%.

Rogers, W.0., Bumheim, P.F. Wirth, D.F. (1988), Detection of Leishmania within sand flies by kinetoplast
DNA hybridization. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 39: 434-439.

Rogers, W.0., Wirth, D.F. (1987). Kinetoplast DNA minicircles: regions of extensive sequence divergence.
Proceedings of the National Academy of Sciences USA, 84: 565-569.

Rogers, W.0., Wirth, D.F. (1988). Generation of sequence diversity in the kinetoplast DNA minicircles
of Leishmania mexicana mexicana amazonensis. Molecular and Biochemical Parasitology, 30 1-8.

H.P., Kitajima, E.W. {1977). Growth of Crithidiaa at high

Roitman, L., Mundim, M.H., De Axevendo,
Journal of

temperature Crithidia humeri spn. and Crithidia lucilae termophila new subspecies.
Protozootogy, 24: 553-556.

Rollinson, D., Joyner, L.P., Norton, C.C. (1979). Eimeria maxima: the use of enzyme markers to detect
the genetic transfer of drug resistance between lines. Parasitology, 71: 369-376,



Bibliografia 216

Romanha, A.J., Brener, Z. (1988). Trypanosoma cruzi isoenzyme pattern as an epidemiological tool.
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, 83: 383-386.

Romero, G.G., Arana, M., Lépez, M., Montoya, [, Bohl, R., Campos, M., Arevalo, J., Llanos, A,
(1987). Characterization of Leishmania species from Peru, Transactions of the Royal Society of Tropical

Medicine and Hvgiene, 81: 14-24.

Rosenthal, E., Marty, P., Gueniffey, D., Dujardin, P., Dellamonics, P., Cassuto, I.P. (1993). Leishmania
infantum and HIV-1 coinfection in south-eastern France. En: Abstract Book (Volume 1) of IX International
Conference on AIDS. Berlin. p. 388.

Ross, R. (1903). (1) Note on the bodies recently described by Leishman and Donovan and (2) further notes
on Leishman's bodies. British Medical Journal, 2: 1261-1401.

Rossi, V., Wincker, P., Ravel, C., Blaineau, C., Pagés, M., Bastien, P. (1994). Structural organization of
microsatellite families in the Leishmania genome and polymorphisms at two (CA)a loci, Molecular and
Biochemical Parasitology, 65: 271-282.

Russell, D.G., Wilhelm, H. (1986). The involvement of the major surface glycoprotein (gp63) of
Leishmania promastigotes in attachment to macrophages. Journal of Immunology, 136: 2613-2620.

Russeli, D.G,, Wirght, S.D. (1988). Complement receptor type 3 (CR3) binds to an ARg-Gly-Asp
containing region of the major surface glycoprotein, gp63, of Leishmania promastigotes. Journal of
Experimental Medicine, 168: 279-292,

Ryan, K.A., Shapiro, T.A., Rauch, C.A., Englund, P.T. (1988). Replication of kinetoplast DNA in
Trypanosomes. Annual Reviews of Microbiology, 42: 339-358.

Sacks, D.L. (1989). Metacyclogenesis in Leishmania promastigotes, Experimental Parasitology, 69: 100-
103.

Safjanova, W.M. (1982). Classification of the genus Leishmania. Ross. En: Leishmania, Protozoology, Part
7, Academy of Sciences, URSS All Union Society of Protozoologists, Leningrad, pp 220.

Saiki, R.K., Gelfand, D.H., Stoffel, S., Scharf, S.J., Higuchi, R., Horn, G.T., Mullis, K.B., Erlich, H.A.
(1988). Primer-directed enzymatic amplification of DNA with a thermostable DNA polymerase. Science,
239: 487-491,

Samaras, N., Spithill, T.W. (1987). Molecular karyotype of five species of Leishrnania and analysis of gene
locations and chromosomal rearrangements. Molecular and Biochemical Parasitology, 25: 279-291.

Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T. (1989). Molecular cloning. A laboratory manual. 2nd ed, Cold
Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory.

Sanderson, A., Walliker, D. (1981}, Enzyme typing of Plasmodium falciparum from African and some other
Old World countries. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 75: 263-267.

Santrich, C., Segura, I., Arias, A.L., Saravia, N.G. (1990). Mucosal disease caused by Leishmania
braziliensis guyanensis. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 42. 52-55.

Saravia, N.G., Holguin, A.F., McMahon-Pratt, D., D’ Alessandro, A. {1985). Mucocutaneous leishmaniasis
in Colombia: Leishmania braziliensis subspecies diversity. American Journal of Tropical Medicine and

Hygiene, 34: 714-720.

Sargeaunt, P.G. (1985). Zymodemes expressing posible genetic exchange in Entamoeba histolytica.



Bibliografla 217
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 79: 86-89.
Sargeaunt, P.G. (1987a). Zymodemes of Entamoeba histolytica. Parasitology Today, 3: 158.

Sargeaunt, P.G. (1987b). The reliability of Entamoeba histolytica in clinicai diagnosis, Parasitology Today,
J: 40-43

Sargeaunt, P.G,, Baveja, U.K., Nanda, R,, Anand, B.S. (1984). Influence of geographical factors in the
distribution of pathogenic zymodemes of Entamoeba histolytica: identification of zymodeme X1V in India.
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 74: 96-101.

Sargeaunt, P.G., Jackson, T.F.H.G., Simjee, A. (1982c). Biochemical homogeneity of Entameeba
histolytica isolates, especially those from liver abscess, Lancet, pp. 1386-1388.

Sargeaunt, P.G., Jackson, T.F.H.G., Wiffen, S.R., Bhojnani, R. (1988), Biological evidence of genetic
exchange in Entamoeba histolytica. Transactions of the Royal Seciety of Tropical Medicine and Hygiene,
82: 862-867,

Surgeaunt, P.G., Williams, J.E. (1978). Electrophretic isoenzyme patters of Entamoeba histolytica and
Entamoeba coli. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 72: 164-165.

Sargeaunt, P.G., Williams, J.E. (1979). Electrophoretic isoenzyme patters of the pathogenic and non-
pathogenic intestinal amoebae of man. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene,
73 225-227.

Sargeaunt, P.G., Williams, J.E, (1980a). The epidemiology of Entamoeba histolytica in Mexico city. A pilot
survey [. Transactions af the Royal Scciety of Tropical Medicine and Hygiene, 74: 653-656

Sargeaunt, P.G., Williams, J.LE. (1980b). A comparative study of Entameeba histolytica (NIH 200,HK9,
etc), "E. histolytica~like” and other morphologically identical amoebae using isoenzyme electrophoresis,
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 74: 469-474,

Sargeaunt, P.G., Williams, J.E., Bhojnani, R., Campos, J.E., Gémez, A. (1982a). The epidemiology of
Entamoeba histolytica in a rurai and an urban area of Mexico. A pilot survey I1. Transactions of the Roval
Sociery of Tropical Medicine and Hygiene, 76: 208-210.

Sargeaunt, P.G., Williams, IL.E., Grene, J.D. (1978). The differentiaticn of invasive and non-invasive
Entamoeba histolytica by iscenzyme electrophoresis. Transactions of the Roval Society of Tropical Medicine

and Hygiene, 72; 519-521.

Sargeaunt, P.G., Williams, J.E., Jackson, T.F.H.G., Simjee, A.E. (1982b). A zymodeme study of
Entamoeba histolytica in a group of South African schoolchildren. Transactions of the Roval Sociery of

Tropical Medicine and Hygiene, 76: 401-402,

Saulnier, P., Bourneix, C., Prevost, G., Andremont, A. (1993). Random amplified polymorphic DNA assay
is less discriminant than pulsed-field gel elecirophoresis for typing strains of methicillin-resistant
Staphylococeus aureus. Journal of Clinical Microbiology, 31: 982-985,

Scaglia, M., Gatti, §., Bruno, A., Cevini, C. (1%91). Autochthonous amoebiasis in institutionalized
mentally-retarded patients: preliminary evaluation of isoenzyme patterns in three isolates. Annals of Tropical

Medicine and Hygiene, 85; 509-513,

Scheftter, 8., Widmer, G., Patterson, J.L.. (1994), Compiete sequence of Leishmania RNA virus 1-4 and
identification of conserved sequences. Virology, 199: 4793-483,



Bibliografia 218

Schnare, M.N., Collings, J.C., Gray, M. W. (1986), Structure and evolution of the smail subunit ribosomal
RNA gene of Crithidia fasciculata. Current Genetics, 10: 405-410.

Schnur, L.F., Chance, M.L., Ebert, F., Thomas, S.C., Peters, W. (1981). The biochemical and serotogical
taxonomy of visceralizing Leishmania. Annals of Tropical Medicine and Parasitology, 73: 131-144,

Schnur, L.F., Le Blancq, §. M. (1986). The serological and enzymological characterization of aethiological
agents of leishmaniasis in Israel. En: Leishmania. Taxonomie et phylogenése. Applications éco-
épidemiologiques. (Coll. int. CNRS/INSERM, 2-6 juillet 1984). (Rioux, J.A, Ed.). pp. 347-355. IMEEE,
Montpellier.

Scholler, I.K., Reed, 8.G., Stuart, K. (1986). Molecular karyotype of species and subspecies of Leishmania,
Molecular and Biochemical Parasitology, 20: 279-293.

Schoone, G.J., Van Eys, G.J.JL M., Ligthart, G.S., Taub, F.E., Zaal, I., Mebrahtu, Y., Laywer, P. {I991).
Detection and identification of Leishmania parasites by in site hybridization with total and recombinant DNA

probes. Experimental Parasitology, 73: 345-353.

Schwartz, D.C., Cantor, Ch, R, (1984). Separation of yeast chromosome-size DN As by pulse field gradient
gel electrophoresis. Cell, 36: 67-75.

Schweizer, J., Pospichal, H., Hide, G., Buchanan, N., Tait, A., Jenni, L. {1994), Analysis of a new genetic
cross between two East African Trypanosoma brucei clones. Parasitology, 109: 83-93.

