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1. Biologia de Leishmania

La leishmaniasis es un conjunto de enfermedades que afectan a vertebrados
superiores entre los que se incluye el hombre. Estan causadas por protozoos parasitos
pertenecientes al género Leishmania de la familia Trypanosomatidae. Los cuadros
clinicos son muy diversos y dependen tanto del estado inmunolégico del hospedador
como de la especie causante de la infeccién, con al menos 20 especies patdgenas

para el humano (Handman, 2000).

1.1 Filogenia y taxonomia

Este protozoo flagelado estd encuadrado en el Reino de los Protistas ingestadores

como sigue (Levine et al., 1980):

Reino: PROTISTA Haeckel, 1866

Subreino: PROTOZOA Goldfuss,1817

Filo: SARCOMASTIGOPHORA Honigberg-Balamuth, 1963

Subfilo: MASTIGOPHORA Deising,1866

Clase: ZOOMASTIGOPHOREA Calkins, 1909

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

Familia: TRYPANOSOMATIDAE Doeflein, 1901

Género: Leishmania Ross, 1903

Subgénero: Leishmania Saf’janova, 1982

Dentro del género Leishmania se describen dos subgéneros en funcion del
lugar de reproduccion en el tracto digestivo del vector (Lainson et al., 1979; 1987):
subgénero Leishmania (Safjanova, 1982) con desarrollo suprapilérico de los
flagelados y subgénero Viannia (Lainson and Shaw, 1987) de multiplicacién
peripilérica. En la Figura 1 se muestra un esquema con la taxonomia actualizada del

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

Familia Género Subgénero Especie

. donovani
. archibaldi
. infantum (syn. L. chagasi)

Endotrypanum —

—— Phytomonas — L. tropica
. killicki

major
—— Trypanosoma — L. gerbilli

— Leishmania ——— L. arabica

. aethiopica
— Sauroleishmania

—

. mexicana (syn. L. pifanoi)

— L. amazonensis (syn. L. garnhami)
— L. aristidesi

— L. enrietti

— L. hertigi

— L. deanei

I—— Leishmania

—— Blastocrithidia
------------ L. turanica*
............ L. venezuelensis*

— L. braziliensis
—— Herpetomonas L. peruviana

m»>»oO0——4>»Z20»0w0Z2>»T <10

—— L.guyanensis
L. panamensis
L. shawi

—— Leptomonas
~Viannia —— L. lainsoni

—— L. naiffi

............ L. colombiensis*

— Crithidia e L. equatorensis*

* Especies sometidas a reclasificacion.
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1.2 Ciclo bioldégico

Leishmania es un parasito digénico, es decir, realiza parte de su ciclo biolégico en el

tubo digestivo del hospedador invertebrado (numerosas especies del género

Phlebotomus en el Viejo Mundo y Lutzomyia en

el Nuevo Mundo) en forma flagelar o \ R
promastigote, Figura 2), y otra parte en el o . / 3
hospedador vertebrado (gran variedad de

éneros) principalmente en los macrofagos, en

9 ) princip 9 -~ /

forma aflagelar o amastigote (Figura 3). j

Cuando el flebotomo parasitado ingurgita

 —

sangre de un vertebrado, inocula, acompafado
Figura 2. Formas promastigote. Tinci6n de
de su saliva, los promastigotes existentes en la  Giemsa de un cultvo de leishmanias.
. . www.who.int/tdr
probéscide. Una vez que el pardsito se

encuentra en los capilares cutaneos del
hospedador vertebrado, se produce una
fagocitosis por parte del macréfago, que lo
engloba en una vacuola parasitéfora para
tratar de eliminarlo, mediante una cascada de
metabolitos derivados del oxigeno, entre
otros el oOxido nitrico y la liberacion de

hidrolasas lisosomales vertidas en el interior

de la vacuola parasitofora. Leishmania evade

estas reacciones inespecificas del macréfago  Figura 3 . Formas amastigote. Tincién de Giemsa
de un frotis de una biopsia esplénica.

para sobrevivir y multiplicarse en su interior.  www.who.int/tdr

La progresion de la enfermedad dependerd de si los amastigotes sobreviven a estas

reacciones por parte de los macréfagos, de la virulencia del protozoo y de la eficacia

de la respuesta inmune.

Las células parasitadas circulantes pueden ser ingurgitadas por otros
flebotomos, en cuyo aparato digestivo se liberan los amastigotes, para transformarse
posteriormente en promastigotes. Pasados varios dias alcanzan la capacidad infectiva
(metaciclogénesis); en este momento las leishmanias se encuentran ya en la
probéscide del flebotomo, pudiendo ser inoculadas a otro hospedador vertebrado,
cerrandose asi el ciclo (Molyneux y Killick-Kendrick, 1987).

En la Figura 4 se muestra un esquema detallado del ciclo biolégico (modificado
de Chang et al., 1985)
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Figura 4. Ciclo de Leishmania en los hospedadores vertebrado e invertebrado

1.- Promastigotes en capilares sanguineos después de la picadura del flebotomo. 2.-
Fijacién y fagocitacion de los promastigotes en un macrofago. 3.- Fusion del fagosoma
y lisosoma. 4.- Diferenciacion del promastigote en amastigote. 5.- Multiplicacion del
amastigote en la vacuola parasitéfora. 6.- Multiplicacion intravacuolar de amastigotes.
7.- Ruptura del macro6fago y liberacion de amastigotes. 8.- Fagocitosis de amastigotes
libres por otros macrofagos. 9.- Ingestion de macrofagos parasitados cuando el
flebotomo ingurgita sangre. 10.- Ruptura del macréfago y liberacién de amastigotes en
el tracto digestivo del flebotomo. 11.- Multiplicacién de amastigotes y diferenciacion en
promastigotes. 12.- Multiplicacién de promastigotes e insercion de flagelos entre los
microvilli del endotelio digestivo. 13.- Multiplicacion en regién pilérica e ileo con
flagelos fijandose en la pared. 14.- Promastigotes con los flagelos unidos a la cutilica
del intestino anterior. 15.- Promastigotes infectivos libres en la probéscide
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1.3 Morfologia

Leishmania fue descrito en 1903 por Leishman, Donovan y Wright y, como ya se ha
visto en el ciclo bioldgico, pasa por una serie de etapas con diferente morfologia. En el
hospedador vertebrado, se encuentra la forma de amastigote, caracterizada por su
forma oval, con un tamafio de 2-3 um y carente de flagelo. En el vector invertebrado se
localiza la forma promastigote, con un tamafio de 15-24 pym x 2-4 pum y un Unico
flagelo. Cuando el promastigote se encuentra anclado en las vellosidades del tubo
digestivo del flebotomo se le denomina promastigote nectomona (Killick-Kendrick et
al., 1974). Segun va progresando hacia porciones anteriores del estbmago el cuerpo
se hace mas redondeado y el flagelo se engrosa y acorta. En esta etapa carece de
capacidad infectiva y se le conoce con el nombre de promastigote haptomona
(Pimenta et al., 1992). Aproximadamente diez dias después de haber entrado en el
insecto, el promastigote pierde la adherencia y el flagelo se hace muy largo en
comparacion con el cuerpo. El promastigote ya no se multiplica, pero recupera el
poder infectivo, y esta situado en la hipofaringe del diptero, libre y en condiciones de
poder ser inoculado; en este momento se le conoce con el nombre de promastigote
metaciclico (Sacks and Perkins, 1984). Una vez que el promastigote ha sido inoculado
en el hospedador vertebrado el cuerpo se ovala; en esta fase al parasito se le
denomina paramastigote (Walters, 1993). Una vez en el macréfago, el amastigote

adquiere la forma tipica durante las primeras 24 horas.

Tanto el promastigote como el amastigote son células bien organizadas. La
membrana plasmatica es una bicapa lipidica y se encuentra tapizada por un glucocalix
formado por un conjunto de moléculas ancladas a la membrana a través de
estructuras glucosil fosfatidilinositol (GPI) (Englund, 1993), y relacionado con la
capacidad invasiva del parasito. Las principales moléculas que forman este glucocélix
son una glicoproteina de 63 kDa (gp63), otra de 46 kDa (gp 46) y el lipofosfoglicano
(LPG). La glucoproteina de 63 kDa (gp63) es una metaloproteinasa polimoérfica y
conservada entre las distintas especies de Leishmania. Est4 presente en las dos
formas del parasito, alcanzando las 500.000 copias por célula en el promastigote
(McKerrow et al., 1993). En los amastigotes aparece en menor nimero y localizada en
el interior de lisosomas (llg et al., 1993). La glucoproteina de 46 kDa (gp 46) presenta
unas 400.000 copias por promastigote. Esta presente en el Subgénero Leishmania,
pero no asi en Viannia, siendo su principal caracteristica la resistencia a la proteolisis

(Rivas et al., 1991). Por ultimo, el lipofosfoglicano (LPG) es otro glucoconjugado,
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implicado en el anclaje del parasito al macrofago y a las microvellosidades intestinales
del insecto, y en la inhibicidon de la respuesta oxidativa y la produccion de éxido nitrico
por parte del macrofago (Turco y Descoteaux, 1992). En el promastigote esté presente
en un nimero muy alto de copias, entre 1 y 1.5 millones por célula, sin embargo, en el

amastigote es muy poco abundante.

Ademéas de los organulos comunes a otros eucariotas, Leishmania posee
ciertas particularidades que le diferencian. Debajo de la membrana citoplasmatica
encontramos una red de microtibulos subpeliculares siguiendo una trayectoria
helicoidal con respecto al eje longitudinal de la célula. Esta red de microtibulos se
extiende por todo el cuerpo celular dejando libre la porcién correspondiente a la bolsa
flagelar, donde quedan confinados los procesos de endo- y exocitosis. Esta red
proporciona una morfologia estable y cierta movilidad contractil. EI glucosoma es un
organulo unico en los Kinetoplastida que alberga las enzimas de las primeras etapas
de la glucolisis y guarda semejanzas con los peroxisomas y glioxisomas de los
eucariotas (Opperdoes y Michels, 1993). El megasoma es un organulo lisosomal muy
voluminoso que contiene, entre otras enzimas tipicas de lisosomas, una alta
proporcién de cistein-proteasas asociadas a la capacidad invasiva de los amastigotes

del complejo mexicana (McKerrow et al., 1993).

Se acepta de forma general que la multiplicacion de Leishmania es asexual
(agamogonia). Se realiza por biparticion longitudinal de los promastigotes, excepto en
las formas metaciclicas que no se dividen. Primero lo hace el nicleo, luego el
corpusculo basal, a continuacion se forma el flagelo para finalmente dividirse el
citoplasma. Los amastigotes se dividen bien por biparticibn o bien por division

multiple.

1.4 Organizacion gendémica

Los protozoos pertenecientes al orden Kinetoplastida poseen un ADN gendmico
(ADNQg) localizado en tres compartimentos: en el nicleo, como ADN cromosémico, en
la mitocondria o kinetoplasto, formando una red de maxi- y minicirculos (ADNK)
(Simpson et al.,, 1980) que se replica independientemente y es inusual en la
naturaleza, y en el citoplasma como ADN extracromosémico. El ADNK es rico en A+T
(72-73%) a diferencia del ADN cromosomico, rico en G+C (>60%) (Alvarez et al.,
1994).
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El material genético de los protozoos del orden Kinetoplastida esta organizado
en cromosomas que, al no condensarse en ninguna fase del ciclo mitético (Vickerman
y Preston, 1970), no pueden ser visualizados con el microscopio éptico, lo que impide
su analisis citogenético convencional. La introduccién de la técnica de electroforesis en
campo pulsado (PFGE) ha permitido obtener un patron del cariotipo de Leishmania,
pero es extremadamente polimérfico y complejo. En general, se acepta que
Leishmania posee un genoma constituido por 20-36 cromosomas con un tamafio de
150 kilobases en los minicromosomas y de 4 megabases en los de mayor tamafio
(Van der Ploeg et al., 1984). Aunque no ha sido posible determinar con certeza el
caracter diploide del genoma de Leishmania, en general existe un consenso sobre ello,

ademas de aceptar que es funcionalmente asexual (Wong, 1995).

El kinetoplasto se encuentra dentro de la membrana mitocondrial y esta
presente en todos los protozoos del orden Kinetoplastida (Barker y Arnot, 1981). Es un
disco visible al microscopio Optico con un diametro de 1-2 um. Contiene
aproximadamente 10’ pares de bases. Estd situado dentro de la membrana
mitocondrial, en la base del flagelo, / )
y aparece en todos los
kinetoplastidos. Representa hasta
el 20% de todo el ADN del parasito
y estd formado por una red de
moléculas circulares (maxicirculos
y  minicirculos)  concatenadas
covalentemente (Simpson, 1979)
(Figura 5). El ADNk contiene unos
50 maxicirculos (30-40 kilobases),

que contienen los genes que

codifican el ARN ribosomal vy

Figura 5. Microscopia electrénica del ADNk de Leishmania.
algunas proteinas mitocondriales Cedido por D.C. Barker

(Benne et al., 1983), y de 10.000 a 20.000 minicirculos, con un tamafio que oscila
entre 400 y 2500 pares de bases, dependiendo de la especie. En cada minicirculo
existe una regién muy conservada de unos 120 pares de bases y una region variable
de unos 700 pares de bases. Poseen los ARN guias, y forman parte de la estructura y
la division del kinetoplasto (Arts y Benne, 1996) (Figura 6).
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Organizacion de un minicirculo de Leishmania

Conserved ral 3
Sequence Biocks 2
{CSB)

Origen de replicacidn

Regién de ARN
guia. A 150 pb
aproximadamente
de C5B1

Regidn variable, rica en A+T, y
coh secuencias posiblemente
especie-especificas

Figura 6. Esquema basico de la organizacibn general de un minicirculo de
Leishmania.

Recientemente ha sido descrito un marco abierto de lectura (ORF) en la region
variable de una familia de minicirculos de Leishmania donovani. La proteina codificada
presenta homologia con proteinas transportadoras de membrana conocidas, TAP-1 y
TAP-2 (Singh y Rastogi, 1999). En Leishmania existen entre 8 y 20 familias de
minicirculos que presentan una serie de secuencias con un tamafio que oscila entre
las 300 y las 600 pares de bases y que estan altamente repetidas (CSB, Conserved
Sequence Blocks), conocidas como CSB1, 2 y 3. Las leishmanias presentan un
numero limitado de familias de secuencias, cuyo namero, entre 10 y 80, depende de la
especie (Brewster y Barker, 2002), y algunas de las familias, entre 4 o 5, acaparan
casi el 80% de los minicirculos. Esto significa que una gran cantidad de copias (méas
de 3.000) de unas pocas secuencias de entre 300-600 pares de bases estaran
disponibles para estudios de secuenciacién y disefio de cebadores (Barker, 1987;
Desjeux et al., 2001). Las secuencias de los minicirculos pueden variar por mutacién o
recombinacion con otras cadenas de minicirculos ya existentes, lo que se traduce en
una variabilidad relativamente alta (Rogers y Wirth, 1988). Sin embargo, se ha
comprobado la homogeneidad y estabilidad de ciertas secuencias de minicirculos,
pertenecientes a una misma clase, de leishmanias geograficamente muy distantes, asi
como dentro de la misma especie (Gutiérrez-Solar et al., 1995; Lambson et al., 1999;
2000).
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Ciertos farmacos como la pentamidina interactian directamente con el ADNK,
interfiriendo en su replicacion y transcripcion, ademas de modificar su conformacion
estructural, es decir, la red concatenada sufre modificaciones apreciables (Basselin et
al., 1998). El significado de estos cambios no esta prefectamente claro, pero se ha
propuesto el término “transkinetoplastidia”, para explicar como ante la presencia de
ciertos farmacos (pentamidina, arsénicos y tunicamicina), se produce un cambio en la
replicacion de los minicirculos, que conduce a que las familias minoritarias, tras varios

ciclos de replicacién, sean las mayoritarias (Lee et al., 1993).

1.5 Reproduccion del parasito: clonalidad o sexualidad

Ultimamente se ha ido sugeriendo la posibilidad de que durante el ciclo biolégico de
muchos protozoos pardsitos, puede tener lugar un intercambio genético. Las dos
consecuencias genéticas fundamentales de la reproduccion sexual son segregacion y
recombinacion; su ausencia en poblaciones naturales indicaria la inexistencia por tanto
de este tipo de reproduccion. Se ha podido demostrar que Leishmania sufre
recombinacion genética en el laboratorio y en poblaciones naturales (Lanotte y Rioux,
1990; Kelly et al., 1991). Sin embargo todos los intentos de cruzamiento experimental
en el vector han fracasado (Panton et al., 1991). A principios de los 90 se propuso una
teoria general de reproduccion clonal para los protozoos parasitos (Tibayrenc et al.,
1990; 1991). Se postula que una especie es clonal cuando sus descendientes son
idénticos a los progenitores. Esta teoria clonal no contradice la apariciéon de
recombinacion genética en poblaciones naturales del parasito, simplemente que éstas
no son lo suficientemente frecuentes para romper los patrones de prevalencia de la
estructura de la poblacion clonal. Es més, estudios de segregacion genética en cepas
de Leishmania aisladas de pacientes coinfectados por el VIH, sugieren que en estos
pacientes el parasito también sigue un patrén clonal, con las implicaciones

epidemiolégicas que de ello se derivan (Jiménez et al., 1997).

2. Clinicay epidemiologia

Los protozoos del género Leishmania causan las leishmaniasis, un grupo de
enfermedades que cursan como Ulceras cutdneas o como graves afectaciones
viscerales. Entre estos dos polos hay una amplia gama de posibilidades clinicas. De
acuerdo a la OMS, la leishmaniasis es endémica en 88 paises, de los cuales la mayor
parte (82%) son considerados paises menos avanzados (Desjeux et al., 2001). La

prevalencia es de 12 millones de enfermos, con una incidencia de unos 2 millones de
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casos nuevos anuales, de ellos 500.000 viscerales y casi 1.500.000 cutaneos. De
estos ultimos, so6lo 600.000 son declarados oficialmente.

Unas 30 especies de flebotomos pueden ser infectados por el parasito cuando
ingurgitan sangre de un hospedador que a su vez es reservorio. Estos pueden ser
humanos, animales de vida salvaje como roedores, o animales domésticos como el
perro. La mayoria de las leishmaniasis son zoonosis rurales o periurbanas,
infectindose el humano de manera esporadica, mientras que las formas

antropondticas son de transmisién fundamentalmente urbana.

Las formas clinicas son:

v Leishmaniasis visceral (LV). Es la forma mas severa de la
enfermedad. Es producida por L. donovani y L. infantum (L.
chagasi en América). Otras especies cutaneas, como L.
tropica, pueden visceralizar ocasionalmente (Sacks et al.,
1995). El periodo de incubacion suele ser de unos dos meses,
aunque puede llegar a los dos afios, y la sintomatologia es
secundaria a la invasiéon de los 6rganos diana: bazo, higado,

médula 6sea, mucosa intestinal, etc. (Figura 7). Ademas de  Figura 7. Leishmaniasis
visceral con esplenomegalia

fiebre, leucopenia y hepatoesplenomegalia, pueden aparecer y abdomen distendido.
www.who.int/tdr

diarrea, tos y pérdida de peso. Si no se trata, la mortalidad
llega a alcanzar el 90%. Se distinguen la LV antropondética o
kala-azar producida por L. donovani y la LV zoondtica
causada por L. infantum. Meses o afos después de la forma
antroponotica, aparentemente curada, pueden aparecer

placas hipopigmentadas o nédulos indurados por la piel,

conocida como leishmaniasis dérmica post-kala-azar,

. . . . . Figura 8. Post-kala-azar
generalmente debida a un tratamiento ineficaz (Figura 8) . afectando severamente al

rostro www.who.int/tdr

v Leishmaniasis mucocutanea (LMC). Después de una
lesion cutdnea en cualquier parte del cuerpo, las

leishmanias pueden metastizar por via linfatica hacia la

oronasofaringe produciendo perforacion del tabique,

pomulos (Figura 9). Figura 9.  Leishmaniasis
L . ) mucocutanea, afectando al
Los agentes causales son L. aethiopica, L. braziliensis, L.  tabique nasal. www.who.int/tdr
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panamensis, L. guyanensis, L. peruviana (sélo causa LMC por contigiidad con la

lesion inicial) y, excepcionalmente, L. infantum y L. major.

v Leishmaniasis cutdnea (LC). Puede producir un gran
namero de Ulceras en las partes expuestas de la piel, tales
como el rostro (Figura 10) y extremidades, causando
importantes discapacidades en los pacientes. Las lesiones
tienden a curar de forma espontanea. Los agentes causales son
L. major, L. tropica (algunas formas cutaneas por L. tropica se

complican y la tendencia a recidivar y ulcerarse se repite a lo

largo de la vida), L. aethiopica, L. infantum, L. mexicana y

. . ., . Figura 10. Lesién facial en un
L. amazonensis (esta Ultima puede también producir la  pifo por leishmaniasis cutanea.

. L. , . www.who.int/tdr
leishmaniasis cutanea difusa, que no cura
espontdneamente y es muy complicada de tratar). Las LC son las mas frecuentes y

representan entre el 50-75 % de todos los casos.

2.1 Tratamiento de la enfermedad

El tratamiento de las diferentes manifestaciones clinicas de la leishmaniasis se lleva a
cabo con los mismos farmacos, tales como los antimoniales pentavalentes, la
anfotericina B y la pentamidina, aunque la posologia y la via de administracion difiere
segun los casos. La toxicidad asociada a estos farmacos leishmanicidas de uso
comun, junto con la aparicion de fendmenos de resistencia a los mismos, ha originado
la necesidad de obtener nuevos farmacos de diverso origen, como alternativa

terapéutica.

Antimoniales pentavalentes.

Son los compuestos de primera eleccion y los mas extensamente usados en la
terapéutica de la enfermedad desde hace 40 afios. El grupo consta de dos formas
comerciales: Pentostam® (estibogluconato sédico) y Glucantime® (antimoniato de
meglumina). El principal efecto es un descenso en los niveles de ATP del parasito,
debido a la alteracion de la glucolisis y de la oxidacién de &cidos grasos (Balafia-
Fouce et al.,, 1998). La dosis de farmaco empleada depende del contenido en
antimonio (Sh) de éste. La O.M.S. recomendd en 1982 la administracion de 20
mg/Kg/dia de Sb por via venosa, con un maximo al dia de 850 mg de Sb; sin embargo,

la baja acumulacién del farmaco en la piel, puede ocasionar variacion en la posologia
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(Balafia-Fouce et al., 1998). Ademas, el uso generalizado de los antimoniales con
dosis inadecuadas para el tratamiento de la leishmaniasis canina podria ser uno de

los origenes de la aparicion de resistencias (Croft, 2001).

Anfotericina B.

Es el farmaco de segunda eleccion después de los antimoniales pentavalentes. Se
trata de un antibiético macrociclico de bajo espectro derivado de Streptomyces
nodosus, cuyo modo de accidén se basa en su union al ergosterol de la membrana del
pardsito, produciendo alteraciones en la permeabilidad de la misma con pérdida de
metabolitos (Ramos et al., 1994). Sus efectos colaterales adversos en el paciente han
hecho de la anfotericina B un farmaco empleado principalmente en casos de
leishmaniasis visceral recidivante y en areas de alta resistencia a antimoniales. No
obstante, en los Ultimos afios se han desarrollado nuevas formulaciones del
compuesto conjugado con lipidos, lo que ha mejorado su indice terapéutico, ademas
de una disminucion significativa de los efectos tdéxicos en humanos (Balafia-Fouce et
al., 1998). Estas moléculas lipidicas engloban medicamentos y liberan su contenido de
manera retardada. El sistema utilizado mas basico es el ABLC, formado por complejos
lipidicos de 1600 a 6000 nm unidos a la anfotericina B en forma de madejas. Los
liposomas son los sistemas de dispersion mas utilizados. Son vesiculas de un
didmetro menor de 100 nm, con una gran estabilidad, una vida media larga y sus

efectos colaterales son minimos.

Pentamidina

En los casos mas resistentes a los antimoniales pentavalentes, se usa como sustituto
a los mismos. Inhibe la sintesis de proteinas y fosfolipidos (Berman, 1988; 1997,
Mesa-Valle et al., 1997), se une a regiones del ADN ricas en AT de forma reversible
(Johnson et al., 1998), produce un descenso en los niveles de ornitina, arginina y
putrescina, siendo uno de sus blancos terapéuticos la sintesis de poliaminas (Basselin
et al., 1996; 1997a), y produce el colapso del potencial de membrana mitocondrial
(Vercesi y Docampo, 1992; Basselin y Robert-Gero, 1998). Sus efectos secundarios
son mas severos que los del grupo de los antimoniales, acumulandose en higado,

cerebro y otros tejidos.

Miltefosina
Los analogos de la fosfocolina han sido utilizados como cancerostaticos para el
tratamiento de las metastasis del cancer de mama. La miltefosina es una molécula con

buenas expectativas para el tratamiento de la leishmaniasis visceral y del mal de
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Chagas (Croft et al., 1996; Jha et al., 1999; Gangneux y Marty, 2001; Croft y Yardley,
2002). Su accion se basa en la estimulacion tanto de los linfocitos T como de la
accion microbicida de los macréfagos, pero a diferencia de los antimoniales, su
actividad no es T-dependiente, por lo que podria ser un buen candidato para el

tratamiento de enfermos coinfectados por Leishmania/VIH (Russo et al., 1996).

Ketoconazol.

Se trata de un azol que impide la formacién de ergosterol a partir de lanosterol
(Berman et al.,, 1984). El resultado es la alteracion estructural de membranas
subcelulares y la aparicion de procesos autofagicos que acaban por producir la muerte

de la célula (Balafa0O-Fouce et al., 1998).

Alopurinol.

Es otro de los compuestos alternativos en la terapéutica de la enfermedad. Leishmania
es incapaz de sintetizar de novo las purinas (Hammond y Gutteridge, 1984), por lo que
debe obtenerlas del hospedador. El alopurinol es un analogo de la adenosina que es
captado activamente por la célula, que lo emplea para la formacion de nucleétidos
implicados en procesos energéticos en lugar de la adenosina, de esta forma, se
produce un descenso rapido en los niveles de ATP intracelulares, afectando a los

procesos metabdlicos del parasito (Balafia-Fouce et al., 1998).

Inmunoterapia.

En ratones resistentes a la enfermedad se ha comprobado el desarrollo de una
respuesta Thl, con produccion de IFN-y e IL-2 (Scott et al., 1988). La respuesta Th2
conduce a la supresién de respuesta Thl y a la activacién de linfocitos B con
produccion de anticuerpos que son incapaces de eliminar al parasito intracelular. De
esta forma, se ha observado que la administracion conjunta de antimoniales
pentavalentes e IFN-y acelera la eliminacion de los parasitos, reduciendo por tanto los
periodos de tratamiento (Sundar et al., 1995). No obstante, se ha comprobado que la
mejora en los sujetos tratados con antimoniales e IFN-y va acompafiada de un
aumento en los niveles de IL-12 (Li et al., 1997). La combinacion de Pentostam® e IL-
12 ha dado buenos resultados en ratones infectados con L. major, observandose un

cambio de una respuesta Th2 a una Th1l mas efectiva (Nabors et al., 1995).
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Nuevas alternativas terapéuticas.

El desarrollo en los ultimos afios de lineas de investigacion orientadas a la obtencion
de nuevos compuestos con valor terapéutico frente a la leishmaniasis, se ve justificado
ante la creciente aparicion de problemas asociados al tratamiento clasico de la
enfermedad. Entre éstos destaca la aparicion de fenébmenos de resistencia frente a los
medicamentos tradicionales (Borst y Ouellette, 1995) seguido de la toxicidad asociada
a los farmacos, la tolerancia a los mismos por parte del paciente dependiendo de su
estado fisico, la falta de un diagndstico precoz que impida el aumento de la carga
parasitaria, y el aumento del nuimero de casos asociados a estados de

inmunodepresién, especialmente en pacientes de SIDA.