Scott. P.A., Sher, A. (1993). Immunoparasitology. En: Fundamental Immunology. Third Edition. (William
E. Paul Eds.). Raven Press. Ltd. New York, Chapter 33: 1179-1210.

Selander, R.K, Caugant, D.A,, Ochman, H., Musser, J.M., Gilmour, M.N., Whittam, T.S. (1986).
Methods of multilocus enzyme electrophoresis for bacterial population genetics and systematics. Applied and
Environmental Microbiology, 51+ 873-884,

Senaldi, G., Cadeo, G., Carnevale, G., di Perri, G., Carosi, G. (1986). Visceral leishmaniasis as an
opportunistic infection. Lancet, ii: 1094,

Serra, T., Dedet, J.P., Pratlong, F., Ramirez, A., Arteaga, E., Altés, J., Gallegos, C., Sanchez, J. y
GELB. Caracterizaci6n isoenzimética de cepas de Leishmania aisladas en las Islas Baleares. X Reunidn atual

de la Asociacion de Parasitélogos Espanoles. p. 11, Sitges, Barcelona,

Serres, E., Roux, M. (1986). Pratique de la classification automatique: I'exemple de Leishmania, En:
Leishmania. Taxonomie et phylogendse. Applications éco-épidemiclogiques. (Coll. int. CNRS/INSERM, 2-6
Juille: 1984). (Rioux, J.A. Ed.). pp. 27-40. IMEEE, Montpellier.

Shaw, J.J., Ishikawa, E.A.Y., Lainson, R., Braga, R.R.. Silveira, F.T. (1991). Cutaneous leishmaniasis
of man due to Leishmania {Viannia) shawi Lainson, De souza, P&voa, Ishikawa y Silveira, in Pard State,
Brazil. Annales de Parasitologie Humaine et Comparée, 66: 243-246.

Shehata, M., El Sattar, S., Morsy, T., El Sawaf, B. (1991). Experimental dual infection of Leishmania in
Phlebotomus langeroni (Diptera: Psychodidae). Transactions of the Roval Society of Tropical Medicine and

Hygiene, 85: 739-740.

Shetata, M., El Sawaf, B., El Said, S., Doha, S., EI Hosary, S., Kamal, H., Dereure, J., Pratlong, F.,
Rioux, J.A. (1990). Leishmania infantum MON-98 isolated from dogs in El Agamy, Egypt. Transactions
of the Roval Sociery of Tropical Medicine and Hygiene, 84: 227-228.

Shlomai. J. (1994). The assembly of kinetoplast DNA. Parasitology Today, 9: 341-346.



Bibliografla 219

Shurkhal, A.V., Kellina, O.L, Passova, O.M., Strelkova, M.V., Rakitskaya, T.K. (1986). Preliminary
results of comparative studies on biochemical gene markers in Leishmania at species, strain and clone levels.
En: Leishmania. Taxonomie et phylogenése. Applications €co-Epidemiologiques. (Coll. inr. CNRS/INSERM,
2-6 juillet 1984). (Rioux, J.A. Ed.), pp. 91-104, IMEEE, Montpellier.

Siles-Lucas, M., Cuesta-Bandera, C., Cesar-Benito, M. (1993). Random amplified polymorphic DNA
technique for speciation studies of Echinococeus granulosus. Parasitology Research, 79: 343-345,

Silveira, F.T., Shaw, I.J., Braga, R.R., Ishikawa, E. (1987). Dermal leishmanissis in the amazon region
of Brazil: Leishmania {Viannia) lainsoni sp. n., a new parasite from the state of Pard. Memorias do Instituto
Oswaldo Cruz, 82: 289-292,

Simpson, L. (1972). The kinetoplast of hemoflagellates, International Review of Cyrology, 32: 139-207.

Simpson, L. (1979). Isolation of maxicircle componente of kinetoplast DNA from hemoflagetlate protozos.
Proceedings of the National Academy of Sciences USA, 76: 1585-1588.

Simpson, L., Braly, P. (1970). Synchronization of Leishamnia tareniolae by Hydroxyurea. Journal af
Protozoology, 17: 511-517.

Simpson, L., da Silva, A. (1971). [solation and characterization of kinetoplast DNA from Leishmania
tarentolae. Journal of Molecular Biology, 56. 443473,

Simpson, L., Simpson, A.M. (1978). Kinetoplast RNA of Leishmania tarentolae. Cell, 14: 169-178.

Simpson, L., Simpson, A.M., Kidane, G., Livingston, L., Spithill, T.W. (1980). The kinetopiast DNA of
the hemoflagellate protozoa. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 29: 1053-1063.

Smith, D.F., Searle, §., Ready, P.D., Gramiccia, M., Ben-Ismail, R. (1989). A kinetoplast DNA probe
diagnostic for Leishmania major: sequence homologies between regions of Leishmania minicircles, Molecular
and Biochemical Parasitology, 37: 213-224,

Smith, J.M., Meerovitch, E. (1985), Primates as a source of Entamoeba histolytica, their zymodeme status
and zoonotic potential, Journal of Parasitology, 7I: 751-756.

Smith, J.M., Smith, N. H., O'Rourke, M., Spratt, B.G. (1993). How clonal are bacteria?. Proceedings of
the National Academy of Sciences USA, 90: 4384-4388,

Smithies, O. (1955). Zone electrophoresis in starch gels: Group varations in the serum proteins of normal
individuals. Biochemical Journal, 61; 629-641,

Sogin, M.L., Elwood, H.J., Gunderson, H.J. (1986). Evolutionary diversity of sukaryotic small subunit
ribosomal RNA gene of Crithidia fasciculara, Proceedings of the National Academy of Sciences USA |, 83:

1383-1387.

Solari, A., mufioz, S., Venegas, J., Wallace, A., Aguilera, X., Apt, W., Brenidre, 5.F., Tibayrenc, M.
(1992), Characterization of Chilean, Bolivizn, and Argentinian Trypanosoma creef populations by restriction
endonuclease and isoenzyme analysis. Experimemal Parasirology, 75: 187-195.

Soliman, M.A., Ackers, J.P., Catterall, R.D. {1982). Isoenzyme characterization of Trichomenas vaginalis,
Brithis Journal Venereal Diseases, 58: 250-256.

Southern, E.M. (1975). Datection of specific sequences among DNA fragments separated by gel
electrophoresis, Journal of Molecular Biology, 98. 503-517.



Bibliografla 220

Southern, E.M., Anand, R., Brown, W.R.A., Fletcher, D.S. (1987), A model for the separation of large
DNA molecules by crossed field gel electrophoresis. Nucleic Acids Research, 15; 5925-5943,

Spithill, T.W., Grumont, R.J. (1984). Identification of species, strains and clones of Leishmania by
characterization of kinetoplast DNA minicircles. Molecular and Biochemical Parasitology, 12: 217-236.

Spithill, T, W., Samaras, N. (1985). The molecular karyotype of Leishmania major and mapping of © and
B-tubulin gene families to multiple unlinked chromosomal loci. NMucleic Acids Research, 13: 4155-4169.

Spithill, T. W., Samaras, N. (1987). Genomic organization, chromosomal location and transcription of
dispersed and repeated tubulin genes in Leishmania major. Molecular and Biochemical Parasitology, 24:
23-37.

Steindel, M., Dias Neto, E., de Menezes, C.L.P., Romanha, A.J., Simpson, A.J.G. (1993). Random
amplified polymorphic DNA analysis of Trypanosoma cruzi stmins. Molecular and Biochemical

Parasitology, 60: 71-80,

Steiner, M., Van Assel, S, (1980). Sequence heterogeneity in kinetoplast DNA: Reassociation kinetics,
Plasmid, 3: 7-17.

Sternberg, ., Tait, A., Haley, S., Wells, J.M., Le Page, R.W.F., Schweizer, I., Jenni, L. (1988). Gene
exchange in African trypanosomes: characterization of a new hybrid genotype. Molecular and Biochemical
Parasitology, 27: 191-200,

Stemberg, J., Tumner, C.M.R., Wells, J.M., Ranford-Cartwright, L.C., Lepage, R.W.F., Tait, A. (1989).
Gene exchange in African trypanosomes: frequency and allelic segregation. Molecular and Biochemical
Parasitology, 34: 269-280.

Stranden, A.M., Eckert, J., Kéhler, P. {1990). Electrophoretic characterization of Giardia isolated from
humans, cattle, sheep, and a dog in Switzerland, Journal of Parasitology, 76: 660-668.

Strelkova, M. V., Shurkhal, A.V., Kellina O, I., Eliseev, L.N., Evans, D.a., Peters, W., Chapman, C.J.,
Le Blancq, .M., Van Eys, G.J.1L.M. {1990). A species of Leishmania isolated from the great gerbil
Rhombomys opimus. Parasitology, 101: 327-335.

Stuart, K.D. (1991). Circular and linear multicopy DN As in Leishmania. Parasitology Today, 7: 158-159,

Stuart, K.D.; Tarr, P., Aline Ir., R., Smiley, B., Scholler, I., Keithly, f. (1989). Small nucleic acids in
Leishmania. En: Leishmaniasis: The Current Status and New Strategies Jor Controt (Hart, D.T. ed.), pp.
555-562, Plenum Press. New York.

Stuart, K.D,, Weeks, R., Myler, P.J. {1992). Molecular organization of Leishmania RNA virus 1.
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA, 89: 8596-8600.

Tait, A. (1980). Evidence for diploidy and mating in trypanosomes. Narure, 287: 536-538.

Tait, A. (1990). Genetic exchange and evolutionary relationships in protozoan and helminth parasites.
Parasitology, 100: §75-587.

‘Tait, A., Babiker, E.A., Le Ray, D. (1984), enzyme variation in Trypanosoma brucei spp. Evidence for the
sub-speciation of Trypanosoma brucei gambiense. Parasitology, 89: 311-326.