Tratamiento de las leishmaniasis asociadas al SIDA

Como se ha indicado anteriormente, existe la necesidad de asociar los antimoniales y
la respuesta inmune para eliminar el parasito. Esto significa que los enfermos
coinfectados tienen dificil curacion y explica, en parte, las frecuentes recaidas. Los
antimoniales pentavalentes son los farmacos de primera elecciébn en enfermos
coinfectados, con una buena respuesta clinica (Medrano et al., 1992), pero no
parasitologica. Se ha comparado le eficacia del antimoniato de meglumina y de la
anfotericina B libre en estos enfermos, concluyendo que la eleccion de uno u otro
medicamento viene determinada por la situacion clinica previa (Laguna et al., 1999).
Hasta que se comenzo a utilizar la terapia HAART, un 20% de los enfermos moria
durante el tratamiento o en el mes siguiente, debido a su estado de inmunodepresion
(Ribera et al., 1995). Una vez que se ha superado este periodo, su supervivencia es
igual a la de otros individuos VIH+, en los que la terapia HAART prolonga su vida casi
de manera indefinida pero no logra prevenir las recaidas por leishmaniasis (Villanueva
et al.,, 2000). La anfotericina B libre siempre ha sido el tratamiento de segunda
eleccion, por sus graves efectos secundarios, aunque ha quedado probada su utilidad
(Laguna et al.,, 1999). Ante esta situaciébn se esta utilizando la anfotericina B
liposbmica, que consigue una respuesta inmediata muy buena pero sin evitar las
recaidas (Davidson et al., 1994; Russo et al., 1996). En otro estudio se ha visto que el
ABLC tiene la misma eficacia que el Glucantime®, con menos efectos secundarios y

distanciando mas las recaidas (Laguna et al., 2001).
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2.2 Mecanismos de resistencia

Los fendmenos de resistencia mencionados son posibles gracias a diversos

mecanismos adaptativos del parasito:

a) Amplificacion génica. En presencia del agente terapéutico se produce la
amplificacion de los genes codificantes de las proteinas blanco del farmaco, con la
consiguiente sobreexpresiébn de proteina; pero también aparecen amplificadas
regiones del ADN no relacionadas de forma directa con dichas proteinas, tales como la
region H, amplificada en casos de resistencia frente a farmacos no relacionados
estructural ni funcionalmente (Beverley, 1991). Los casos de amplificacion génica mas
estudiados son aquellos implicados en la resistencia al metotrexato (MTX), potente
inhibidor de la enzima dihidrofolato reductasa-timidilato sintasa (DHFR-TS). En los
estudios realizados en L. major, se produce la amplificacion de una regién de ADN,
denominada region R, que contiene el gen estructural de la DHFR-TS, con

sobreexpresion de la enzima (Beverley, 1991).

b) Cambios estructurales en proteinas. Otra de las vias para evadir la accion del
farmaco consiste en la modificacion de la proteina blanco sustituyendo los
aminoacidos situados en el lugar de union al compuesto (Berman et al., 1989). En la
cepa de L. major D7BR1000, resistente al metotrexato, el cambio de la base 158 del
gen de la DHFR-TS, resulta en la sustitucion de una metionina por una arginina en la
posicién 58 de la enzima, lo que impide la unién del MTX a la proteina, esencial para
la inhibicion (Arrebola et al., 1994).

¢) Modificacién del transporte de farmacos. En muchos casos la resistencia viene
dada por una entrada reducida del farmaco en el interior de la célula. Dicha reduccion
es consecuencia de un cambio producido en los transportadores de membrana del
mismo (Basselin et al., 1997b; Chiquero et al., 1998), tal es el caso de la cepa MTXA5
de L. donovani resistente a MTX, cuyo transportador de folatos presenta una actividad

deficiente comparandolo con el de la cepa salvaje (Kaur et al., 1988).

d) Multirresistencia a farmacos. En células tumorales multirresistentes se produce la
sobreexpresién de una proteina de membrana de unos 170 kDa denominada
glucoproteina P, que en un proceso dependiente de ATP expulsa el farmaco (Borst et

al., 1995). Del mismo modo, en Leishmania también se produce una sobreexpresion
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de una glucoproteina P (150-180 kDa), encargada del transporte al exterior del

compuesto citotoxico en un proceso dependiente de ATP (Sanchez et al., 1994).

2.3 Leishmaniasis y SIDA. Coinfeccion

En 1985 se asocio por primera vez la leishmaniasis al SIDA (de la Loma et al., 1985).
Desde entonces los casos se han incrementado, hasta tener registrados, de manera
oficial 1781 casos segun el Departamento de Vigilancia de Enfermedades
transmisibles de la OMS (CDSR/WHO). De éstos, 1627 han sido notificados en el
suroeste europeo, si bien se cree que la cifra es un 30% superior. Segun las ultimas
estimaciones de UNAIDS y la OMS, 32 millones de adultos y 1.2 millones de nifios
vivian con el VIH en el afio 2000, el 95% de ellos en paises en vias de desarrollo
(WHO, 2000). En los paises industrializados, casi 6 millones de personas se infectaron
con el virus durante 1999, y 2.5 millones murieron a pesar de contarse con la terapia

antirretroviral.

La LV es la forma clinica mas frecuentemente asociada con el VIH/SIDA. Esta
coinfeccién se ha incrementado por la solapacion entre la LV y el SIDA, debido a la
introduccion de la Ultima en areas rurales y de la primera en areas suburbanas. Treinta

y tres paises han notificado hasta la fecha casos de coinfeccion (Figurall)
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Figura 11. 33 paises con casos declarados de coinfeccion Leishmania/VIH. Fuente: WHO/UNAIDS Surveillance
Network, 2000
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Es muy destacable el hecho de que los casos reportados en el suroeste europeo
(Francia, Italia, Portugal y Espafia) entre enero de 1996 y junio de 1998 representan
casi el 50% del total. La coinfeccion también esta incrementanandose de manera
notable en Africa (con brotes en Etiopia y Burkina Fasso) y en India, y se esperan
cifras altisimas en los préximos afios en estas regiones. Espafa esta a la cabeza en la
notificacion de casos de coinfeccién por Leishmania/VIH con el 58% de todos los

casos declarados a la OMS.

Ha habido importantes cambios en los patrones epidemiolégicos de la LV en
Europa. Tradicionalmente era una enfermedad infantil, mientras que hoy la coinfeccion
afecta sobre todo a adultos: el 77% de los pacientes coinfectados tienen edades
comprendidas entre los 31-50 afos. Esta distribucion de edad coincide con la
distribucion de edad de los adictos a drogas por via parenteral (ADVPS).

En el suroeste de Europa, los ADVPs representan el mayor grupo de riesgo (71% de

casos de coinfeccion), muy por encima de otros grupos (Figura 12).
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En estos paises del suroeste de Europa, hasta el 70% de los casos de LV en adultos
estan asociados con una infeccion por VIH y hasta el 9% de los pacientes con SIDA
sufren de LV (primoinfeccion o reactivada) (Desjeux y UNAIDS, 1998). Ademas, L.
infantum esta considerado como el segundo o tercer pardsito oportunista mas

importante en nuestro medio (Medrano et al., 1992).
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La fuerte asociacién entre el parasito y el virus hizo pensar que las infecciones
asintomaticas pasarian a expresarse clinicamente al producirse la inmunodepresion.
Una segunda hipotesis propone ademas que la transmision del parasito se realiza a
través de las jeringuillas compartidas por ADVPs (Alvar y Jiménez, 1994; Alvar et al.,
1996; 1997), basandose en las siguientes observaciones experimentales vy

epidemiolégicas:

i) En los paises con mayores porcentajes de coinfeccion, (Espafia, Francia, Italia y
Portugal), el grupo de riesgo mas frecuente para la transmision del VIH es la ruta
intravenosa entre ADVPs (WHO, 1995).

ii) Variantes bioguimicas (zimodemas) de L. infantum encontradas en pacientes
coinfectados y ADVPs, nunca han sido aisladas ni en individuos inmunocompetentes

ni en el reservorio natural en nuestro medio, el perro (Jiménez et al., 1995b).

iif) Al menos el 52% de los pacientes coinfectados presentan amastigotes en sangre

periférica (Martinez et al., 1993).

iv) La informacién entomoldgica sugiere que esta transmision es posible ya que
minimas cantidades de sangre infectada (0.3-0.5 pL), cantidad habitualmente
ingurgitada por los flebotomos, es suficiente para comenzar la parasitacion en el 100%
de los casos estudiados (Molina et al., 1994). Por lo tanto es légico pensar que el
volumen de sangre compartido a través de las jeringuillas (el promedio es 50 uL) es
mas que suficiente para permitir la transmision mecéanica. Ademas, se han realizado
infecciones experimentales desde pacientes coinfectados a ratones, con unas

condiciones que simulan el intercambio de agujas (Morillas-Marquez et al., 2002).

A partir de todas estas evidencias mencionadas se ha propuesto un esquema
de transmision mixto de L. infantum en los paises mediterraneos (Alvar et al., 1997).
Como se observa en la Figura 13, existe un ciclo zoon6tico mantenido entre perros y a
través de la picadura del flebotomo y que de manera accidental infecta al humano, al
que se asocia un ciclo antropondtico artificial, en el que el flebotomo ha sido sustituido

por las jeringuillas compartidas entre ADVPs.
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Figura 13. Tomado de Alvar et al , 1997
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3. Caracterizacion de Leishmania.

Existe una necesidad real de diferenciar y caracterizar las poblaciones de los parasitos
para mejorar el diagnéstico y tratamiento, evaluar las recaidas y reinfecciones, y
establecer el pronéstico y control. La morfologia de las distintas especies es
indistinguible, pero su curso clinico es muy variado. Ademas, la taxonomia del género
no esta definitivamente cerrada, por los limites que impone la multiplicacién clonal. En
general se utilizan métodos extrinsecos (procedencia del sujeto infectado, lesion), es
decir, métodos basados en el fenotipo, frente a métodos de caracterizacion
intrinsecos, que analizan el genoma del parasito, y que son mas sensibles y

especificos en taxonomia.

3.1 Técnicas fenotipicas de caracterizacion.

La caracterizacion mediante isoenzimas ha sido la técnica de caracterizacion
fenotipica mas ampliamente utilizada. Son enzimas con la misma funciéon pero que

presentan diferente movilidad cuando se someten a un campo eléctrico (Marker y
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Moller, 1959). El término “zimodema” hace referencia a las poblaciones de parasitos
de una misma especie que poseen los mismos perfiles enzimaticos (Lumsden, 1977).

La caracterizacidn enzimatica se lleva a cabo en diferentes soportes, como son el
acetato de celulosa, poliacrilamida y almidon, siendo este ultimo el mas utilizado, y el

que tiene mejor rendimiento (revisado por Evans et al., 1989).

La caracterizacién enzimatica es la herramienta de referencia para estudios
taxondmicos y epidemiolégicos en Leishmania ademas de ser ampliamente utilizada
en otros protozoos. El protocolo para la realizacién de isoenzimas esta unificado en el
sur de Europa, utilizando los mismos 15 sistemas enzimaticos y el almidén como
sustrato. Se emplea el acrénimo “ZM” para zimodema o “MON” (de Laboratoire
d’Ecologie Médicale de Montpellier).

Mediante el uso de zimodemas, en el Nuevo Mundo se establecieron las diferencias
bioquimicas entre L. amazonensis, L.braziliensis y L. guyanensis (Miles et al., 1980).
Ademas el subgénero Viannia fue estudiado en profundidad (Evans et al., 1984) y el
papel de reservorios y vectores en las especies americanas se resolvié aislando los
parasitos de ellos y tipificAndolos mediante isoenzimas. En el Viejo Mundo se aplico

esta técnica para la separacion de L. tropica y L. major (Aljeboori y Evans, 1980).

La caracterizacion de cepas de L. infantum aisladas en la cuenca mediterranea,
y mas concretamente en Espafia, ha puesto de manifiesto su presencia en el hombre,
perro, zorro, rata y flebotomo. Hasta la fecha se han descrito 29 zimodemas en L.
infantum, de los cuales 25 han sido encontrados en humanos. Algunos de estos
zimodemas analizados y provenientes de sujetos inmunocompetentes son
responsables de producir exclusivamente LV (MON-27. MON-28, MON-77 y MON-
187) o LC por otra parte (MON-11, MON-24, MON-29, MON-33,MON-78 y MON-111).
Otros zimodemas, sin embargo, causan tanto LV como LC (MON-1, MON-34, MON-80
y MON-190) (Alvar, 2001). Excepcionalmente se ha visto la coexistencia de dos
zimodemas en el mismo hospedador humano, como MON-1 y MON-34 en un enfermo
coinfectado con VIH (Dedet, 1990).
Los estudios de caracterizacion de cepas aisladas de pacientes inmunocompetentes
han revelado que el zimodema MON-1 es responsable del 90% de los casos de LV y
del 20% de LC; otros zimodemas como el MON-27, MON-72, MON-111, MON-187 y
MON-189 aparecen esporadicamente en sujetos inmunocompetentes, y todavia no se

han descrito en pacientes coinfectados con el VIH (Gallego et al., 2002)
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La caracterizacion de cepas aisladas de pacientes coinfectados por
Leishmania/VIH de diferentes paises tiene varios aspectos destacables, tanto en la
prevalencia de los zimodemas descritos como en su tropismo. En primer lugar , la
variabilidad de L. infantum es mayor en los pacientes VIH+ que en los
inmunocompetentes (Jiménez et al., 1995a). El zimodema MON-1 es responsable del
50% de los casos de coinfeccién y los zimodemas MON-24, MON-28, MON-29, MON-
33, MON-34, MON-77 y MON-78 aparecen mas frecuentemente que en pacientes
inmucompetentes (Alvar, 2001; Gallego et al., 2002) . Algunos zimodemas, 10 hasta la
fecha, sélo se han aislado de pacientes inmunodeprimidos (Dedet y Pratlong, 2000), lo
que indicaria que estos pacientes podrian actuar como reservorios de esos
zimodemas, siendo transmitidos por la sangre compartida en las jeringuillas (Alvar et
al., 1994; 1996; 1997). De forma complementaria se postula que el sistema inmune de
los sujetos inmunocompetentes es capaz de seleccionar y eliminar los zimodemas
menos virulentos, encontrandose en estos individuos una menor variabilidad (Gradoni
and Gramiccia, 1994). Ademas, algunos zimodemas cuténeos visceralizan, debido a la
anergia de los individuos VIH+, lo que también contribuye a esta variabilidad
(Gramiccia et al., 1992; Campino et al., 1994).

Si bien el andlisis por zimodemas ha dado respuesta a problemas taxonémicos,
su poder de resolucion es limitado, de tal manera que cuando caracterizamos aislados
del mismo paciente y que comparten un mismo zimodema, no es posible determinar si
las infecciones son recaidas o reinfecciones, objetivo primordial en enfermos
coinfectados por Leishmania/VIH, donde se imputan fallos terapeulticos a recidivas,
gque realmente son reinfecciones. Por lo tanto, para llegar a la diferenciacién entre
realizar individuos necesitamos recurrir a las herramientas genotipicas de

caracterizacion.