Tait, A., Barry, .D., Wink. R.. Sanderson, A., Crowe, J.8. (1985). Enzyme variation in Trypanosona
brucei 5.5.p. 11. Evidence for Trypanosoma brucei rhodesiense being a set of variants of Trypanosona brucei

brucei. Parasitology, 90; 89-10Q,



Bibliografia 221

Tait, A,, Turner, C.M.R., Le Page, R.W. F., Wells, J.M. (1989). Genetic evidence that metacyclic forms
of Trypanosoma brucei are diploid. Molecular and Biochemical Parasitology, 37: 247-256.

Tait, A., Turner, C.M.R. (1990). Genetic exchange in Trypanosome brucei, Parasitology Today, 3: T0-75.

Takayanagi, T., enriques, G.L., Kambara, H. (1971). An electrophoretic study of the amylase of
Trichomonas vaginalis. 8.E. Asian Journal of Tropical Medicine and Public Healih, 2: 308-312.

Tarr, P.1, Aline, R.F., Smiley, B.L., Scholler, J., Keithli, J., Start, K. (1988). LR1: a candidate RNA
virus of Leishmania. Proceedings of the National Acadenty of Sciences USA ,85: 9572-9575.

Tavares, C.C., Grimaldi, G., Traub-Cseko, Y.M. (1992). Molecular karyotype anatyssis and mapping of
hoosekeeping genes to chromosomes of selected species complexes of Leishmania, Memorias do Instituto
Oswaldo Cruz, 87: 477-486.

Texetra, L.F., Gongalves, A.M., Romanhna, A.J., Steindel, M., Pinto, A.S. (1993). Schizodeme and
zymodeme analysis of trypanosomes of the subgenus Schyzotrypanum from the bat, Parasitology Research,
79: 497-500,

Thaithong, S., Sueblinwong, T., Beale, G.H. (1981). Enzyme typing of some isolates of Plasmodium
Salciparum from Thailand. Transactions of The Roval Tropical Medicine and Hygiene, 75; 268-270,

Thomaz-Soccol, V., Lanotte, G., Rioux, J.A., Prationg, F., Martini-Dumas, A., Serres, E. (1993a).
Phylogenetic taxonomy of New World Leishmania. Annales de Parasitologie Humaine et Comparée, 68:
104-106.,

Thomaz-Soccol, V., Lanotte, G., Rioux, J.A., Pratlong, F., Martini-Dumas, A., Serres, E. (1993b).
monophyletic origin of the genus Leishmania Ross, 1903. Annales de Parasitologie Humaine et Comparée,
68: 107-108.

Thompson, R.C.A. (1988). Intraspecific variation and epidemiology. En: Parasitology in Focus (Mehlhorn,
H. ed.), pp. 391411, Springer-Yerlag Berlin Heidelberg,

Tibayrenc, M. (1985). On the microdistribution and sexuatity of Trypanosema cruzi. Transactions of the
Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 79: 882.

Tibayrenc, M. (1992). Leishmania: sex, karyotypes and population genetics. Parasitelogy Today, 8: 305-
306.

Tibayrenc, M. (1993). Clonality in Leishmania. Parasitology Today, 9: 58,

Tibayrenc, M. (1994}, Sexe, évolution et typage de souches chez les microorganismes. En: Symiposium
"Outils de la Biologie Moleculaire en Parasitologie pour le diagnostic, la biosystématique et la génétique
des populations”. Orleans, 23-25 Mars (France).

Tibayrenc, M., Ayala, F.G. (1987). Thpanasema cruzi populations: more clonal than sexual. Parasitology
Today, 3: 189-190.

Tibayrenc, M., Ayala, F.J. (1991). Towards a population genetics of microorganisms: The clonal theory
of parasitic protozoa, Parasitology Today, 7; 328-332.

Tibayrenc, M., Ben Abderrazak, S, (1993). Apport de la génetique des populations au probléme du typage
des souches de parasites, Bulletin de liaison et documentarion- OCEAC, 26: 121-121.

Tibayrenc, M., Desjeux, P. (1983). The presence in Bolivia of two distind zymodemes of Trypanosoma cruz



Bibliografia 222

circulating sympratically in a domestic transmission cycle. Transactions of The Royal Tropical Medicine and
Hygiene, 77. 73-75.

Tibayrenc, M., Echalar, L., Dujardin, J.P., Poch, 0., Desjenx, P. (1984).The microdistribution of
isoenzymic strains of Trypanosoma cruzi in southern Bolivia; new isoenzyme profiles and futher Arguments
against Mendelian sexuality. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 78: 519-
525.

Tibayrenc, M., Kjellberg, F., Ayala, F.J. (1990). A clonal theory of parasitic protozoa: The population
structure of Entamoeba, Giardia, Leishmania, Naegleria, Plasmodium, Trichomonas and Trypanosoma and
their medical and taxonomical consequences. Proceedings of the National Academy of Sciences USA, 87:

2414-2418.

Tibayrene, M., Kjellberg, F., Arnaud, J., Oury, B., Brenigre, S.F., Dardé, M-L., Ayala, F.J. (1931). Are
eukaryotic microorganisms clonal or sexual? A population genetics vantage. Proceedings of the National
Academy of Sciences USA, 88 5129-5133.

Tibayrenc, M., Miles, M.A, (1983). A genetic comparison between Brazilian and Bolivian zymodemes of
Trypanosoma cruzi. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 77: 76-83.

Tibayrenc, M., Neubauer, K., Barnabé, C., Guerrini, F., Skarecky, D., Ayala, F.J. {1993). Genetic
characterization of six parasitic protozoa: Parity between random-primer DNA typing and multilocus enzyme
electrophoresis. Proceedings af the National Academy of Sciences USA, 90: 1335-1339.

Tibayrenc, M., Ward, P., Moya, A., Ayala, F.J. (1986). Natural populations of Trypanosoma cruzi, the
agent of Chagas disease, have a complex multiclonal structure, Proceedings of the National Acadermy of
Sciences USA, 83: 115-119,

Tighe, P.J., Goyal, P.K., Wilson, Z.A., Wakelin, D., Pritchard, D.I. (1994). analysis of genetic variation
in isolates of Trichinella using random amplified polymorphic DNA. Molecular and Biochemical
Parasitology, 63: 175-178,

Tripp, C.A., Myler, P.J., Stuart, K. (1991). A DNA sequence (LD 1) which occurs in several genomic
organizations in Leishmania. Molecular and Biochemical Parasitology, 47: 151-160.

Tripp, C.A., Wisdom, W.A., Myler, P.J., Stuart, K.D. (1992). A multicopy, extrachromosomal DNA in
Leishmania infantum contains two inverted repeats of the 27,5-kilobase LD ! sequence and encodes numerous
transcrpts. Molecular and Biochemical Parasitology, 55: 39-50.

True, P., Tibayrenc, M. (1993). Population genetics of Trypanosoma brucet in Central Africa: taxonomic
and epidemiological significance. Parasirology, 106: 137-149,

Turner, C.M.R., Stenberg, J., Buchanan, N., Smith, E., Hide, G., Tait, A. (1990). Evidence that the
mechanism of gene exchange in Trypanosoma brucei involves meiosis and syngamy. Parasitology, 101: 377-
386.

Tzamouranis, N., Schour, L., F., Garifallou, A., Pateraki, E., Série, C. (1984). Leishmaniasis in Greece
I. Isolation and identification of the parasit causing human and canine visceral leishmaniasis. Annales of
Tropical Medicine and Parasitology, 78: 363.

Uliana, S.R.B., Affonso, M.H.T., Camargo, E.P., Flocter-Winter, L.M, (1991). Lefshmania genus
identification based on a specific sequence of the 188 ribosomal RNA sequence, Experimental Parasitology,
72: 157-163.

Ullman, B., Carrero-Valenzuela, E., Coons, T. (1989). Leishmania donovani: Isolation and characterization



Bibliografia 223
of sodium stibogluconate (Pentostam)-resistant cell lines. Experimental Parasitology, 69: 157-163.

Urgel, R., Recacoechea, M., Desjeux, Ph., Bermudez, H., Villarroel, G., Balderrama, S., Carrasco, J.,
Aguilar, C., Dujardin, J.C., Le Ray, D. {1989). Leishmaniasis in the lowlands of Bolivia (Leishbol): Part
VII. Preliminary characterization of eleven leishmania isolates. En: Leishmaniasis: The Current Status and
New Strategies for Control, (Hart, D.T. ed.), pp. 131-136, Plenum Press. New York.

Van Bueren, J., Hodson, S., Miles, M.A., Neal, R.A. (1989). Zymodeme analysis of laboratory strains of
Trypanosoma cruzi in relation to drug susceptibility, Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine
and Hygiene, 83: 207.

Van der Ploeg, LL.H.T., Comelissen, AW.C.A,, Barry, 1.D., Borst, P. (1984). Chromosomes of
kinetoplastida. The Embo Journal, 3: 3109-3115.

Van Eys, G.J.J.M., Guizani, L., Ligthart, G.S., Dellagi, K. (1991). A nuclear DNA probe for the
identification of strains within the Leishmania donovani complex. Experimental Parasitology, 72: 459-463,

Van Eys, G.J.J.M., Schoone, G.J., Ligthart, G.S., Alvar, J., Evans, D.A., Terpstra, W.J. (1989).
Identification of "Old World" Leishmania by DNA recombinant probes. Molecular and Biochemical
Parasitology, 34: 53-62,

Van Eys, G.J.J.M., Schoone, G.)., Kroon, N.C.M., Ebeling, S.B. (1992), Sequence znalysis of smati
subunit ribosomal RNA genes and its use for detection and identification of Leishmania parasites, Melecular

and Biochemical Parasitology, 51; 133-142,

Van Eys, G.J.J.M., Schoone, G.J., Kroon, C.C.M., Ligthart, G.S. ({990), PCR in epidemiology and
diagnosis. Second CEC meeting on leishinania: Field work, epidemiology, diagnosis and intervention. pp-
42, Macuto, Venezela.