3.2 Técnicas genotipicas de caracterizacion

Son técnicas basadas en el analisis del genoma que, en principio, permanece
invariable durante toda la vida del parasito; incluso cuando ocurren cambios
morfolégicos a lo largo de su ciclo biolégico, y aun bajo presion del sistema inmune del
hospedador, no se modifica (Blackwell, 1992).

Los métodos genotipicos de caracterizaciéon se pueden encuadrar en tres grandes
grupos: a) analisis del polimorfismo en el tamafio de los fragmentos de restriccion
(RFLP); b) hibridacién con sondas de ADN; c) reaccién en cadena de la polimerasa

(PCR) y sus variantes.
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3.2.1 RFLP

Las endonucleasas de restriccion son capaces de encontrar dianas especificas en la
secuencia de ADN (de 4 a 6 nucleétidos), y cortar en tantos fragmentos como dianas
existan. Estos fragmentos se separan mediante electroforesis y se visualizan e en
geles de agarosa, lo que se conoce como fingerprinting. En los tripanosomatidos en
general, y en Leishmania en particular, la técnica de RFLP se ha venido realizando
digiriendo el ADNk previamente separado del ADNg mediante gradiente de densidad
en Cloruro de cesio (CsCl)/Bromuro de etidio (EtBr), y los fragmentos obtenidos se
denominan de manera particular esquizodemas, los cuales presentan unos patrones
utiles en estudios de caracterizacion del parasito (Morel et al., 1980; Angelici et al.,
1989; Pacheco et al., 1995).

3.2.2 Hibridacion con sondas de ADN

La regidon mas e utilizada para la hibridacion con sondas han sido los minicirculos de
ADNKk, puesto que contienen una regidén conservada, y estdn altamente repetidos,
como ya se indicé (ver apartado 1.4). En taxonomia, el uso de estas sondas de ADNk
ha permitido la separcién de L. mexicana y L. braziliensis, y dentro del subgénero
Viannia quedan incluidas las especies L. braziliensis, L. guyanensis y L. panamensis
(Barker y Butcher, 1983). Las sondas de ADNk se siguen utilizando para comprobar
que el producto amplificado corresponde a una determinada especie o0 en situaciones
puntuales de diagndstico, como la sonda B4 Rsa (Lambson et al., 2000).

Las sondas de ADNg, en concreto la pDK20, ha resuelto definitivamente la
diferenciacion ente L. donovani y L. infantum, que habia sido sefialada mediante
tipificacion isoenzimatica pero no confirmada por técnicas genotipicas (Lanotte et al.,
1981; van Eys et al.,, 1991). De forma similar se han empleado sondas de ADNg,
concretamente la LbJ38, en leishmanias del Nuevo Mundo, mas en concreto en la

especie L. braziliensis (Rodriguez et al., 1997).

3.2.3 Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) y sus variantes.

De forma paralela al desarrollo de sondas de ADN, se describi6 un método que
solucionaba el problema de la baja sensibilidad en las hibridaciones, denominada
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1986) . Al
comienzo se usaba una Tag DNA polimerasa, enzima termoestable aislada de una
bacteria termofila Thermus aquaticus, con la que es posible amplificar un fragmento de

ADN hasta obtener millones de copias del mismo. También se emplean otras
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polimerasas como la Tth, aislada de Thermus thermophylus. En la reaccion de PCR,
se repiten unos 30 ciclos con la siguiente secuencia: a) desnaturalizacion de la doble
hebra de ADN a 94°C; b) unién de oilgonucleétidos especificos (cebadores) y
disefiados complementariamente en los extremos del fragmento de ADN que
queremos amplificar. La temperatura a la que ocurre este paso (50-70°C, en general)
es critica para el éxito de la reaccion y depende en gran medida de las propiedades
fisico-quimicas de los cebadores. La especificidad de la PCR reside tanto en una
buena eleccién de los cebadores como de las temperaturas a la cual se van a unir a
las cadenas sencillas de ADN; c) sintesis de cadenas de ADN a 72°C, catalizado por
la Taqg polimerasa, y con la adicion de nucledtidos presentes en exceso en la reaccion.
Es una técnica sencilla, sensible y especifica, y permite la deteccion del parasito en
todo tipo de muestras biol6gicas, en flebotomos y en cultivos.

La PCR descrita se conoce como PCR directa. Tiene una alta sensibilidad pero es
posible mejorarla gracias a la realizacion de una PCR interna o nested, que consiste
en la realizacién de dos PCR consecutivas, en la que el producto amplificado de la
primera reaccion sirve de molde para la segunda. Los primeros protocolos se
desarrollaron a principios de los 90 para la deteccion del género Plasmodium (Goodyer
et al., 1991;Snounou et al., 1993). En este caso los dos cebadores de la segunda
reaccion son distintos a los de la primera, pero puede ocurrir que uno de los cebadores
de la primera reaccion se use también en la segunda, entonces la PCR se conoce

como semi-interna o seminested.

La PCR-hibridaciébn es la primera de las variantes utilizada en estudios
genotipicos de caracterizacion. El producto amplificado se transfiere a membranas de
nylon o nitrocelulosa e hibridan con sondas especificas. Las condiciones de
hibridacion son muy astringentes para asegurar la especificidad del proceso. Asi se
han conseguido distinguir los subgéneros Viannia y Leishmania, importante ya que
discriminamos especies que s6lo causan lesiones cutaneas de aquellas que

evolucionan hacia formas mucocutaneas (L6pez et al., 1993; Rodriguez et al., 1994).

La PCR-multiple se realiza en un solo paso en el que los productos
amplificados tienen distinto tamafio segun la especie. Utilizando como diana mini-
exones es posible diferenciar las tres especies mas frecuentes del Nuevo Mundo: L.

braziliensis, L. mexicana y L. chagasi (Harris et al., 1998).

Una variante de la PCR llamada RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),

tiene como principal novedad el hecho de que no es necesario conocer la regién que
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queremos amplificar (Williams et al., 1990). Se utilizan cebadores cortos (10-12 bases)
disefiados al azar, que producen un patron de bandas o fingerprinting util para
distinguir entre especies del género Leishmania (Noyes et al., 1996). También se ha
descrito con el propésito de establecer cierta variabilidad intraespecifica,
concretamente en L.infantum (Bafiuls et al., 1999), pero tiene limitaciones evidentes en

cuanto a su reproducibilidad y estandarizacion (Meunier y Grimont, 1993).

La PCR-IRT (Intergenic Region Typing) se basa en la amplificacion de los ITS
(Internal Transcribed Spacers) del gen que codifica el ARN ribosémico. Los productos
amplificados se digieren con endonucleasas de restriccion, proporcionando unos
patrones claros y distinguibles para la diferenciacibn de especies del género
Leishmania y también para la realizacion de estudios filogenéticos a partir de esta
informacién (Cupolillo et al., 1995; 1998).

La PCR-RFLP, en general, detecta pequefias variaciones en un gen concreto,
ya que el producto amplificado es digerido con diferentes enzimas de restriccién que
reconoceran o no su diana dependiendo de estas variaciones nucleotidicas. El patron
de bandas que se visualiza tras la electroforesis es util para distinguir especies del
subgénero Viannia, usando como diana el gen gp63 (Victoir et al., 1998). Este gen,
gue codifica la metaloenzima con accion proteasa del mismo nombre y las regiones
intergénicas adyacentes, ha sido el mas empleado para técnicas de PCR-RFLP en
Leishmania, tanto para caracterizacion como para filogenia, aunque no tan atil para
estudiar variabilidad intraespecifica (Guerbouj et al., 2001; Mauricio et al., 2001).
También se entiende por PCR-RFLP la digestion de cualquier producto amplificado y
que, al digerirlo, ofrece un patrén distinguible y difierente para cada especie o
individuo, como pueden ser los minicirculos de ADNK. Esta aproximacion ha sido (til
para la deteccion de L. tropica y posteriores estudios epidemioldgicos (Noyes et al.,
1998).

En esta Introduccién se han examinado diversos aspectos de la caracterizacion
tanto fenotipica como genotipica de Leishmania. En general, las técnicas descritas, si
bien son validas desde el punto de vista diagnostico y taxondmico, tienen evidentes
limitaciones como marcadores traza para seguir aislados de Leishmania de manera
individual. El motivo de esta Tesis ha sido el desarrollo de técnicas moleculares que
cumplan los requisitos de un marcador traza y que respondan a problemas clinico-

epidemiolégicos de la coinfeccion por Leishmania infantum/VIH.
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v Objetivo conceptual: desarrollar un marcador traza que permita un mejor
conocimiento de la epidemiologia molecular de la coinfeccion por Leishmania
infantum/VIH, basado en la amplificacion del ADNK y digestiones enzimaticas (PCR-
RFLP).

v Objetivos experimentales:

1. Determinar la validez de esta herramienta molecular para el seguimiento de

brotes de leishmaniasis en individuos coinfectados.

2. Aplicar la técnica desarrollada al estudio de cepas procedentes de humanos,
perros y flebotomos, obtenidas en un nicho ecolégico cerrado, la Isla de

Mallorca, para esclarecer la estructura de poblaciones de Leishmania infantum.

3. Diferenciar y evaluar entre recidivas y reinfecciones en enfermos

coinfectados por Leishmania/VIH.

4. Determinar la presencia de Leishmania en jeringuillas desechadas por
adictos a drogas por via parenteral (ADVPSs), y caracterizar molecularmente las

muestras positivas para confirmar la existencia del ciclo antropondtico.
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1. Material biolégico. Pacientes. Cepas.

1.1 Cepas de referencia utilizadas

Para el desarrollo y optimizacion de la sensibilidad y especificidad de los procesos de
amplificacién de ADN, se emplearon cepas de referencia de L. infantum, marcadores
de especies del Viejo Mundo y Nuevo Mundo y otras especies de tripanosoméatidos,

como queda recogido en la Tabla 1.

Tabla 1

Cédigo Hospedador Origen Zimodema
Cepas de refertencia de L. infantum
LEM-75 MHOM/FR/78/LEM-75 Humano Francia MON-1

Cepas de referencia del Viejo Mundo

L. donovani (LRC-133) MHOM7ET/67/HU3 Humano Etiopia MON-18
L. donovani (DD8) MHOM/IN/80/DD8 Humano India MON-2
L. aethiopica (LRC-147) MHOM/ET/72/1100 Humano Etiopia MON-14
L. tropica (LRC-32) MHOM/IQ/65/AV-SINAI Humano Iraq MON-39
L. major (LRC-137) MHOM/IL/67/JERICHO Humano Israel MON-26
L. major (5-ASKH) MHOM/SU/73/5-ASKH Humano Sudan MON-4
L. infantum (IPT-1) MHOM/TN/80/IPT-1 Humano Tlnez MON-1

Cepas de referencia del Nuevo Mundo

L. braziliensis MHOM/BR/75/M-2903 Humano Brasil MON-43
L. guyanensis MON/BR/70/M-1176 Humano Brasil -

L. mexicana MNYC/BZ/62/M-379 Nyctomys Belize MON-40

L. amazonensis IFLA/BR/67/PH8 Lutzomyia Brasil MON-41
L. chagasi MHOM/BR/74/PP-75 Humano Brasil -

Otros tripanosomaétidos
Leptomonas ctenocephali ITMAP 1905 Invertebrado
Endotrypanum schaudinni Invertebrado
Herpetomonas muscarum LRC-L130 ITMAP 1902 Invertebrado
Crithidia fasciculata Invertebrado

Sauroleishmania tarentolae WR-144 Invertebrado
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1.2Cepas para validar la técnica como marcador traza
Para contestar al primer objetivo se estudiaron 10 cepas de L.infantum aisladas de
médula ésea de 6 ADVPs y coinfectados por el VIH. Las caracteristicas de estas

cepas se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2
N° Caddigo Zimodema Paciente  Origen Zliiféri?:n?oe
1 MHOM/ES/97/LLM-644  \ON-34 Al Sevilla 05/1997
2 MHOM/ES/98/LLM-743 MON-34 A? Sevilla 04/1998
3 MHOM/ES/95/LLM-537 MON-1 B Mallorca 08/1995
4  MHOM/ES/98/LLM-745 MON-1 B? Mallorca 04/1998
5 MHOM/ES/97/LLM-709 MON-24 ct Madrid 10/1997
6 MHOM/ES/98/LLM-768 MON-24 c? Madrid 06/1998
7 MHOM/ES/97/LLM-719 MON-253 D* Badalona 12/1997
8 MHOM/ES/97/LLM-710 MON-253 D’ Badalona 12/1997
9 MHOM/ES/98/LLM-737  MON-253 E Badalona 02/1998
10 MHOM/ES/98/LLM-735  MON-253 F Badalona 03/1998

! Aislado antes del comienzo del tratamiento.
2 pAislado al finalizar el tratamiento.

1.3 Cepas para estudiar la estructura de poblaciones en un nicho
ecoldgico cerrado

Para contestar al segundo objetivo, se estudiaron 54 cepas de L. infantum aisladas de
22 pacientes de la isla de Mallorca. 52 aislados procedian de pacientes coinfectados
con VIH y 2 aislados de pacientes inmunocompetentes, infectados por L. infantum. Los
pardsitos se aislaron a partir de aspirados de MO, sangre periférica y/o biopsias de
piel. En algunos casos disponiamos de muestras de sangre periférica y de MO del
mismo paciente; también, en algunos casos, disponiamos de un segundo aislado

obtenido durante una recaida postratamiento.
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Estudiamos 38 cepas aisladas de perros a partir de aspirados de MO y/o ganglios
linfaticos de perros tanto sintomaticos como asintomaticos. Durante los veranos de
1997 a 1999 se llevaron a cabo estudios entomoldgicos para la captura de flebotomos
en la isla de Mallorca, mediante el uso de trampas de luz tipo CDC en los alrededores
de las casas donde previamente se habian detectado perros infectados. Los
flebotomos se capturaron vivos y las hembras se diseccionaron al microscopio para

buscar leishmanias. Las cepas se aislaron como esta descrito en el apartado 2.1.