Van Eys, G.J.J.M., Schoone, G.J., Ligthart, G.S., Laarman, J.J., Terpstra, W.J. (1987). Detection of
Leishmania parasites by DNA in situ hybridization with non-radioctive probes. Parasitology Research, 73:

199-202,

Vargas, M.A., Orozco, E. (1993). Eramoeba histolytica: changes in the zymodeme of cloned nonpathogenic
trophozoites cultured under different conditions. Parasitology Research, 79: 353-356.

Vasconcelos, [.A.B., Vasconcelos, A.W., Momen, H., Grimaldi Jr., G., Alencar, J.E. (1988).
epidemiological studies on american leishmaniasis in Ceard State, Brazil. Annals of Tropical Medicine and
Parasitology, 82; 547-554.

Verdejo, J., Alvar, J., Polo, R.M., Gonzilez-Lahoz, J.M. (1987). Leishmaniasis visceral asociada a anti-
HTLV [II positivo. Revista Clinica Espaiela, 180: 221,

Verdejo, J., Alvar, J., Polo, R.M., Gonzilez-Lahoz, J.M. (1988). Glucantime-resistant visceral
leishmaniasis in immunocompromised patients. American Journal of Medicine, 85: 128,

Vigevani, G.M., Galli, M., Rizzardini, G., Antinori, S., Almaviva, M., Coen, M. {1989). Visceral
leishmaniasis in HIV infection: a report of three cases, Aids, 3: 674-675.

Vickerman, K., Preston, T.M.(1970). Spindle microtubules in the dividing nuclei of trypanosomes. Jowrnal
of Cell Science, 6: 365-384.

Villalba, E., Ramirez, J.L. (1982). Ribosomal DNA of Leishmania brasiiiensis: Nomber of ribosomal copies
and gene isolation. Journal of Protozoology, 29; 438-441,



Bibliografia 224

Vabra, H.. Bhatti, N.K., Ganguly, N.K., Mahajan, R.C. (1989). Virulence of pathogenic and non-
pathlogemc zymodemes of Entamoeba histolytica (Indian strains) in guinea-pigs. Transactions of the Royal
Society of Tropical Medicine and Hygiene, 83: 648-650.

Vrcpoto_vé. N., Ditrich, O., Giboda, M. (1993). change of isoenzyme pattem during long-term polyxenic
cultivation of Entamoeba histolytica. Annales de Parasilologie Humaine er Comparée, 68: 67-69.

Wahba, M.M., Schmur, L.F., Morsy, T.A., Merdan, A. (1990). the characterization of Leishmania major
from PPhlebotomus papatasi (Scopoli) caught in northern Sinai, Egypt. Transactions of the Royal Society
of Tropical Medicine and Hygiene, 84: 184-785,

\:Vaitumbi, I.N., Murphy, N.B. (1993). Inter- and intra-species differentiation of trypanosomes by genomic
fingerprinting with arbitrary primers. Molecular and Biochemical Parasiiology, 58: 181-186.

Wallace, F.G., Camargo, E.P., McGhee, B.B., Roitman., I, (£983). Guidelines for the description of new
species of lower trypanosomatids. Journal of Protozoology, 30: 308-313.

Walliker, D. (1983). The genetic basis of diversity in malaria parasites. Adv. Parasitology, 22: 217-259.

Walliker, D., Quakyl, I.A., Wellems, T.E., McCuichan, T.F., Szarman, A., London, W.T., Corcoran,
L.M., Burkot, T.R., Carter, R. (1987). Genetic analysis of the human malaria parasite Plasmodium
Jalciparum, Science, 236: 1661-1666.

Walliker, D. (1989). Implications of genetic exchange in the study of protozoan infections. Parasitalogy,
99: 549-858,

Weigle, K.A., Saravia, N.G., de Divalos, M., Moreno, L.H., D'Alessandro, A. (1986}, Leishmania
braziliensis from the pacific coast region of Colombia: foci of transmission, clinical spectrum and isoenzyme
phenotypes. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 35: 722-731.

Weislogel, P.O., Hoeijmakers, A.H., Fairlamb, C., Kleisen, C., Borst, P. (1977). Characterization of
kinetoplast DNA networks from the insect trypanosome Crithidia lucilae, Biochemical Biophysica Acta, 478:

167-179,

Weish, J., McClelland, M. (1990). Fingerprinting genomes using PCR with arbitrary primers. Nucleic Acids
Research, 18: 7213-7218.

Welsh, J., Pretzman, C., Postic, D., Saint girons, I., Baranton, G., McClelland, M. (1992). Genomic
fingerprinting by arbitrarily primed polymerase chain reaction resolves Borrelia burgdorferi into three
distinct phyletic groups. /nrernational Journal of Systematic Bacteriology, 42: 370-371.

Wells, I.M., Prospero, T.D., Jenni, L., Le Page, R.W.F. (1987). DNA contents and molecular karyotipes

of hybrid Trypanosoma cruzi. Molecular and Biochemical Parasitology, 24: 103-116.

Webster, H.K., Thaithong, S., Pavanand, K., Yongvanitchit, K., Pinswaasdi, C., Boudreau, E.F, (1985).
Cloning and characterization of mefloquine-resistant Plasmodium falciparum from Thailand. American

Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 34: 1022-1027.

White, T.C., Fase-Fowler, F., van Luenen, H., Calafat, J., Borst, P. {1988). The H-circles of Leishmania
tarentolge are a unique amplifisble system of cligomeric DNAs associated with drug resistance. Journal

Biological Chemistry, 263 16977-16983.

Wilson, K., Hanson, 8., Landfear, S., Ullman, B. (1991). Nucleotide sequence of Leishunania donovani
medRNA gene. Nucleic Acids Research, 19: 57817,

Wilson, 8§.M. (1992). Reply. Parasirology Today, 8 235.



Bibliografia 225

Wilson, S.M., McNervey, R., Moreno, M.B., F rame, L., Miles, M. A. (1992). Adaptation of a radicactive
L. donovani complex DNA probe to a chemiluminescent detection system gives enhanced sensitivity for
diagnostic and epidemiological applications. Parasitology, 104: 421-426.

Williams, J.G.K., Hanafey, M.K., Rafalski, J.A.. Tingey, S.V. (1993), Genetic analysis using RAPD
markers. Methods in Enzymology, 218: 704-740.

Williams, J.G.K., Kubelik, A.R., Livak, K.J., Rafalski, J.A., Tingey, S.V. (1990). DNA polymorphisms
amplified by arbitrary primers are useful as genetic markers. Nucleic Acids Research, 18: 6531-6535.

Wirth, D.F., McMahon Prait, D, (1982). Rapid identification of Leishmania species by specific
hybridization of kinetoplast DNA in cutaneous lesions. Proceedings of the National Academy of Sciences
USA, 792: 6999-7003,

Wirth, D.F., Rogers, W.O., Barker, R. Jr., Dourado, H., Suesebang, L., Alburquerque, B. {1986},
Leishmaniasis and Malaria: New tools for epidemiologic analysis. Science, 234: 975-979,

Woods, J.P., Kersulite, D., Goldman, W.E., Berg, D.E. (1993). Fast DNA isolation from Histeplasma
capsulatum; Methodology for arbitrary primer polymerase chain reaction-based epidemiological and clinical
studies. Journal of Clinical Microbivlogy, 31: 463-464,

World Health Organization (1990). Control of the leishmaniases. World Health Organization Technigue
Report Serie 793.

Yebra, M., Segovia, J., Manzano, L., Vargas, J.A., Bernaldo de Quir6s, L., Alvar, J. (1988},
Disseminated-to-skin Kala-azar and the acquired immunodeficiency syndrome. Anaals of Internal Medicine,
108: 490-491.

Youssef, M., Shetata, M.G., El Sawaf, B.M., Boulos, L., Pratlong, F., Amer, M., Rioux, J.A. (1989).
Leishmania infantum MON-98, zymodéme nouveau isolé des leishmanioses viscérales humaines en Egypte

(El Agamy). Annales de Parasitologie Humaine et Comparée, 64: 152-153.

Ziegler, A., Geiger, K.H., Ragoussis, J., Szalay, G. (1987). A new electrophoresis apparatus for separating
very large DNA molecules. Journal Clin. Chem. Clin. Biochem. 25:578-579,



ANEXO



Anexo 226

8.- ANEXO

1.- Jiménez, M.I., Gutiérrez-Solar, B., Benito, A., Aguiar, A., Garcfa, E., Cercenado,
E., Alvar, J. (1991). Research and Reviews in Parasitology, 51: 95-99.

2.- Molina, R., Lépez-Vélez, R., Gutiérrez-Solar, B., Jiménez, M.1., Alvar, J. (1992).
Isolation of Leishmania infantum from the blood of a patient with AIDS using sandflies.
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 86: 516.

3.- Jiménez, M.I., Puente, S., Gutiérrez-Solar, B., Martfnez, P., Alvar, J. (1994).
Visceral leishmaniasis in Angola due to Leishmania (Leishmania) infantum. American

Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 54. 687-692.

4.~ Alvar, J., Jiménez, M.I. (1994). Could infected drugs-abusers act as potential L. (L.}

infantum reservoirs?. Aids, 8: 854.

5.- Jiménez, M.I., Laguna, F., Solfs, F., Alvar, J. (1994). New Leishmania (Leishmania)
infantum zymodemes responsible for visceral leishmaniasis in HIV-positive co-infected
patients fron Spain. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene,

(en Prensa).