1.4 Pacientes, muestras biologicas y cepas para diferenciar recidivas y
reinfecciones

Para contestar al tercer objetivo, se estudiaron 40 pacientes infectados por el VIH-1y
sospechosos (segun los datos clinicos: fiebre, hepatoesplenomegalia y pancitopenia)
de leishmaniasis. Dispusimos para el estudio de 256 muestras biologicas y 56 cultivos.
Mediante ELISA y Western blot se confirmé la positividad a VIH. Todos los pacientes
pertenecian a un ensayo clinico aleatorio y multicéntrico en el que se comparaba la
eficacia de la anfotericina B complejo lipidico (Abelcet) frente a antimoniales. Todos los
pacientes dieron por escrito su consentimiento para este ensayo, el cual cumplia con
los criterios éticos de todos los hospitales involucrados. En 31 pacientes se confirmé
que padecian leishmaniasis por cultivo de médula 6sea (MO) y/o microscopia. Los
otros 9 pacientes se confirmaron por PCR. Las caracteristicas de las muestras quedan
recogidas en la Tabla 3.

Se utilizaron también muestras de sangre de 20 donantes voluntarios y sanos y 20
muestras de pacientes con malaria 0 con toxoplasmosis para los controles negativos
en las pruebas de PCR.

Para recoger las muestras bioldgicas se procediéo como sigue: 200 uL de aspirado de
médula 6sea y 10mL de sangre periférica, usando acido etilendiaminotetracético
(EDTA) como anticoagulante, se recogieron antes del tratamiento (el dia del
diagnéstico), 1 mes después de finalizar el tratamiento y en las recaidas, entre 1-20
meses después de finalizar el tratamiento. Tanto los aspirados como la sangre

perférica se cultivaron en medio NNN.
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Tabla 3

Zimodema (a partir
Microscopia Cultivo de MO de los cultivos de
MO positivos)

Cdédigo del Muestra Fechadetoma
paciente biolégica’ de muestra

1 20/08/97 4 + MON-34
14/10/97 5 5
RMP 65 19/01/98 + MON-34
116 18/03/98 + MON-34
223 20/05/98 - -
38 07/10/97 o + MON-24
APB 17 28/10/97 n + MON-24
235 10/06/98 I + MON-24
64 22/01/98 n + MON-183
120 24/02/98 + -
JIRM 173 06/05/98 - -
395 29/03/99 - -
563 27/04/00 + -
106 30/12/97 o MON-1
142 10/03/98 + MON-1
- 179 23/06/98 - -
477 07/09/99 n + MON-1
539 30/11/99 - -
538 11/01/00 n + MON-1
127 13/02/98 - -
JLSF 126 08/04/98 + -
192 27/05/98 - -
101 25/02/98 n - MON-253
v 168 06/04/98 - -
198 05/06/98 B -
274 31/07/98 5 5
100 05/03/98 + MON-1
164 16/05/98 + MON-1
TR 240 02/09/98 - -
298 28/01/99 5 5
353 29/12/99 5 5
531 12/04/00 I + MON-1
148 15/04/98 5 5
FPN 151 13/05/98 - -
304 02/09/98 5 5
166 19/03/98 I + MON-253
238 14/07/98 n + MON-253
269 18/08/98 + o MON-253
MPC 293 17/12/98 + -
346 11/01/99 B -
351 20/05/99 + MON-253
505 10/11/99 + MON-253

CJS 122 24/03/98 = =



MTRM

ACF

JIAF

FTC

JMMR

MAMV

FDS

DFF

GRJ

EMC

JMM

JANB

AGGN

AODH

MRS

JAG

190
182
155
156
203
253
280
317
210

210bis
207
241
272
344
249
279
366
367
186
123
328
290
343
352
327
385
321
320

1499
324
384
294
350
342
329
386
1075
486
309
404
391
445
460
463
473
467
469

11/05/98
24/09/98
21/04/98
18/05/98
20/05/98
18/06/98
03/09/98
23/11/98
01/06/98
23/06/98
02/07/98
10/07/98
27/08/98
18/12/98
16/07/98
14/09/98
01/02/99
16/03/99
24/09/98
30/10/98
06/04/99
29/10/98
21/04/99
18/05/99
01/12/98
18/04/99
26/10/98
01/12/98
19/05/99
10/12/98
27/04/99
03/12/98
14/01/99
30/03/99
16/02/99
22/07/99
13/04/99
04/10/99
12/04/99
31/05/99
27/05/99
14/07/99
04/08/99
21/10/99
17/08/99
25/08/99
06/09/99

o+ o+t + + G+ o+ 4+

+ + + + 4+ o+
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MON-253

MON-24
MON-1
MON-1
MON-1

MON-190

MON-1

MON-34
MON-34
MON-34

MON-1

MON-1
MON-1

MON-1

MON-1
MON-24
MON-24



ASR

JASS

JDD

ATT

MCJ

EPG

JACN

APG

APJ

JSP

JGM

GOG

FGC

JAE

474
405
485
506
549
493
490
503
414
415
464
521
544
482
483
419
416
518
520
124
49
189
111
162
233
204
281
315
370
44
185
160
232
129
418
183
191
387

22/09/99
14/09/99
07/10/99
17/12/99
02/02/00
30/09/99
11/10/99
10/11/99
25/11/99
13/04/00
02/11/99
02/12/99
10/04/00
27/10/99
24/11/99
20/01/00
01/06/00
02/12/99
22/12/99
27/02/98
30/03/98
21/07/98
03/03/98
30/03/98
09/07/98
12/06/98
30/07/98
18/01/99
03/03/99
09/01/98
24/06/98
20/04/98
27/04/99
02/03/98
07/05/99
16/04/98
24/06/98
13/10/99

+ + + o+

+ + + +
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MON-1

MON-1
MON-1

MON-183

MON-1
MON-1

MON-24

MON-24
MON-1

MON-1

MON-27
MON-1
MON-1
MON-1

! El cédigo de la muestra bioldgica hace referencia tanto al aspirado de médula dsea

como a la muestra de sangre periférica.

1.5 Estudio de jeringuillas desechadas por ADVPs

Para contestar al cuarto objetivo y confirmar la presencia de leishmanias en jeringuillas

compartidas por ADVPs, establecimos dos estudios, uno en 1998, donde se analizaron
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125 jeringuillas (grupo A), procedentes de un programa de intercambio en el sur de
Madrid, y otro, donde se analizaron 154 (grupo B), y obtenidas también a través de un
programa de intercambio, pero en el suroeste de Madrid. A partir de la sangre
coagulada de las jeringuillas se extrajo el ADN mediante un protocolo clasico de fenol-
cloroformo. El estudio de los dos grupos no esta estadisticamente disefiado y la

confidencialidad de los programas de intercambio ha sido respetada en todo momento.

2. Métodos

2.1 Aislamiento y cultivo

Todos los parésitos fueron aislados en medio bifasico NNN (Novy-McNeal-Nicolle), en
el caso de LV humana, a partir de aspirados de médula 6sea y sangre periférica total,
y en el caso de LC de biopsias de piel. Los cultivos se mantuvieron a 27°C y se

examinaron semanalmente.

Medio NNN (Novy-McNeal-Nicolle)

A 14 g bacto-agar, 6 g NaCl, 900 mL agua destilada. Llevar a ebullicion
ar
9 y esterilizar en autoclave a 120°C y 1 atmésfera durante 20 min.

Fundir el el agar y atemperar hasta 502C, afiadir: 100 puL solucion
Tubos antibioéticos (20.000 UI/mL de penicilina, 20.000 pg/mL de
estreptomicina), 1mL sangre conejo desfibrinada, agar 2 mL

2.1.1 Cultivo en masa

Los promastigotes una vez aislados en medio NNN, se cultivaron en masa a
27°C en medio RPMI 1640, suplementado con un 10% de suero bovino fetal (SBF)
inactivado 1 h a 56°C y antibioticos, con el fin de conseguir leishmanias en cantidad

suficiente.

Medio RPMI

10,4 g RPMI 1640, 960 mL agua destilada estéril, 5,95 g HEPES, 2 g/L NaHCOs3, ajustar pH
a 7,4 y esterilizar por filtracion (0,22 um). A 500 mL del medio afiadir 70 mL SBF, 2 mL

solucién antibiéticos

2.1.2 Congelacién
Para su congelacién los promastigotes se concentraron por centrifugacion

(1000g, 5 min), se retird el sobrenadante y los parasitos se resuspendieron en 5 mL de
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medio de congelacion. A continuacién se distribuyeron en alicuotas en criotubos, a

razon de 1 mL/tubo, manteniéndose en N, liquido.

Medio de congelacion

10,4 g RPMI 1640, 960 mL agua destilada estéril, 5,95 g HEPES, 2 g/L NaHCOs3, ajustar pH
a 7,4 y esterilizar por filtracion (0,22 um). A 500 mL del medio afiadir 70 mL SBF, 2 mL

solucién antibiéticos

2.1.3 Descongelacién

Los criotubos se descongelaron por inmersién en bafio a 372C, se centrifugaron
(1000g, 5min) 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.

2.2 Preparacion de ADN total gendmico a partir de cultivos

Los promastigotes se cultivaron hasta alcanzar una fase estacionaria de crecimiento
donde se concentraron por centrifugacion (10 min, 4°C, 3000 g), y se lavaron usando
una solucién de NaCl al 0.3% y PBS.

PBS (Sambrook et al., 1989)
NaCl 0,14 M, KCI 2,6 mM, NaH,PO, 10 mM, KH,PO, 1,2 mM, pH 7,5

A continuacion se lisaron a 60°C durante 1 h en un volumen de 0,7 mL de NET-10
1x/10° promastigotes y 0,3 mL SDS 10%/10° promastigotes (el lisado de leishmanias,
asi preparado, se puede conservar a 20°C). Seguidamente, y con el fin de eliminar el
ARN contaminante, se llevdé a cabo una digestiéon a 37°C, durante 1 h, con una
solucion de ribonucleasa (RNAsa) a razén de 1mg/mL de lisado. Posteriormente se
digiri6 a 37°C durante 2 h con una solucion de proteinasa K a razéon de 1mg/mL de
lisado. Seguidamente se realiz6 una extraccién con fenol-cloroformo segun protocolo
ya descrito (Sambrook et al., 1989). La fase acuosa fue precipitada con 0,1 volumen
de acetato sodico 3M, pH 7 y 2,5 volimenes de etanol 100% frio. Se incubd una hora
a -20°C. A continuacion la muestra se centrifugd 1 hora a 12.000 rpm y 4°C. Después
de retirar el sobrenadante, el precipitado se lavo con etanol al 70% y el ADN seco se

resuspendio en 400 uL de agua destilada estéril y se conservé a —20°C.
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Reactivos y soluciones para la extraccion de ADN (Sambrook et al., 1989)

NET-10 1x Tris-HCI 50mM pH 8, EDTA 50mM y NaCl 100 mM

0

Disolver en Tris-HCI 10 mM pH 7,5 y NaCl 15 mM. Calentar a 100°C

RNAsa 10 mg/mL ) ) . )
15 min. Enfriar a T2 ambiente, alicuotar y almacenar a —20°C

Proteinasa K Calentar a 80°C duante 10 min. Enfriar a 37°C 1 h. Alicuotar y

20mg/mL almacenar a —202C

Acetato sodico 3M 24,6 g CH3-COONa en 100 mL de agua destilada.

2.3 Cuantificacion de ADN

La concentracién de ADN en solucion se estimd en un espectrofotémetro a 260
nm, sabiendo que 1 DO (densidad 6ptica) de ADN de doble cadena equivale a 50
ug/mL. La relacion de pureza se obtuvo mediante el cociente de las lecturas a 260 nm
y 280 nm (los valores comprendidos entre 1,8 y 2 se corresponden con ADN puro,

tedricamente) (Sambrook et al., 1989).

2.4 Extraccién de ADN a partir de muestras biolégicas y jeringuillas

Las muestras de sangre, médula 6sea y sangre coagulada se trataron segun
protocolo de Cruz et al. (2002). Se concentran las células nucleadas mediante
gradiente de Ficoll, diluyendo la muestra en un volumen igual de PBS y posteriormente
afiadida sobre un volumen de linfoprep (Nycomed, Oslo, Noruega) igual a 1,5 veces el
volumen de sangre, evitando su mezcla. Se centrifugé (700 g, 30 min) y se recogi6 con
pipeta Pasteur la fase del gradiente en la que se encuentran las células nucleadas y
posibles leishmanias (buffy coat), y se procedié a su lavado dos veces con PBS a
1800 g durante 10 min y un tercero con agua destilada estéril para arrastrar los restos
de hemoglobina.
El sedimento se diluye en 100 uL NET-10 1x y 20 uL SDS 10%. 100 uL de esta
muestra se incuban a 70°C durante 1 h y luego se realiza un protocolo de extraccion

de fenol/cloroformo idéntico al descrito en el apartado 2.2. Del aspirado de médula
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Osea se trataron 100 pL como se ha descrito anteriormente, asi como 100 puL de
sangre coagulada del interior de las jeringuillas desechadas. EI ADN obtenido se
diluye en 100 pL agua destilada estéril y se conserva a —20°C hasta su uso. En todas
las extracciones de ADN de muestras biol6gicas y jeringuillas se emplearon controles
negativos de extraccion (1 por cada 8 extracciones) para evitar la posibilidad de

contaminaciones en este proceso.

2.5 Amplificacion del ADNk de Leishmania mediante la técnica PCR

2.5.1 PCR directa para amplificar minicirculos de ADNKk

Se preparé la mezcla de reaccion en una zona libre de ADN, manteniendo
todas las medidas necesarias para evitar contaminaciones de distinto origen. La
reaccién de amplificaciéon fue optimizada variando las condiciones de los diferentes
componentes, hasta conseguir las condiciones mas adecuadas que exponemmos a
continuacion. El volumen final de reaccion para cada muestra fue de 25 L,
conteniendo 10 ng de ADN total, 22,5 pmoles de cada cebador (AJS31 y DBY) , 0,2
mM de cada uno de los dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, Amersham Pharmacia
Biotech, Suecia), 2 mM MgCl,, 5 mM KCI, 7,5 mM Tris-HCI (pH 9), 2 mM (NH,;),SO,,
0,001% albumina de suero bovino y 0,7 unidades de Tth ADN polimerasa (Biotools
B&M Laboratories, Madrid, Espafia). Las muestras se amplificaron en un termociclador

modelo Gene Amp 2400 PCR System (Perkin-Elmer) con las siguientes condiciones:

35 ciclos

94°C : 94°C

80°C : 720C ¢ 72°C
——— 5min: 30s b .,
5 min : 67°C /' 30s : 10 min-.,

30s  4°C

hot start desnaturalizacién naturalizacion extension
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Cebadores para PCR directa sobre ADNk

AJS31 5'GGGGTTGGTGTAAAATAGGGCCGG 3’
(Smyth et al., 1992)

DBY 5" CCAGGTTCCCGCCCCGGAG &

Destacamos la utilizacién de un paso pre-PCR o hot start a 80°C, en el cual se afiade
la mezcla de reaccién al tubo eppendorf de 0,2 mL, en el que esta el ADN que
queremos amplificar. De esta forma evitamos que los pequefios volimenes de ADN se
puedan evaporar y ademas aseguramos que la polimerasa no comience a sintetizar

cadenas de ADN inespecificamente.