Rgeam‘l and Reviews i Pargsitalogy, §1 (i-4): 95-39 {1991)
<27 1993 Asociacion d¢ Parasitologos Espafioles

Fdizonal Fontalba, S.A.
Printed in Spain

CUTANEOUS LEISHMANIA (L.) INFANTUM ZYMODEMES ISOLATED
FROM BONE MARROW IN AIDS PATIENTS

VL JIMENEZ!, B, GUTIERREZ-SOLAR', A, BENITO!, A. AGUIAR',
E. GARCiA', E. CERCENADO? & J. ALVAR!
Vt aboratorio de Referencia de Leishinaniosis, Servicio de Farasitologia, Centro Nacional de Microbiologia.
Instituto de Salud «Carlos 11i», 28220 Mujadakonda, Madrid, Spain
2Hospital Gregoric Maraddn, Madrid, Spein

Received 29 May 1991; accepted 7 June 1991

REFERENCE: JISENEZ (ML), GUTIERREZ-SOLAR {DB.), BENITO (A.), AGUIAR (A.), GArcla (E.), CERCENADRO (E.) & Awvar (1), 1991— Culta-
neous Leishmania (L.) infantum zymodemes isolated from bone marrow in AIDS patients. Research and Reviews in Parasitology, 31 {14k 95.99,

ABSTRACT: The interest in immunocompromising diseases and lelshmaniasis association has increased due to the accumulation of leishma-
niasis cases among AIDS patients. tn Spain, Lefshmania infantum is responsible for both cutancous and visceral paghologies: cutaneous
stocks are correlated with the zymodemes MON-L, MON-29 and MON-133, and visceral stocks with MON-1, MON-28 and MON-BO. In
order to verify whether the parasite involved in this peculiar assockation is biofogically identical to the isolates present in common leishma-
niasis, eight Letshmanie stocks from AIDS patients were isolated and characterized from bath cutaneous and visceral lesions. For the para-
site typing, 1wo methods were carried oul; isoenzyme analysis using a 15 enzyme panel in thick starch gels and karyotyping by pulsed feld
gradienu electropharesis (PFG). Both cutanecus and visceral isolates showed isoenzyme patterns specific for L. infantum, reinforcing the
previous reports of L. infenaum as the single Leishmania species present in Spain, Both cutancous and visceral zymodemes were isolated
from bone marrow aspirates: the anergic condition in AIDS patients permits the dissemination of the parasite throughow the viscera and
skin. A high variability has been shown for most of the isolated by PFG typing, except two stocks which share the majority of chramosome
bands. None of the methods used identified a single microbiologicai or epidemiological marker for Leishmania stocks isolated from HIV-
infected palicnts. Therefore, it is the same parasite as in usual leishmaniasis but the infection ratio is amplified by the immunodeficiences.

Key WORDS: Leishmania infentum, AIDS, coinfection, characterization.

INTRODUCTION

The first case of leishmaniasis associated with HIV was
published in 1985 (DELA LOMA &f al., 1985). Since then,
aver one hundred-twenty more cases have been described,
most of them in Spain {FERNANDEZ-GUERRERC &/ al.,
1987: AlLvaR, BLAZQUEZ & NAJERA, 1989a; MONTALBAN e/
al., 1989; BERENGUER e/ al., 1989; WHO, 1991). So there
are good reasons Lo consider Leishmania 10 be an oppor-
tunistic parasite inside the host long before the HIV in-
fection: a) once the immunosuppression appeared, some
of the clinically cured cutaneous cases have evolved into
visceral leishmaniasis; b) leishmaniasis can appear gither
in early or late HIV infection without carrelation with
the serological response; ¢} there is a strong correlation
between leishmaniasis and AIDS, even when both infec-
tions overlap in restricted areas; d) the skin test shows the
persistance of delayed hypersensitivity for many years; e)
there is a long delay between exposition to the parasite
and clinical symptoms, in some cases over five years {Ba-
DARG ef al., 1986; SENALDI ef al., 1986; ALVAR & BLAz-
Quez, 1986).

In Southwest Europe, L. infantum is responsible for
both cutaneous and visceral forms of leishmaniasis.
Zymodeme (ZM) 1 (MON-1}, ZM-29 (MON-29) and
ZM-33 (MON-33) are correlated with cutaneous stocks
and ZM-l (MON-1}, ZM-28 (MON-28) and ZM-80
(MON-80) with visceral isolates, all of them described in
Spain (RIoux et af., 1980: Porrus ef af., 1986; ALVAR &
Orriz, 1987; PorTUS ef al., 1989).

The above-mentioned tropism of the different zymo-
demaes establishes new epidemiological and clinical fron-
tiers in the understanding of leishmaniasis. In order 10
define whether the parasite isolates from AIDS patients
belong to a group with typical characteristics or not, two
taxonomical methods in eight Leishmania stocks from
ALDS patients presenting either cutancous or visceral le-
sions were performed.

MATERIAL AND METHODS

Stocks

Eight Leishmania siocks were isolated by biopsy or aspirate in
NNN medivm and sequentially passed into RPML-12%FCS. Seven
of them were obtained from bone marrew in visceral leishmaniasis,
and one from diffuse cutaneous leishmaniasis. All patients were from
Madrid. International reference species and zymodeme markers were
used (see Table 1).

Enzyme anzlysis

The isoenzyme patlerns were oblained by 15 systems: GPI
(E.C.5.3.1.9), G-6-PD (E.C.1.1.1.49}, 6-PGD (E.C.1.1.1.44), NP1
{EC.2.4.2.1) and NP2 (EC.2.4.2%), MDH (EC.1LLLITY, GOT!
(EC.2.6LD and GOT2 (ELC.2.6.1%), ME (E.C.1.1.140), ICD
(EC.1LL1.42), DIA (EC.1.6.2.2), PGM (EL.2.7.5.1), MPI
(E.C.5.3.1.8), FH (EC.4.2.1.2), and GLUD (EC.1.4,1.3). Thick starch
gel electrophoresis was carried out, according to previous protocols
(MILES el al., 1980; Maazoun ef all, 1981; LE BLaNCOQ, 1983; M-
RENO &f al., 1986, Alvar, 1988).

Karyotyping by pulse ¢lectrophoresis gradient {PFG)
The rotatory field electraphoresis, with curved elecirodes, allaws
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the application of several pulse times in different directions of the
electric field, improving the resolution of the separated DNA ma-
cromolecules (SOUTHERN ef af., 1987}, The conditions were as fo-
llows: 42 h electrophoresis was carried out, using 125 v, pulse time
from 100 to 20 sec., electric field angle from 120° to 95° and 15°C
temperature (GUTIERREZ-SOLAR, AGUIAR & ALVAR, 1990). The pre-
paration of intact chromosomic DNA preparation has been pre-
viously described (vaN DER PLOEG er af., 1984),

RESULTS

Isoenzyme analysis

The value 100 was arbitrarily taken for the electropho-
retic mobility obtained for each enzymatic system of the
LEM-75 strain. To obtain the enzymatic pattern and
zymograph for all the stocks, every isolate was compa-
red to the value of the LEM-735 strain. The results are sum-
marized in Table 2 and Figures 1 and 2. Briefly, the
LEM-307 and Daniel stocks showed a mobility of 105 for
the isoenzyme G-6-PD and 140 for NP corresponding to
ZM-29, The Oscar, $9933 and 5825 isolates showed a mo-
bility of 105 for G-6-PD and 100 for NP corresponding
to ZM-33. Such a result has been detected in Madrid pro-

M.l JIMENEZ et ai.

vince for the first time, The ZM-28 LEM-458 marker
shows a mobility of 102 for G-6-PD and of 140 for NP.
The rest of the mobilities obtained with all isoenzymes
used, for every stock, were 100, similar to LEM-75 ZM-1
(results not shown in the Figures).

Karyotyping by PFG/RFE

The pattern in every stock contains over twelve bands
{Fig. 3). There is a DNA condensation with an apparent
size of 2300 kbp, two close 900 kbp bands constant in
all stocks and a highly variable band pattern between 904
to 300 kbp. In the Daniel stock a very low MW band of
150 kbp is visible. By densitometric comparison a clear
homology can be established between the LEM-307 and
Oscar strains, the latter showing two additional bands of
350 and 340 kbp.

DISCUSSION

The assertion that L. infantum is the only Leishmania
species in Spain responsible for cutaneous leishmaniasis

Stock name Code Zymodeme Host Lesion Qrigin
* LEM-75 MHOM/FR/80/LEM-75 ZM-1 HIV(-) Visceral Pirineos
* LEM-307 MHOM/ES/81/LEM-307 ZM-29 HIV(~) Cutaneous Barcclona
* LEM-458 MHOM/ES/83/LEM-458 ZM-28 HIV(-) Visceral Barcelona
Oscar MHOM/ES/88/LLM-106 ZM-33 HIV(+} Cutaneous Madrid
Antanio MHOM/ES/88/LLM-150 ZM-1 HIV(+) Visceral Madrid
Daniel MHOM/ES/88/L1LM-175 ZM-29 HEV(+) Visceral Madrid
59933 MHOM/ES/90/L.LM-200 ZM-33 HIV(+) Yisceral Madrid
38140 MHOM/ES/9)/LLM-195 ZM-1 HIV(+) Visceral Madrid
Milagros MHOM/ES/88/LLM-180 IM-1 HIV{+) Visceral Madrid
Jesus MHOM/ES/88/LLM-i90 ZM-1 HIV(+) Visceral Madrid
5825 MEOM/ES/90/LLM-205 ZM-13 HIV(+) Visceral Madrid
Table |- Characteristics of the Leishmania stocks isolates from HIV seropositive persons, * = zymodeme L. infantum markers.
Stock 75 307 458 Ose, Ant Dan. Mil. Jes. 58140 59933 5825
GPI 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
6PGD §00 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
NPI 100 140 140 100 100 140 100 100 100 105 100
NP2 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
G6PD 100 105 102 105 100 105 100 100 100 105 105
GOT1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
GOT2 100 100 100 100 100 100 100 100 0 100 100
MDH 100 104 104 104 100 104 100 100 100 104 104
ME 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
ICD 100 100 100 100 100 100 100 100 1640 100 100
DIA 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
PGM 100 100 106 100 100 100 100 100 100 100 100
MP] 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
FH 100 100 160 100 100 100 100 100 100 100 100
GLUD 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
M 1 29 28 13 | 29 1 1 I kx| 13

Table 2.— [soenzyme profile of severat Leishmania infantum stocks isolated from HIV seropositive persons.
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weas tested again in the Oscar cutaneous isolate, whose
soenzyme pauern corresponds with L. infanium 7N-33,
This observation has been pinpointed previously using
Iscepzyme analysis in several Southwest European coune-
tries, including Spain (Rious ef of, 1980; Porius e al,,
198G6; Atvar & Orriz, 1987 Avag, 1988 Portes e al,
148Y).

Z 31229 has been isolated frony £ ffuntem citaneous
stocks (PoORIUS ¢ af., 1986}, both in southeast France
and Spain (Barcelonay. In the present study this ZM-29
wits found in a visceral isolare (Daniel) from Madrid (Ta-
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ble 2). ZM-33 was previously described in France and re-
cently detected i Barceiona (Porics ef wl., 1989). Tts pre-
sence in three additional stocks from Madrid is here co-
rroborated: two from viscerad lesions and one from 4
diffuse cutaneous leishmaniasis. A similar situation has
heen reported in ltaly for a cutaneons zyvimodeme, ZM-24,
isolated from bone marrow in an immunocompromised
patient (Grabosn Grasicors & Bornsa, 1903 In the
Alpes Maritimes region tFrance) a set of seven characte-
rized visceral stocks from HIV seropositives were ZM-1
{MARDY e ¢f, 1989), The anergic condition of these pa-
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tients perniits parasite dissemination both in the viscera
as well as in the skin (Yurra er af, 1988). The oppasite
situation has been demonstrated for L., rropice, tvpicalls
dermaotropic, isolated from the spleen in patients with o
deficient immunological condition in Ethiopia {SCHs R
el al., 1981).

The high variability found with PFG has been pre-
viously proved using KDNA dizestion and hnvhridizanion
atterns Yor Spanish L. jnfanreing stocks LANVAK ¢of af,
1989b), and ltalian samples (ANGELICT, GRAMICOIA &
Ciranoxsl, 1989). This tact makes the definition of epi-
demiological markers for the clinical developmen of the
disease much more difficult. None of the methods used
identified any specific characteristic for leishmania/AIDS
isolates. This fact sugeests that in the leishmaniasissATDS
associntion Leishmanio is not unique, In a few words, the
Leishmania stocks found in AIDS patients are the same
s the parasites responsible for the pathology in the nor-
mitl host, but the imnunodepression amplifies the pat-
hology of the disease both in number and in severity,
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Abstract.

A 26-year-old man from Angola with no history of travel outside the country

presented with typical symptoms of visceral leishmaniasis. The parasite was isolated and
biochemically characterized using both kinetoplast DNA and nuciear DNA probes and
showed a strong homalogy with Leishmania (Leishmania) donovani sensu lalo (5.1 ). When
the nuclear DNA of the isolate was hybridized wilh a specific Leishmania (L.) infantum
probe. the patiem obtained showed a clear signal with this species. To establish its identity
more specifically, this isolate was typed using 2 {5-sysiem isoenzyme panel and thick-
starch gel electrophoresis, and was identified as L. (L.) infantum zymodeme 1 (MAD-1},
the most widespread zymodeme in Mediterranean countries. One case of visceral leish-
maniasis has been reported in Angola, but this case is the first report of L. (L.) infuntum

in Adfrica south of the equator.

The wo Leishmania species responsible for
visceral leishmaniasis (VL) are included in the
Leishmania (Leishmania) donovani s.i. group.'
These are L. (L. ) donovanf sensu stricti (5.5.) in
India and east Africa, and L. (L.} infantum in
countries bordering the Mediterranean Sea and
China. Leishmania (L.} chagasi in the Americas
is considered by most investigators to be L. (L)
infannen and L. (L) archibaldi in east Africa is
considered to he a variant of L. (L.} donovani
%.%. There is little information available on VL
in African countries south of the equator, and
only few reports of its sporadic presence are
known.?

Leishmania (yping is basically performed by
isoenzyme analysis and DNA probing, but both
methods have advantages and disadvantages.
lspenzyme characterization is a phenotypic
method that requires 5 X 10* promastigotes for
each assay, Some isolates are difficult to culture:
thus. preparation of enough material for 15 iso-
enzyme syslems is expensive and time-consum-
ing. DNA typing circumvents this limitation and
gives guantitative and qualintive genolypic in-
formation. However, the most accurate infor-
mation Eor correlating virulence and pathogene-
sis is obtained by isoenzyme analysis. with L.
(L) infamum being a good example in which
cutaneous and viscernl zymodemes have been
described. Among many published zymodemes
for this species, zvmodeme | (synonymous with

MON-1, LON-49, and MAD-1) is most wide-
spread ns a cause of VL in humans, dogs, foxes.
and rats in the Mediterranean basin.”

MATERIALS AND METHODS

Case report. A 26-year-old man from Angola
came to Spain three weeks prior to medical con-
sultation for fever (40°C), weight loss, and fre-
quent epistaxis. For one month, he had had ab-
dominal pain and fever. He was found to have
a 4-cm hepatomegaly and a 22-cm splenomegaly
that reached the right iliac crest. A pancytopenia
was noted with other laboralory test results com-
patible with leishmaniasis: 1,600 leukocytes/
mm*. hemoglobin (75 g/L), hematoerit (22.5%).
162,000 platelets/mm’®, total proteins (1,080
g/Ly, albumin (25 g/L). alfa-1 globulin (2 g/L).
alfa-2 globulin (5 /Ly beta globulin (9 g/l
gamma-giobulin (67 g/L). and polyclonal 1gG
(81.94 g/L). Tests results for hepatitis B and C
virus, Salmonella. brucellosis, ricketisia, active
malaria, and schistosomiasis were negative. An-
tibodies to human immunodeficiency virus were
not detecied by enzyme-linked immunasorbent
assay and Western blotting. A bone marrow as-
pirate showed [requent amastigoies. Serologic
analysis for leishmaniasis by an immunofiuares-
cent antibody test showed a titer of 1/640 and
counter immunoelectrophoresis showed specific
precipitation arcs.

The patient was treated with 20 mg/kg/day of
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meglumine antimoniate for 21 days and showed
total recovery within a few weeks. No relapses
were observed during the next seven months. He
showed a weight gain of 10 kg and a reduction
in splenoimegaly from 22 em to 2 em, Other lab-
oratory test results were as follows: hemoglobin
(127 g/L), hematocrit (38.88%), total proteins
(24 p/L), albumin (52.1 g/L), alfa-i globulin
(2.2 g/1.), alfa-2 globulin (8.1 g/L). beta globulin
(7.7 g/L), gamma-globulin (24 g/L), polyclonal
1gG (23.80 g/L).

Biochemical characterization. The stock
was isolated by bone marrow aspiration, grown
in NNN medium, and cultured on a large scale
in RPMI 1640 medium supplemented with 10%
fetal calf serum (FCS). The code name given o
this strain was MHOM/AOQ/G1/LLLM-85 (Paulo)
L. (L.} infanman. The following international ref-
erence markers of Leisiunania species and L,
(L.} infannon zymodemes were used: MHOM/
ET/72/-100 (LRC-L. 147} L, (L) aethiopica,
MHOM/IQ/65/A. SINAT 1 (LRC-L. 32) L. (L.}
rropica, MHOM/SU/T4/K2T L. (L) tropica,
MHOM/SU/73/5-ASKH L, (L.} wejor. MHOM/
ET/67/HU3 (LRC-L 133) L. (L.) donovani s..,
MHOM/TNBOIPT-1 L. (L.} infantum, MBOM/
FRIBMEM-T5 L. (L) infantum reference strain
for zymodeme | (MON-1), MHOM/ES/8}/
LEM-307 L. (L.} infantum reference strain for
zymodeme 29 (MON-29), MHOM/DZ/83/LEM-
425 L. (L.) infantim reference strain for zymo-
deme 80, and MHOM/FR/82/LLEM-356 L. (L.)
infaennon  reference  strain for zymoedeme 33
(MON-33).

Pratocols for isolating Lefshmania DNA have
been previously described.* Briefly, kDNA and
nDNA were purified in by cesium chloride-
ethidium bromide density gradient centrifuga-
tion. The kDNAs were digested with Hae TH and
the fragments were separdted by electrophoresis
on [.8% agarose gels, After the nDNAs were
digested with Psr I and Hind 111/Bam HL, they
were subjecled to electrophoresis on (L7% aga-
rose gels and Southern-blotted onte nylon mem-
branes.® Kinetoplast DN A hybridization was car-
ried out using an L. (L.} donovani s.i-specilic
kDNA probe (400 basepairs)y designated 307/k-1
(Advar 1, unpublished data). Nuclear DNA hy-
bridization was performed with the 7-059 nDNA
probe prepared from an L. imfannon cDNA li-
brary that is also specific for L. (L.) dorovani
&% An additional hvbridization was done using
nDNA of the isolate and probe pDK20 selecied
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FiGure 1. Autoradiograph of a Southern blot of
leishmanial nuclear DNAs digested with P32 1 and hy-
bridized with the 7-059 prohe. Lane | = [PT-1: lane
2 = Paalo; lane 3 = LEM-75: lanc 4 = 5-ASKH; lane

5 = LRC-133: lane 6 = LRC-32. kb = kilabases.

from a genomic library of L. major (MHOM/
SN/GO/DK L) that can distinguish between L. (L)
donovani .5 andd L. (L) infantim.’ Probes were
labeled with *P by the random primer method.
Results were obtained by autoradiography.
lsoenzyme typing was carried oul with 5 X
108 promastigotes that were harvested from
RPMI 1640-109% FCS by centrifugation and
washed three times, Thick starch gel electropho-
resis was performed following previous proto-
cols using a |3-epzyme system panel:** glu-
cose phosphate isomerase (GPI EC.5.3.1.9),
6-phosphogluconate  dehydrogenase (6-PGD
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A, banding pauters of leishmaniab kineteplust DNAs digested with Hee 111 Lane Std = phage

PM2 digested with Hae 11 kine | = LEM-307; lane 2 = 5-ASKH; lane 3 = IPT- L fane 4 = Paulo: lanc §
= LEM-75: lane 6 = LRC-133; lanc 7 = LRC-32. B, ustoradiograph of the gel in A blotted on @ nylon membranc
and hybridized with the 307/k-1 DNA prohe. Values on the lefi side of A are in hasepairs.