2.5.2 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Para procesar parte de las muestras procedentes de la isla de Mallorca, utilizamos el
método de RAPD segun el protocolo descrito por Williams et al. (1990). Se realiz6 en
un termociclador modelo Gene Amp 2400 PCR System (Perkin-Elmer). 20 ng de ADN
purificado se amplificaron en un volumen total de 100 uL conteniendo: 10 mM Tris-HCI
(pH 8,3), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 100 uM de cada dNTP (Amersham Pharmacia
Biotech, Sweden), 0,5 uM de cebador y 1,5 unidades de Taq ADN polimerasa (Perkin-
Elmer, Branchburg, New Jersey, USA). Las condiciones de amplificacién fueron las
siguientes: 94.5°C durante 5 min, 45 ciclos de 94°C 1min, 36°C 1 miny 72°C 2 min, y,

finalmente, una extension a 72°C de 10 min.

Cebadores para RAPD

Al 5 CAGGCCCTTCC 3
AS 5 AGGGGTCTTG 3'
AT 5' GAAACGGGTG 3'
A10 5 GTGATCGCAG 3’
A15 5' TTCCGAACCC 3’

2.5.3 IRT (Intergenic Ribosomal Typing)
Los ITS (Intergenic Transcribed Spacers) de Leishmania, localizados entre los
genes que codifican las subunidades ribosomales grande y pequefa, se amplificaron

utilizando un protocolo ya descrito (Cupolillo et al., 1995).

Cebadores para IRT
IR1 5 GCTGTAGGTGAACCTGCAGCAGCTGGATCATT 3

IR2 5 GCGGGTAGTCCTGCCAAACACTCAGGTCTG 3
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2.5.4 PCR seminested para amplificar minicirculos de ADNKk

Esta PCR consta de dos amplificaciones consecutivas, en las cuales se utiliza como
molde el producto amplificado de la primera. De aqui en adelante nos referiremos a la
técnica como kDNA snPCR. Aumenta la sensibilidad de la técnica, y su desarrolllo es
necesario para la amplificacion de leishmanias directamente a partir de muestras
bioldgicas. Una vez optimizada, el protocolo que se sigue es el descrito a continuacion.
La primera reaccion se realizd en un volumen de 25uL conteniendo: 5uL de la solucién
de ADN, 15 pmoles de cada cebador (DRJ y KLK2), 0,2 mM de cada uno de los
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, Amersham Pharmacia Biotech, Suecia), 2 mM
MgCl,, 5 mM KCI, 7,5 mM Tris-HCI (pH 9), 2 mM (NH,),S0O,4, 0,001% albimina de
suero bovino y 0,7 unidades de Tth ADN polimerasa (Biotools B&M Laboratories,
Madrid, Espafia). En la segunda reaccion se reamplificd el producto de la primera.
Para ello se realiz6 una dilucién 1:200 de este producto, y se utilizaron 5 uL de la
diluciéon. La mezcla de reaccién es la misma que para la primera amplificacion a
excepcion de de los cebadores, utilizando 7.5 pmoles de cada uno (DRJ y AJS31). Las
muestras se amplificaron en un termociclador modelo Gene Amp 2400 PCR System

(Perkin-Elmer) con las siguientes condiciones:

: 35 ciclos
94°C ¢ 94°C :
80°C : 72°C: 72°C
7 5min: 30s o : ..
5 min : 68°C / 305 : 10 min-.,
: 30's : " 40C
35 ciclos :
94°C : 94°C :
80°C : 72°@R" 72°C
1 7 Smin: 30s 70°C .
5 min : 30s : 10 min-.,
: 30s : " q0C

hot start desnaturalizacién naturalizacion extensiéon
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Cebadores utilizados en la KDNA snPCR
DRJ 5 CGATTTTTGAACGGGATTTCTGCAC 3’

KLK2 5" CTCCGGGGCGGGAAACTGG 3
AJS31 5 GGGGTTGGTGTAAAATAGGGCCGG 3’ (Smyth et al., 1992)

2.5.5 Disefio de cebadores

Los oligonucleétidos utilizados en la kDNA snPCR fueron disefiados a partir de las
secuencias de minicirculos que generamos y mediante el uso de los programas
informatico Lasergene Software (DNAstar, Madison, WI, USA) y Prima (EMBOSS,
licencia publica). Para asegurarnos de su especificidad, los sometimos a la base de
datos GenBank, mediante dos algoritmos distintos, BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) y FASTA, variando la rigurosidad de los métodos, en el primero eligiendo
distintas matrices (BLOSUM30 a BLOSUM®62), y el segundo variando el tamafio de los
ktup (de 1 a 6) (Altschul et al., 1990; Pearson and Lipman, 1988).

2.6 Deteccion y visualizacion de los productos de amplificacién

La electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa permite separar y visualizar
los fragmentos de ADN, asi como purificar fragmentos de ADN. Los geles para ADN
se prepararon en TAE 1X al que se afadié bromuro de etidio a una concentracién de
0,5 ug/ml, el porcentaje de agarosa oscil6 entre el 0,7% y el 2%. Las electroforesis se
realizaron en tampon TAE 1X empleando un sistema horizontal Mini o Maxicell de
TDI. Se aplic6 un voltaje de 60 a 100 V, dependiendo del tamafio del gel. Las
muestras se mezclaron con un tampon de carga y se afiadieron al pocillo
correspondiente. Los fragmentos de los acidos nucleicos fueron visualizados con un
transiluminador de luz ultravioleta modelo Fotodyne 3-3002 y fotografiados con una
pelicula Polaroid 665 o bien con el sistema Gel Doc ™ 1000 system (Bio-Rad
Laboratories). El peso molecular de los fragmentos de ADN se estimé empleando el

marcador PCR marker (50-2000 pares de bases) (Sigma).

Soluciones para electroforesis (Sambrook et al., 1989)

TAE 1X Tris-Acetato 40 mM, EDTA1 m M pH 8

Tampon de carga 6X 0,25% azul de bromofenol, 0,25% xilenocianol, 15% Ficoll, en

agua destilada. Conservar a T2 ambiente
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Bromuro de etidio 1 g Bromuro de etidio en 100mL de agua destilada. Conservar

(10mg/mL) en oscuridad

2.7 Purificacion y/o elucion de productos amplificados.

Tanto para la posterior secuenciacion de los fragmentos amplificados como para
aproceder a su digestion con enzimas de restriccion, los productos de PCR se
purificaron, bien a partir de la solucion de PCR , bien cortando las bandas
seleccionadas con un bisturi estéril a partir del gel de agarosa. Para los dos procesos
se emplearon dos kit comerciales: QIAquick-Gel Extraction kit (Qiagen) y GFX PCR
(Amersham Pharmacia Biotech). En todo momento se siguieron las instrucciones del

fabricante. EI ADN obtenido se eluy6 en 50-100 uL de agua destilada esteéril.

2.8 Subclonaje y secuenciacién de los productos de PCR

La secuenciacién de los productos de la PCR directa sobre minicirculos de ADNk y de
la KDNA snPCR se realiz6 para comprobar el adecuado funcionamiento de las parejas
de oligonucledtidos, crear una pequefia base de datos de secuencias de minicirculos
para realizar mapas de restriccion y disefiar nuevos cebadores.

El producto de las PCR, previamente sometido a electroforesis en gel de agarosa al
1.6%, fue visualizado en un transiluminador de luz ultravioleta. Las bandas de interés
fueron aisladas segun se ha descrito en el apartado anterior. La elucion del DNA se
hizo en 50 puL de ddH,0.

Ensayos de subclonacion

La realizacion de este trabajo ha requerido la subclonacién de los productos de PCR
en un vector comercial, ante la imposibilidad de secuenciar directamente estos
productos, puesto que en una misma banda, es decir, para un mismo tamafio de ADN,
encontramos unos cientos de minicirculos. Se eligi6 pGEM-T-easy (Promega). Este
vector de 3018 pb proporciona resistencia a ampicilina y permite la seleccion de
colonias recombinantes mediante reaccion de color. En cualquier caso se siguieron las
recomendaciones de la casa comercial. La clonacion se realizdé a razon molar de 1:3
(vector/inserto) en un volumen final de 10 pL, con 3U/uL de enzima T4 ADN ligasay 1
uL de tampon 10x especifico para la enzima (Tris-HCI 300mMpH 7,5, MgCl, 100mM,
DTT 10 mM, ATP 10mM). La reaccion se incub6 toda la noche a 4°C.
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Preparacion de células competentes y transformacion con plasmimdos

Se prepararon células competentes de la cepa XL1 Blue de E. coli. Las soluciones
utilizadas para preparar estas células competentes fueron TBF1 (100 mM RbCI, 50mM
MnCl,, 30 mM acetato potasico, 10 mM CacCl,, 15% glicerol, pH 5,8) y TBF2 (10 mM
MOPS, 10mM RbCI, 75 mM CaCl2, 15% glicerol, pH 6,8 ajustado con KOH). La
eficiencia de la transformacion fue de 10° transformantes por ug de ADN plasmidico.
La transformacién se realizé utilizando de 10 a 200 ng de ADN plasmidico, y entre 50
pL y 200 uL de células competentes, manteniéndose la mezcla 20 minutos en hielo y
sometiéndola a continuacién a un choque térmico de 42°C durante 45 segundos.
Inmediatamente después, la muestra se incub6é en hielo 2 minutos, se le afiadié 1 mL
de medio LB y se mantuvo una hora a 37°C en ligera agitacién. Finalmente, la mezcla
fue extendida sobre placas de LB con el antibidtico de seleccién adecuado y 40 ul de
X-gal (20 mg/uL en dimetilformamida) y 4 uL de IPTG (200 mg/uL). Se incubaron toda
la noche a 37°C. Una vez crecidas las colonias se seleccionaron las de color blanco,

descartando las azules.

Purificacion de ADN plasmidico con el kit Ultraclean™ Mini Plasmid Prep (Mo
Bio)

Este método se empled para aislar ADN plasmidico de forma rapida. La extraccién se
realizé a partir de las colonias recombinantes de E. coli crecidas en 5 ml de medio
liquido LB, con 100 pg/ml de ampicilina, toda la noche a 37°C y constante agitacion.
Se siguieron las instrucciones recomendadas por la casa comercial. EI ADN obtenido

se utilizé para secuenciar.

Secuenciacion

La secuenciacion se realizd usando un termociclador modelo Gene Amp 2400 PCR
System (Perkin-Elmer) y el sistema comercial ABI PRISM BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction kit (Perkin-Elmer). A partir de un producto de PCR
subclonado se prepararon dos reacciones de secuenciacion: la primera utilizando el
oligonucledtido de avance (SP6) y la segunda utilizando el oligonucleétido reverso
(T7), oligunucledtidos complementarios a la secuencia del vector comercial. Siguiendo
el protocolo recomendado por la casa comercial, el volumen final de la reaccion de
secuenciacion fue de 10 uL de donde los componentes de cada reaccion fueron: 1uL
de oligonucledtido (3,2 pmol), 5 uL de DNA molde y 4 uL de la mezcla de reaccion del

sistema comercial:



Material y Métodos 41

Mezcla de reaccién \

DdATP- marcado con di-cloro[R6G]
DdCTP- marcado con di-cloro[ROX]
DdGTP- marcado con di-cloro[R110]
ddTTP- marcado con di-cloro[TAMRA]
dNTPs
AmplyTaqg Gold DNA Polimerasa
MgCl2
Tris-HCI (pH 9,0)

A continuacion las muestras fueron sometidas a electroforesis en el sistema ABI
PRISM Modelo 377 de Applied Biosystems, siguiendo las indicaciones de la casa
comercial, este proceso fue realizado por la Unidad de Biopolimeros del Centro

Nacional de Microbiologia (Instituto de Salud Carlos II).

2.9 Digestién de los productos de PCR (RFLP)

Una vez que los productos de PCR fueron purificados segln se ha descrito en
el apartado 2.6, entre 10 y 100 ng de ADN fueron digeridos con las siguientes enzimas
de restriccion: Alu |, Rsa |, Hpa Il, Taqg I, Tru 9l, Hae Ill o Pst I. Las digestiones se
llevaron a cabo primeramente durante toda la noche, siguiendo las indicaciones del
fabricante (Roche Diagnostics, Barcelona). Ademas, para optimizar los tiempos de la
realizaciéon de toda la técnica (PCR-RFLP), se realizaron baterias de digestiones
desde un tiempo cero hasta 24 horas, inactivando la digestion (a 65°C u 80°C durante
20 min), cada 30 min, para comprobar que a partir de las 2 horas todo el ADN habia
sido completamente digerido. Por lo tanto, éste fue finalmente el tiempo elegido para
realizar los analisis de restriccion. A su vez, comprobamos con estos ensayos la no
existencia de digestiones parciales, tanto con la cantidad de enzima recomendada por
el fabricante como cuando los realizamos con un exceso de la misma.

A partir de las secuencias de minicirculos obtenidas en un primer momento,
realizamos un mapa de restriccion de los minicirculos de L. infantum, mediante el uso
del programa y a la vez base de datos Remap (EMBOSS, licencia publica). De las
posibles dianas, escogimos aquellas de entre 4 y 6 bases.

Los productos digeridos se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 2.5%, a
85V y durante 2 horas. Los geles se prepararon en TAE 1X al que se afiadié bromuro
de etidio a una concentracion de 10 ug/ml. Los fragmentos (patrones o fingerprinting)

fueron visualizados con un transiluminador de luz ultravioleta modelo Fotodyne 3-3002
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y fotografiados con una pelicula Polaroid 665 o bien con el sistema Gel Doc ™ 1000
system (Bio-Rad Laboratories). Se emple6é el marcador PCR Marker (Sigma) como

referencia (50-2000 pares de bases).