EC.1.1.1.44), glucose-b-phosphate  dehydroge-
nase (G6PD EC.L.1.1.49)5 nucleosy] phosphor-
vlase | (NP-1 EC.2.4.2) nucleosyl phosphory-
lase 2 (NP-2 EC.2.4.2) . glulamate oxaloacetste
transferase 1 oand 2 (GOT-1 and GOT-2
EC.2.6.1.1), malic enzyme (ME EC.L1.1.40,
malate dehydrogenase (MDH EC. 111371 iso-
citrate dehydrogenase (1ICD EC.[.1.1.42), phos-
phoglucomatase (PGM EC.2.7.5.1). diagphorase
(DIA BC.1.6.2.2), munnose phosphate isomerase
(MP1 EC.5.3.1.8) gluwamate Jehydrogenase
(GLUD EC.1.4.L.3, and fumarale hyvdratase
(FH EC.4.2.1.2). The data were analyzed with
the numerical taxonomy program TAXAN (in-
tormation Resources Group, Maryland Bistech-
nology Institwe, University of Maryland. Col-
fege Park. MDY and by applying the Jaccard’s

similarity index StJy. A similarity matrix was
computed and transformed into an agglomera-
tive hierarchial cluster and relationships were
depicied in a dendrogram.

RESULTS

Characterization of nDNA of the Paulo strain
by Southern blotting followed by hybridization
with the 7-059 ¢DNA probe showed the same
banding pattern as the markers for L. donovani
st (L (L) infanmm (IPT-1. LEM-75) and L.
(L) donovani s.s. (LRC-L 133}), but a pattern
that wus different from those ol L. L.} major
(5-ASKH) or L. (L) tropica (LRC-L 32). The
observed bands of 6.3, 3.0, 1.6, 1.4, and 0.8 kb



690 JIMENEZ AND QTHERS

1 2 345 6 7

kb

23.0-

2.3~
2.0~

Figure 3. Southern blot of nuclear DNAs digested
with Hind IH and Bam H1 and hybridized with the
pDK20 probe. Lane | = LEM-425; lane 2 = LEM-
75; lane 3 = IPT-1; lane 4 = Paule; lane 5 = LRC-
133; lane 6 = 5-ASKH; lane 7 = LRC-32. kb = ki-
lobases.

have been shown to be specific for the Leish-
mania species that cause VL (Figure 1).

When the KDNA of the Paulo strain was char-
acterized with the 307/k-1 kDNA probe, a clear
hybridization signal was obtained, similar (o the
one given by other L. (L.) infanium markers
(LEM-307, IPT-1, and LEM-75) and L. (L.} don-
ovani s.5. (LRC-L 133). This confirmed the re-
lationship of the Paulo strain with L. (L.}
donovani 5., No cross-hybridization was ob-
served with L. (L.) tropica (LRC-L 32). The
fragment used as probe is present in different
minicircle families and shows a significantly
higher number of copies for the homologous
stock LEM-307 (Figure 2).

The pattern obtained with the nDNA of the
Paulo strain hybridized with the pDK20 probe
is closely related to L. (L.} infantum (LEM-75
and IPT-1) rather than to L. (L.) donovani (LRC-
L. 133). The 18-kb fragment in L. {L.) infantum
stocks seems to be analogous to the 14-kb frag-
ment in L. {L.) donovani, in which an additional
hybridizing 4-kb fragment is present (Figure 3).

The enzymatic pattern and zymograph for all
strains and stocks was obtained by comparison
of the electrophoretic mobility of each enzyme
with the enzyine mobilities of strain LEM-75.
using 100 as an arbitrary standard value. The
mobility patterns of the GOT-1 and MDH iso-
enzymes differendated L. (L.) donovani s.s. and
L. (L) infantm, and the patlerns obtained with

TADLE )
Iswenzvme profile of Leishmania Gl Waorld reference strains, L. (L) infantum reference strainy, and the Angola
stack obtained by comparison of the electrophoretic wobility of each enzyme with the enzvine mobilities of

the reference strain LEM-75%

Lnzyine

Refercnos
slrains ICry  GalMy  NPI NP2 MDH ME PG

MPL GFt GOT-1 GOT-2 GLUI  FH DA PGM ZM

LEM-75+ 100 100 100 100 100G 100 100
LEM-307+ 100 105 140 100 104 100 100
LEM-356+ (00 105 100 100 104 100 100

IPT-1 HOO 100 100 100 100 100 100
3-ASKH 90 94 400 S0 160 8K 122
LRC-147 o 82 700 120 130 108 140
K-27 100 82 450 100 112 100 93

LRC-32 o 82 450 90 100 95 95
LRC-133 100 100 140 100 112 100 100

Angola stock
Paulo 00 MK 100 100 100 100 100

100 100 1o 100 100 10 100 100 1
1000 100 100 100 100 100 100 100 29
100100 100 100 100 100 100 100 33
100 100 100 100 100 100 100 100 1
150 77 110 n10 200 79 100 1R 4
105 53 127 110 100 105 100 123 14
100 76 135 90 95 100 1000 108 6O
101 76 135 90 95 (g0 100 100 39
1000 100 113 113 100 100 100 100 I8

100100 160 100 100 100 100 1064 1

* For definition of enzymes. see Materials and Methods. Values are relative mobilities, using 100 as an arbitrary standard. ZM = zymademe.

+LotLy imfanram zymodeme markers.
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Figure 4. Dendrogram resuliing ifrom weighted
average linkage cluster analysis applying the Jaccard™s
similarity index Si)). Zymodeme (ZM)-1 = LEM.75
(Leishmanie infantmy, 1PT-1, and Paulo; ZM-29 =
LEM-307 (L. infamtumy. ZM-33 = LEM-356 (L. in-
Suntam): ZM-18 = LRC-133 (L. donovaniy, ZM-39 =
LRC-32 (L. tropreat. ZM-60 = K-27 (L. iropica), ZM-
14 = LRC-147 (L. aethiopicay, ZM-3 = 5-ASKH (L.
majory, IPT-1 (L. infaniem). Pavlo (L. infaentun.

GOPD, NPIL, and MDH identified the Paulo
stradn as L. (L) infannon rymodeme MAD-!
(Madrid-1). The enzymatic profile is shown in
Table 1. The dendogram resulting from weight-
ed average linkage clusier analysis is shown in
Figure 4. in which the similarity between the
Paulo, IPT-1. and LEM-75 strains can be ob-
served.

EISCUSSION

The clinical history of the patient with sple-
nomegaly and who had been in Spain tor only
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three weeks, with no history of travel to other
countries, rules out the possibility that this in-
fection was contracted outside Angola. Our pa-
tient was not an immigrant to Angola from near-
by countries such as Zaire or Namibia, in which
travel is restricted. One case of VL from Angola
has been reported. but no information exists on
this case (unpublished data). A few cuses of VL
have been reported in countries bordering An-
gola. In Zaire, one case of VL was reported in
1978 and six cases of cutaneous leishmaniasis
{CL) were reported between 1983 and 1988,
Two cases of VL were diagnosed in Zambia in
the 1970s, but no known cases exist in the Con-
go. In Namibia. only 24 cases of CL caused by
L. (L.} trapica are known., None of the above
cited Leishmanin stocks that cause VL have
been characlerized previously.?

In the Old World, species other than L. rL.)
donovani 5.4, are responsible for VL in excep-
tional siwations, mainly in cases with immuno-
depression. Leishmania {l.) rropica has been re-
ported as a visceralizing species in Sudanese
patients.” On the other hand, anomalous muco-
cutaneous leishmaniasis has been reported (o be
caused by L. (L.) infanierm and L. (L.} major.' "
The dermotropic or viscerotropic zymodemes
within the species L. (L.} infantn change their
tissue trophism due 10 anergy when the patients
are coinfected with VL and acquired immuno-
deficiency syndrome.'*'s However, our patient
was not immunodepressed.

The nDNA probe (-759 has been shown to be
a powerful tool in qualitatively differentiating all
Old Warld Leishmania species, including L. (L.)
donovani 5.1, but not between L. (L.} denovani
s.x and L. (L) infannon® The KDNA probe 307/
k-1 is also not able o distinguish these species.
However, the strong hybridization of the Paulo
stock with these probes is consistent with its
identification as a member of the L. (L.} deno-
vani v.d. group. The probe pDK20 circumvents
this limitation bhecause it can distinguish be-
tween L. (L) donovani 5.5, and L. (L) infansn)
on the basis of 4 nonconserved DNA sequence.
This probe was tested with 50 reference stocks
and showed no variation in its ability to distin-
guish between both species.” This probe has also
been useful in characterizing the Paulo stock as
i (L.} infantem.

lsoenzyme typing clearly showed that the
Paulu stock could be assigned to the L. (L) in-

Sfanpom zymodeme MAD-1. Zymodeme I s
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widely disseminated as the causative agent of

VL in countries bordering the Mediterranean
Sea, as well as Portugal.”® The case of VL de-
scribed here could be the result of an introduced
focus from Portugal caused by population mi-
gration during the colonial period (16th and 17th
centuries). It has also been suggested that L. (L.)
ehagasi was introduced into the Amerijcas by the
dogs of the Conquistadores.'® Conversely, we
believe that L. (L.) infantum is disseminated in
Africa and is established, not only in east Africa
where its presence is well known, but also out-
side this area, in countries such as Senegal, the
Central African Republic, or further to the south,
in Angola.*"
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Could infected drug-users be potentiai Leishmania infantum reservoirs?