2.10 Estudios de clonalidad del parésito

El protocolo utilizado ha sido el descrito por Bastien y Wahba (1989). Con las cepas de
interés, y a partir de su cultivo en RPMI, se realizaron diluciones limite en placas de 24
pocillos. Te6ricamente se logra aislar un solo parasito. Puesto que es un dato tedrico,
se siembran en placas frescas de agar sangre las diluciones que contienen 1, 10y 100
parasitos. La siembra se hace por extension en condiciones estériles. A las dos
semanas se observan colonias sobre la superficie del agar, que corresponden, cada
una, a un mismo clon. Estos se pasan a tubos con medio NNN fresco, también en
condiciones estériles. A partir de este momento se tratan con los protocolos clasicos
previamente descritos para el cultivo de leishmanias. Estos clones de L. infantum, y

por tanto su ADN, estan disponibles para amplificacion mediante PCR.

Medio agar-sangre para clonar leishmanias

0,78 g NaCl, 1,4 g bacto-agar. Disolver en 122.8 mL de dH,O
Afadir 12,5 mL sange conejo desfibrinada, 2,64 mL antibiético

Sembrar en placa Petri

2.11 Construccion de dendogramas a parir de los datos de PCR-RFLP

Los patrones obtenidos mediante PCR-RFLP fueron traducidos a matrices binarias,
que reflejan la ausencia o presencia de las bandas. Para ello se hizo uso del software
LaneManager (TDI, Espafia) que, a partir del procesado de la imagen de las
digestiones en geles de agarosa, construye estas matrices binarias. Por ello es
imprescindible que el proceso de digestion esté optimizado para asi obtener unos

patrones claros que el software pueda detectar. (Figura 14).
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Figura 14. Esquema representativo de la construccion de las matrices

binarias a partir de los datos de PCR-RFLP con la ayuda de software
especifico

Los dendogramas se construyeron a partir de estas matrices mediante un algortimo de
clustering UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Aritmetic Averages) basado
en distancias genéticas, y que esta incorporado en el programa TreeCon (v1.3, Yves

Van de Peer), que ademas permite la edicion y visualizacion de los arboles.
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1. Técnicas genotipicas para la caracterizacion molecular de

Leishmania

Con el fin de identificar un marcador molecular idéneo, analizamos varias técnicas
basadas en PCR ya existentes que podrian cumplir los requisitos como marcadores

traza de Leishmania.

1.1 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Para la realizacion de amplificaciones mediante la técnica de RAPD seguimos el
protocolo descrito por Williams et al. (1990). Del total de cepas de L. infantum que
disponiamos procedentes de la isla de Mallorca, elegimos una representacion de
cepas aisladas de individuos tanto coinfectados como inmunocompetentes
pertenecientes a distintos zimodemas (MON-1 y MON-34) y de perros (MON-1). El
objetivo era poner de manifiesto la existencia de variabilidad intraespecifica entre los
aislados por lo que se seleccionaron con distinto origen.

A pesar de que utilizamos los cebadores arbitrarios Al, A5, A7, A10 y Al15 que
tedricamente permitian buenas amplificaciones de las muestras, niguno de ellos revel6
ningun tipo de variabilidad, a pesar de que las cepas pertenecian a distintos sujetos y

zimodemas (Figura 15).

1.2 IRT (Intergenic Ribosomal Typing)

Los mismos aislados de L. infantum que habiamos caracterizado mediante RAPD
fueron amplificados segun el protocolo descrito por Cupolillo et al. (1995). En resumen,
amplificamos la regiones intergénicas (ITS) localizadas entre los genes que codifican
las subunidades ribosomales grande y pequefia mediante los cebadores IR1 e IR2
(Figura 16).

ITS
IR1l—» _ < IR2

Figura 16. Organizacion
del locus ARNr en
Leishmania.

SSU 585 LSU(1) LSU(2)

Posteriormente se digiere este producto con enzimas de restriccion con la intencién de
obtener patrones distinguibles que revelen variabilidad intraespecifica. Las
amplificaciones fueron correctas pero los patrones son indistinguibles para los
aislados, con cualquiera de las 3 enzimas utilizadas (Figura 17), a pesar de que

pertenecian a sujetos y zimodemas distintos.
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Figura  15. Patrones
obtenidos mediante RAPD
de aislados de L. infantum
de la isla de Mallorca,
usando diferentes
cebadores. M: marcador
molecular PCR marker
(Sigma). Calles 1 y 9:
aislados de perro (MON1).
Calle 2: aislado de un
sujeto inmunocompetente
(MON-1). Calles 3-8:
aislados de pacientes
coinfectados con VIH
(calles 3, 6 y 7, MON-1;
calles 4, 5y 8, MON-34).

Figura 17. Caracterizacion
de aislados de L. infantum
mediante IRT. A: productos
de amplificacion, con un
tamafio de 1,2 Kb. M:
marcador molecular PCR
marker (Sigma) Calles 1y 9:
aislados de perro (MONZ1).
Calle 2: aislado de un sujeto
inmunocompetente (MON-1).
Calles 3-8: aislados de
pacientes coinfectados con el
VIH (calles 3, 6 y 7, MON-1;
calles 4, 5y 8, MON-34). B:
digestién de los productos de
PCR con la enzima Alu I. C:
digestion con Sph |. D:
digestion con Hae llI
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1.3 Desarrollo y optimizacion de una PCR-RFLP para amplificar y caracterizar
minicirculos de ADNk de Leishmania infantum

Dado que no obtuvimos ningun tipo de variabilidad intraespecifica mediante el uso de
las técnicas de RAPD e IRT, nos propusimos desarrollar y optimizar un método de
PCR-RFLP para amplificar minicirculos de Leishmania. Nuestro objetivo era establecer
una técnica capaz de diferenciar y seguir individuos con las propiedades de un

marcador traza.

El ADN purificado, obtenido de promastigotes de la cepa de L. infantum LEM-
75, fue utilizado para la optimizacion de la técnica de PCR. Se parti6 de las
condiciones recomendas de mezcla de reaccion: 15 pmoles de cada cebador (AJS31y
DBY) (desarrollados por Smyth et al., 1992), 0,2 mM de cada uno de los dNTPs, 50
mM MgCl,, 5 mM KCI, 75 mM tris HCI pH9, 20 mM (NH,),SO,, 0,001% albimina de
suero bovino y 1 unidad de Tth ADN polimerasa, para un volumen total de reaccién de
25 ulL.
El MgCl; tiene un efecto importante sobre la especificidad y el rendimiento de la
reaccién, pero no tuvimos que modificar este parametro, ya que el fabricante lo
incorpora en el tampdén de la ADN polimerasa, y la concentracion resultd ser la
adecuada. La concentracion inicial de cebadores no resultd 6ptima, puesto que el
rendimiento era menor de lo esperado, y tuvimos que aumentarla hasta llegar a 22,5
pmoles de cada cebador. Con 1 unidad de polimerasa obtuvimos buenos resultados,
aunque, con la intencién de economizar el producto, rebajamos la concentracion hasta
0,7 unidades, sin variar el rendimiento. La eficacia, y sobre todo la especificidad, en la
amplificacibn mejoraba notablemente si se afiadia la enzima junto con la mezcla de
reaccion en un paso previo o pre-PCR a 80°C (hot start).
La sensibilidad de la técnica de PCR se observé tras el procesamiento de diluciones
de ADN gendmico de promastigotes de L. infantum, desde 100 ng hasta 1pg,
detectandose hasta 10 pg (Figura 18). Se establecié 10 ng como la cantidad 6ptima

de ADN gendmico para la realizacion de la amplificacion.

800 pb Figura 18. Sensibilidad de la PCR directa.
Resultado de la amplificacion de ADN
gendémico de L. infantum. Calles 1-7: 1pg,
10 pg, 100 pg, 1 ng, 5ng, 10 ng y 100 ng
respectivamente. En todos los casos, el
fragmento tenia el tamafio esperado, 800
pares de bases.
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Los cebadores utilizados, AJS31 y DBY (Smyth et al., 1992), son especificos del
género Leishmania, y asi queda comprobado cuando los sometemos a comparacion
con la base de de datos GenBank, mediante el algoritmo de alineamiento BLASTN,
pues alinean siempre con secuencias de este género (Figura 19). El producto

amplificado de 800 pb corresponde a un minicirculo completo de ADNK.

".-; NCB| AJSS results of BL.—\ST

BLASTIV 2.2.3 [Api-24-2002]

Seore E
Segquences producing 2ignificant Blignments: (bits) Value
gi| 7159915 emb| AJZTD139. 1] LSP2T0135 Leishmenis sp. kinetopl... 48 le=-04

gi| 7155882 | emb| AJ270119.1| LEFEZT011% Leishmeania sp. kinetopl... _48 ie-04
gi| 7159881 | emb| AJZT0118.1| LSP2T0118 Leishmenis sp. kinetopl... _aB l==04
gi| 7155879 | emb| AJ270116.1| LEP2T011E6 Leishmanis sp. kinetopl... _48 ie-04
gi| 7156867 | emb| AJZTD104.1] LSP2T0104 Leishmenis sp. kinetopl... _48 le=04
gi| TI6I056 | emb| AJZTE335. 1| LINZY5335 Leishmanis infantum kin... _48 ie=04
gi| 7363055 | emb| AJZ275334.1| LINZT75334 Leishmania infantum kin... _48 le-0D4
gi| 7363059 | emb| AJZT75333.1) LINZ75333 Leishmania infantum XKin... _4a ie-04
gi| 7363053 | emb| AJ2T75332.1| LIN2ZT75332 Leishmania infantum kin... _ 48 le-04
gi|TI6I052 |ewb| AJZT5331.1) LINZ75331 Leishmania infantum XKin... _48 ie-04
gi| 7363051 | emb| AJZ275330.1| LINZT75330 Leishmania infantum kin... _48 le-0D4
gi| 73395499 | emb| AJZV5325. 1| LINEVS5329 Leishmania infantum Kin... _4a 1e-04
gi| 73309547 | emb| AJZT5327.1| LINET532T7 Leishmania infantws kin... 48 1e-D4

gi| 73309545 | emb| AJZT5325. 1| LINZVSE325 Leishmania infantum Kin... _am le-04
gi| 7339543 | emb| AJ275323. 1| LIN2T75323 Leishmania infantum kin... 48 le=-04
gi| 73395491 [emb| AJET5321.1] LINEV5321  Leishmania infantum kin... 48 1e=04%

gi| 7321223 | emb| AJO100682.2| LDODI0DEE Leishmenia donoveni kin... _ 48 le=04
gi| 7321222 | emb| AJD1D0ED. 2| LEOD1DOBD Leishmeania donoveni kin... _48 le-04
gi| 7321220 emb| AJD10076.2| LDOO100TE Leizhmania donovani kin... _4@ le-04
gi| 7321219 emb| AJD10074.2 | LEOD100D74 Leishmeania donoveni kin... _48 le-04

":: NCB| DB results of BLAST

BLASTN 2.2.3 [Apr-24-2002]
Score E

Sequences producing 2ignificsnt elignmencs: (bice] Value
gi] 15865741 | gh | AF380717.1| AF380717 Leishmania carencolae el... a8 le-04
gi]15193195|gb | AF399822.1| AF39982Z Lelishmania donovanl Eine... _a8 le-04
gi]| 12018096 | gb | kFI08586.1| AF308668 Leishmania archibaldi k... 48 le-04
gi]12019094 | gb | AF3085686.1 | AF3086686 Leishmania donovanl SCEa... _58 le-04
gi]| 12018093 | gb | AF308585.1| AF308665 Leishmania major strain ... 48 le-04
i) 12019092 | gb | AF308684.1| AF308664 Leishmania donovanl SCEa... _s58 le-0D4
g1]11990509 |gh | kF168357.1| AF168357 Leishmania donovani igsol... a8 le-D04
gi] 11990503 | gh | AF168356.1| AF168356 Leishmania donovani isol... _aB le-04
g1]131990507 | gb | kF167715.1| AF167715 Leishmania donovani 13ol... _a8 le-D4
gi] 11990506 | g | AF167714.1| AF167714 Leishmania donovani isol... _as le-04
g1]131990505|gh | kF167713.1 | AF167713 Leishmania donovani iaol... _ag le-D4
gi] 11990504 | gh | AF167712. 1| AF167712 Leishmania donovani isol... _a8 le-04
g1) 13990503 |gb | kF167718.1 | AF167718 Leishmanis donoveni isol... 58 le-04
gi] 11990502 | gh | AF167717.1| AF167717 Leishmania donovani isol... _48 le-04
g1) 13990501 | gb | RF167716. 1| AF167716 Leishmanis infancumn 1sol... 88 le-04
gi] 11493599 | gh | AF169140.1| AF160140 Leishmania infancum kEine... _48 le-04
1) 131493598 |gb | kF169130,1| AF168139 Leishmanis infancom kine... 58 le-04
gi]11493597 |gh | AF169138.1| AF169138 Lelishmania chagasl Kinec... _48 le-D4g
g1)131493596|gb | RF169137.1| AF1689137 Leishmanis chagasi scral... _ag le-04
gi]11493595|gh | kF169136.1| AF169136 Lelishmahia donovanl SCC&... _48 le-D4a

Figura 19. Resultados de los 20 primeros alineamientos o hits de cada cebador (AJS31,
arriba, DBY, abajo, respectivamente), mediante algoritmo BLASTN y frente a la base de datos
de secuencias nucleotidicas GenBank (version 129.0). Los alineamientos son especificos del
género Leishmania en ambos caso al estar disefiados en la region conservada de los
minicirculos de Leishmania. El algoritmo se realiza desde el servidor del NCBI, en la URL:
www.ncbi.nim.nih.gov
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1.3.1 Secuenciacion de los productos de PCR

Con el fin de comprobar que los productos de la PCR directa, aun sabiendo por el
analisis con BLAST que los cebadores eran especificos para el género Leishmania, se
correspondian con la secuencia esperada de minicirculos de ADNKk, se procedié a la
realizacién de secuenciacién automatica de los productos de PCR. Se hicieron dos
reacciones de secuenciacion, una utilizando como cebador de la reaccion el
oligonucledtido directo de la PCR (AJS31) y otra con el oligonucledtido reverso (DBY).
La secuenciacion directa de los productos de amplificacion obtenidos previamente no
resulté correcta, puesto que, una vez aislado el fragmento de interés, la lectura del

secuenciador contenia un altisimo numero de indeterminaciones. (Figura 20)
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ABUP Figura 20. Electroferogramas generados por el secuenciador
pﬂﬁﬁ‘ automatico AbiPrism 377 de Perkin Elmer, dénde se observa el alto
ndmero de indeterminaciones

Se procedi6 entonces al subclonaje de estos productos de PCR en un vector
comercial. La utilizacion de estos cebadores hace que se amplifique una familia
mayoritaria de minicirculos del mismo tamafio, es decir, en una misma banda
visualizada en el gel de agarosa, existen miles de minicirculos con una secuencia muy
similar, pero no idéntica. Al subclonar, nos aseguramos secuenciar un unico
minicirculo (un inserto por vector). Para ello, en la reaccion de secuenciacion,
utilizamos los cebadores SP6 y T7, complementarios a la secuencia del vector en las
zonas adyacentes al inserto.