Intravenous drug users (1VDU) represent over 65%
of all HIV-positive cases in Spain. In a previous
paper on the prevalence of leishmaniasis among
AIDS patients, we suggested that svringes might be
a transmussion route for the parasite [1). Leishmea-
rtia infantum is the causative agent of both cula-
neous and visceral forms of leishmaniasis in south-
west European countries due to biochemical vari-
ants or zymodemes. In these countries, over 300 L.
infantum isolates have been typed 1o date and only
12 zymodemes have been found. Zymodeme 1 is
the variant found in immunccompelent humans in
9% of sicenotropic cases and, with a single excep-
tion, the only one detected in canines (the principal
reservoirs of L tnfantum). Zymodemes 24, 29 and
33 have heen isolated from most immunocompetent
cases of cutaneous leishmaniasis whose reservoirs
are still not fullv understood. However, these cu-
taneous zvmodemes have also been wsolated from
bone marrow in AIDS pauents, and are prohably
the expression of AIDS-associated anergy (23], The
clinical manifestation of leishmaniasis caused by L.
trifanttem may thus be the result of 2 balance he-
tween the virulence of the parasite (zymodemes)
and the efficiency of the cellular immune response.

We typed 47 L. infantum viscerotropic isolates from
HIV co-infected IVDU from Spain, seven of whom
were asymptomatic.

Surprisingly, eight different zymodemes were found
by swarch gel elecwrophoresis using the current
panel of 15 enzymes established by the Labora-
toire d'Ecologie Medicale. Monipellier, France, Zy-
modeme 1 (MAD-1) was present in only 18 out of
47 isolates from Madrid (15 stocks) and Mallorca (3
stocks). Two new zymodemes, MAD-300 and MAD-
501, were detected: MAD-500 was found in stocks
from Andalucia (2) and Madrid (1) and MAD-501 in
stocks from Madrid (2). Other common zymodemes
were MAD-33 (7) and MAD-24 (9), hoth in Madrid
stocks (the laner the first in Spain). MAD-27 (13,
MAD-29 (3) and MAD-34 (4}, were found mainly in
Levante (the latter the first in Spain). Data on the
enzymatic patterns were analysed using the TAXAN
program for numerial toxonomy (Maryland Biotech-
nology Institute, College Park, Maryland, USA) in
which Jaccard's similarity index is used. The vari-
ability demonstrated was much higher than that ob-
tained in stocks from immunccompetent patients,

Sexually transmitted diseases in rural Africa

The consistent presence of centain zymodemes iso-
lated from HIV-infected subijects that are uncom-
mon in immunecempelent patients in Spain and a»-
sent in dogs, and the variahility of L. infantum in
co-infections reinforced with new zymodemes. sug-
gest that co-infected patients are potential reservours
for the above zymodemes and allow their trans-
mission within [VDU communities. Syringes could
act as the vehicles for parasite-infected circulating
macrophages since, in co-infected pauents, Leisbma-
nia is easily identified in blood by smear staining
or isolated by xenodiagnosis using sandflies that in-
gest 0.5 W in each senting (much less than the blood
shared in syringes) (4,5

Acknowledgement

Special thanks to Dr N, Saravia, Colombia rwor her drestful com-
ments.

J. Alvar and M. liménez, Laboratono de Reterencra de Leishmany.
Asis, Servicio de Parasitologia, Centre Nacional de Microbiologia,
Instituto de Salud Carlos 4, 28220 Majadahonda. Madvrid, Span,

Sponsorship

Suppaorted by a grant irom the Avicenne/EEC Program (AVH-CT92.
003,

Date of receipt: 1 March 1994, accepted: 7 March 1994,

References

1. Alvar ), Gutierrez-Soclar B. Molina H. er al: Prevakence of
Leishmania infeclion among AIDS pauents (leuer|. lamcet
1992, 239:1427.

2 Jmencz Ml Guuerrez-sobar Db, Beno A, ef al: Cumancous
Leishkmania infantum rymodemces isolaed [rom bone mar
row tn AIDS panents. Rex Rev Panwol 1991, 51:95-99

;.3 Grumiccia M, Gradon: L. Trowm M: HIV-Leisbmania co
infections in Ialy. lsoenzryme charactenzation ol Leishma
nia causing visceral leishmaniass in HIY papenws. Trans #
Soc Trop Med Hyg 1992, 86:161-163.

1. Maninez P, de la Yega E, Liguna F ef ai: Diagnoss
of visceral leishmaniasis in HIV.infected individuals using
peripheral blood smears. AJDS 1993, 7:227-230.

5. Molinu R, Cafuvate C, Cercenado E. taguna F. Lopez-Velez
R. Alvar . Indirect xenodiagnosis of visceral Jeishmanuasis
in 10 HiVinlected palients using colonited Pblebotommes
perniciosus |lewer). AJDS 1994, 8:277-279.

There are many reasons why sexually transmitted
diseases (STD) are a major problem in rural Africa.
Much of the focus now is on the combined effect
of a deficient infrastructure with inadequate training
and poor motivation among the government staff

who have 1o treat drug-resistant organisms with a
restricted supply of drugs. The implication of this
assessment is that a massive investment in the health
infrastructure will have a major impact on STD in
rural Africa and, by implication, on the spread of
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New Leishmania (Leishmania)
infantum zymodemes responsible for
visceral leishmaniasis in patients
co-infected with HIV in Spain

M. I Jiménezi, F. Laguna? F. Solis} and J. Alvar
U aboratorio Nacional de Referencig de Leishmaniasis, Ser-
victe de Parasitelogia, Centro Nacional de Microbiologi
i *Servacio de Enfermedades Dnfecciosas, Centro de Inves-
teaciones Clinicas, Instituto de Salud Carlos fil.
Mantdaiomirg, Madrid, Spain; dUnidad de Microbiologin
w Paraswoingia, Hospital Provincial de Cordobu, Spain

Coinfections with Leidmunia (Leishnunia) infinbon
and human immunadeficiency virus (HIV) are relatively
common in south-west Europe, where both infections
overlap. Two-thirds of all visceral leishmaniasis SVL)
cases are adults and it is estimated thatover 70% of them
are associated with HIV co-infection (ALVAR, 1994).
Nine different L. (L) infuntum zvmodemes have so far
been identitied in patients withleishmaniasis associated
with HIV infection: viscerotropic isolates ZM-1 ZM-28,
ZM-136 and ZM-183, and dermotropic isolates ZM-24,
ZM-20, 7033, ZM-34 and ZM-78 (PORTUS et al., 1989;
MARTY ¢! al, 1991; GRAMICCIA ef al., 1992; PRATLONG
et al., 1993 ALVAR & JIMENEZ, 1994). The cutaneous or
visceral tropism of L (L.} infibttum is determined by its
virulence (zymodeme) and the immune cell-mediated re-
spunse in each case. In co-infected palienls, cutaneous
zvmodemes are frequently isolated from viscera dueto
the anergy of the patient (JIMENEZ et al., 1991; GRADONI
& GRAMICClA, 1984).

Here we report the isoenzyme typing of 5 stocks iso-
lated from co-infected patients, using a panel of 15 ie-
soenzymes and starch gel electrophoresis as previously
(MORENO ef al., 1986). Five reference strains of L. (L.)
ifiuttum zymodemes were used: MHOM/FR.78/ LEM-
735 (MON-1), MHOMES 91 BCN-65 (MON-28), MHOM/
£5 781/ LEM-307 {MON-29), MHOMI / ES/82/LEM-356
(MON-33) and MHOM/DZ/83/ LEM-425 (MON-80).

1234 5 6 78 910111213

figure. Glucose phus&nnte isomerase electropheretc patternsior reter-

erice steains and stocks of Lo (L) mfmtien (“2y modeme numbers are m

parenuheses). 1: LEM-75 (MAD-11; 2: LEM-307 (MAD-29, 3 BCN-65

MAD-28E 4 LEM-256 (MAD-33% 5 LEM-125 {(MAD-80Y & LLM-
T35 (MAD-183% 7. LEM-75 (MAD-13; & LLM-340 (MAD-183% 9.

CEN-75 (MADL), 100 LEM-373 (MAD-501); 11 LEM-T5 (MAD-1);
T N5 1WA D183 13 LLM-175 (MADS0).

“Uocresponding zvmodemes in the ZM {zvmademe), MON
(Montpeilier) and MAD (Madrid) senes are given the same
numbers: e, ZM-1-MON-1-MAB-1, etc.

i

Stocks LLM-336, LLM-340 and LLM-382 had unusuai
electromorph values for glucose phosphate isomerase
(GPI) of 115 and malic dehydrogenase (MDOH) of 104,
which distinguished them {rom MON-34 (GPI-100,
MDH-104). LLM-373 and LLM-175 had the following
mobilities: MDH =104, glucose-6-phosphate dehydroge-
nase (G-6-PDH) =105, purine nucteoside phosphorviase
1 (NP1)=140, and GPl=105, the latter of which differs
from that of MON-29 (MDH=104, G-6-PDH=103,
NP1 =140 and GPI=100). The mobiiities of the standard
strain LEM-75 (MON-1) are all taken as 100. The GPI
electromorph pattems are shown in the Figure.

Stocks ELM-373 and LLM-175, both from Madrid,
belong to a new enzymatic variant (MAD-301}. Swocks
LLM-336, LLM-340 and LLM-382 share common
isoenzvme charac teristics with zymodeme MON-183, re-
cently deseribed from 2 HIV patients from the Valencia
area, Spain (PRATLONG et af., 1993). We now confirm
the presence of this zvmodeme in 3 HIV patients ongina-
ting from 2 others geographical areas: Andalucia (Taén,
Cordoba) and Madrid, in Spain. Moreaver, we report
ZM-24 and ZM-34 for the first time in Spain (IMENEZ &
il., 1993), These records emphasize the wide range of
zymodemes of L. (L) infimtin infecting iummunode-
pressed patients.
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