Esta nueva aproximacion permitié lecturas de secuenciacion de mucha calidad.
(Figura 21)
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ABHL Figura 21. Electroferogramas generados por el secuenciador
PRISMIT automatico AbiPrism 377 de Perkin Elmer a partir de subclonar los
productos de PCR.

De cada producto amplificado y subclonado se eligieron al azar 10 clones que se
secuenciaron, y se comprobé mediante alineamiento BLAST en GenBank, que los
productos amplificados eran minicirculos de Leishmania. Ademas, se creé6 una
pequefia base de datos de secuencias para hacer, posteriormente, mapas de
restriccion. Alguna de las secuencias generadas de sometieron al GenBank con los
nameros de acceso AJ275319 a AJ275335 (correlativos).

1.3.2 Optimizacion de las digestiones (RFLP)

Con las secuencias generadas en el apartado anterior, construimos unos mapas de
restriccion con el objeto de seleccionar endonucleasas de restriccibn capaces de
cortar el producto de PCR y ofrecer unos patrones de digestion de tamafios variables
capaces de diferenciar minicirculos.

Para la construccion de estos mapas de restriccion utilizamos el programa Remap,
dentro del paquete EMBOSS (licencia publica), que proporciona los sitios de corte
para cada enzima y el numero de cortes en cada secuencia (Figura 22).
Posteriormente elegimos las enzimas que por frecuencia y disponibilidad comercial
mejor se ajustaban a este mapa de restriccion. Una ventaja afiadida de utilizar suites
publicas como EMBOSS es que la base de datos de endonucleasas de restriccion es

actualizada semanalmente.
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Figura 22. Mapa de restriccion parcial de una de las secuencias de
minicirculos generados mediante Remap (EMBOSS, licencia publica).

Por ultimo, elegimos las enzimas Alu |, Rsa |, Hpa Il, Taqg I, Tru 91, Hae Ill y Pst |, que
conseguian unos patrones distinguibles y ademas son asequibles desde un punto de

vista comercial.

1.4 Desarrollo y optimizacion de una PCR-RFLP seminested para amplificar y
caracterizar minicirculos de ADNk de L. infantum (KDNA snPCR-RFLP)

La PCR directa descrita en el apartado anterior resulté muy eficaz para la amplificacién
de ADNk de Leishmania a partir de ADN gendmico total extraido de cultivos del
parasito. Nos propusimos desarrollar una técnica de amplificacion con la suficiente

sensibilidad para detectar el parasito directamente en muestras bioldgicas.

En el proceso de la primera amplificacion fue necesario estandarizar los
pardmetros de temperatura para la los cebadores (siendo 67°C la temperatura de
naturalizacién éptima). Se efectuaron diversas pruebas para la seleccion de la dilucién
y el volumen de muestra amplificada en la primera PCR para ser afiadida a la
segunda, siendo la dilucién de 1:200 y un volumen de 5 uL, los mas adecuados. En la
segunda PCR, y tras diversos ensayos, se eligio la temperatura de 68°C como la mas
apropiada para el proceso de naturalizacion.

La sensibilidad de la técnica de PCR se comprobo tras el procesamiento de diluciones
de ADN gendmico de promastigotes de L. infantum, llegando hasta 100 fg en la

segunda reaccion. También, como se trataban de muestras biologicas, realizamos
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amplificaciones de diluciones crecientes de promastigotes de L. infantum en presencia

de 200 ng de ADN gendmico humano, detectando hasta 0,01 parasitos (Figura 23).

780 ph

Figura 23. Segunda reaccion de amplificaciéon de ADN de promastigotes de
L. infantum, en presencia de 200 ng de ADN humano. M: marcador
molecular PCR marker (Sigma). Calles 1-8: productos de amplificacion,
10°,10* 10° 100, 10, 1, 0.1 y 0.01 promastigotes respectivamente.

Para comprobar la especificidad de la reaccion usamos ADN procedentes de
flagelados no patégenos (de los géneros Leptomonas, Herpetomonas, Crithidia, y
Endotrypanum), asi como ADN de 20 donantes voluntarios sanos y 20 muestras de
ADN de pacientes con malaria o con toxoplasmosis. En ninguno de los casos hubo

amplificacion.

1.4.1 Disefio de cebadores

A partir de la base de datos de secuencias de minicirculos que generamos como se
apuntdé en el Apartado 1.3.1, disefiamos dos cebadores nuevos, KLK2 y DRJ,
localizados en la regién conservada del minicirculo, y que como en la PCR directa,
amplifican todo el minicirculo, obteniendo un fragmento de 800 pb. Los criterios que

debian cumplir los cebadores eran los siguientes:

v El tamafio del cebador debe ser de 18 a 25 nucledtidos de longitud.

v La composicion de los cebadores debe tener una proporcién Optima de A/T:G/C,
para que la proporcion de bases puricas sea inferior al 65% y para que las
temperaturas teoricas de naturalizacion estén situadas en un intervalo de 54°C-68°C

v Los extremos 5’ y 3' de cada cebador deben estar formados por una guanina (G) o
por una citosina (C), dado que las uniones C:G son mas fuertes que las uniones A:T;
de esta forma la union de los extremos del cebador a la hebra molde es mas estable.

v El mas estable de los dimeros de oligonucleétidos formados por una misma

secuencia (self-dimer) debe tener como maximo 5 pares de bases apareadas, no
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siendo este apareamiento una consecucién de G/C. Igualmente se aplicoO esta
condicion a los dimeros formados por dos secuencias distintas, es decir,
apareamientos entre el oligonucleétido reverso y el oligonucleétido directo (dimer-
primer).

v La formacion de bucles internos (hairpins) debidos a la complementariedad de
bases dentro de una misma secuencia, debe dejar al menos cuatro bases libres en el
extremo 3’ y no estar formados por una consecucion de apareamientos entre G:C, de
esta forma, aunque se formen estos bucles, no esta impedida la polimerizacién pues el
extremo 3' estd libre siendo capaz de unirse al molde, incluso a temperaturas

subdptimas a la tedrica de naturalizacion.

Para aumentar la sensibilidad de la ténica utilizamos dos cebadores internos,
DRJ (al utilizar de nuevo un cebador de la primera reaccion denominamos a la técnica
seminested) y AJS31. Nuestro objetivo fue conseguir un fragmento de amplificacion en
esta segunda reaccion del mayor tamafio posible, puesto que posteriormente lo
ibamos a digerir con endonucleasas de restriccidn, para observar la mayor variabilidad
posible. El fragmento amplificado era de 780 pb. Adema4s, los mapas de restriccion
generados permitieron utilizar las mismas enzimas de restriccion que en la PCR-RFLP
directa,
También sometimos los nuevos cebadores disefiados a la base del GenBank, v,
mediante el algoritmo de alineamiento BLASTN, comprobamos que alinean siempre

con secuencias del género Leishmania (Figura 24).

- . E. pa—
> NCBI KLK resutts of BLAS

BLASTN 2.2.3 [Apr-24-2002]

Score E
Sequences producing significant alignments=: (bits) Value
gi] 11990510| gb| AF168358. Leizhmanis donovani isol... _50 3Je=-08
3| gh| &F 57, Leishmania donovani i=ol... 50 3e-05
Tlgb| AF167715. Leishmanis domnovani isol... _50 J=-05
6lgh| AF167714. Leishmania donovani i=ol... 50 Je-05

4| gb| AF167712.
9| gb| AF165140,
B|lgb| AF163135.
T gb| AF165138,
gi| 11493596 | gb| AF169137.
gi| 11493595 | gb| AF169136,
gi|11493554 | gb| AF163135.
gi| 11493593 | ghb| AF163134,
gi|11493592 | gb| AF169137.

Je-05
Je-05
Je-05
de-05
J=-05
Je-05
Je-05
3=-08
Je~-05
Je-05
de-05
Je-05
Je-05

Leishmanis dopovani isol...

Leishmania infantum Kine...
Leishmania infantum kine...

Leishmania chagasi kinet..
Leishmanis chaga=i strei...

Leishmania dopnovani stra...
Leishmanis donoveni stra...
Leishmanis donovani Strs. ..
Leishmania infantum stra...
gi| 11493591 | gh| AF162132. Leishmania chagasi kinet...
gi| 11493550 | gb| AF169131. 31 Leishmenia infantum stra,..
gi| 11964575 | gb| AF184044.1| AF1B4044 Leishmanis infantum isol...
gi| 4574231 | gb| AF103742. 1| AF103742 Leishmeania donovani kinet...

6120104 | gh| AF150883. 1| AF150683 Leishmenia infantum isoles... Je-05
gi| 6120103 | gh| AF150882, 1| AF1508682 Leishmenia infantum isola... _50 Je-05
gi| 4761808 | gh| AF1D3T41. 1[AF103741 Leishmenis infantum strai... 50 I=-05
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s_'_; ol ' g
~— NCB| DRJ results of Hl\gﬁ l
BLASTN 2.23 [Apr-14-1002]
core B

B=quences producing significant slignments: (bits] Value
i | 9885804 | gb| AF291093 . 1| AF291091 Leishmanis infantum ¥inee. .. 38 0.019
gi| 763054 | emb | AJ2T53II L 1| LINATEI33 Leishmania infentum kin... _38 0.019
gi| 7363053 |ewb | 275332 .1 LIN275332 Leishmanis infantum kin... _38  0.019
gi| 7363052 [emb | AJ275331. 1| LINZT5331 Leishmenia infantum kin... _38 0,019
gi|TAGI05L emb | AJ2TEII0, 1| LINZ75330 Leishmania infantum kim. .. e - | 0.019
gi|TII9549 |embp | AJ2 75329, 1| LIN275329 Leishmeanis infentum kim... ag 0.019
gi| 7339548 |emb | MJ2T75328, 1 LIN: i Leishmanis infantum kim... 38 0.019
g3 7339547 | emb | AJ275327, 1| LIN Leizshmanie infantum kin... _a8 0.018
gi| 7339546 | emb | AT2753 Leizhmania infantun kin... _38 0.019
gi| 7339541 | emb | AJ2753 Leishmanis infentum kin... _38 0.019
gi|4150876 ) emb | 413 J.1ILINI31633 Leishmania infancum kin. .. -} 0.019
gi|B61418 | gh|S75667.1]|575667 (minicircle DNA) [Leishmeania d... _a8 o.019
gi|514491 (embo| 235274, LI LIKINETI? L.infantum (AJS-IPTRS) kim... _38 0.019
g1|514438 |emin| 235272 1| LIKINETDS L.infantum (AJS-IPTEF] kin... _38 0.019
gi|51500% (emo| 235292, LILIKINETDL L, infantus (AJS-DZPST) kim... _38 0.019
g1| 1295825 ) emb | 235500, 1| LIKINET1IS L.infantum (MCAM/ES/S7/LL... 38 D.019
F1|3T02594 | enb | AJO10081. 1| LDOOIO0S]1 Leismmwania donovanl Kib... _38 0.019
gi| 516182 |emb| 235275, LI LDEINETRE  L.donovani (AJS-PEEIN] kin... 8 0.019
gijl 10|gh | AF168358. 1| AF165358 Leishmania donovani isol... _36 0.075
@1 11990509 g | AF168357, 1) AF168357 Leishmwania donovani isol... ] 0.0%5

Figura 24. Resultados de los 20 primeros alineamientos o hits de cada cebador
(KLK2, arriba, DRJ, abajo,respectivamente), mediante algoritmo BLASTN vy
frente a la base de datos de secuencias nucleotidicas GenBank (version 129.0).
Los alineamientos son especificos del género Leishmania en ambos casos, al
estar disefiados en la regién conservada de los minicirculos de Leishmania. El
algoritmo se realiza desde el servidor del NCBI, en la URL:
www.ncbi.nim.nih.gov

2. Aplicaciones clinico-epidemiolégicas de las técnicas de

PCR-RFLP en la coinfeccion por Leishmania/VIH

2.1 Aplicacién de la PCR-RFLP directa para confirmar un brote de leishmaniasis

En un intervalo de 3 meses dispusimos de 4 aislados de Leishmania infantum
procedentes de Badalona (Barcelona) que pertenecian a 3 pacientes distintos,
coinfectados por VIH y ADVPs (N°s 7-10, pacientes D, E y F en la Tabla 2, ver pag.
27). Previamente, se habian analizado por isoenzimas correspondiendo al zimodema
MON-253, que nunca habia sido reportado en Espafia (Chicharro et al., 1999).
Amplificamos el ADN de estas cepas mediante PCR-RFLP (de 3 pacientes
coinfectados distintos) y después de la digestion con las endonucleasas (una por
digestion) Alu I, Rsa I, Hpa Il, Taq |, Tru 9l, Hae Il y Pst I, comprobamos que los 4
aislados presentaban un mismo patrén de restriccion para cada una de las enzimas, y

a su vez distinto al resto de aislados de L. infantum incluidos en el estudio. (Figura 25)
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Figura 25. Patrones de restriccion (RFLP) de los aislados de Badalona con distintas
enzimas. A: digestion con Rsa |, M: marcador molecular PCR Marker (Sigma) de 2000,
1500, 1000, 750, 500, 300 150 y 50 pb respectivamente.Calles 1-4: aislados de Badalona,
1y 2 del mismo paciente, 3 y 4 de dos pacientes distintos. B: digestiéon con Taq |. M:PCR
Marker. Calles 1-4: aislados de Badalona. C: digestion con Hae lll. M: PCR Marker. Calles
1-4:aislados de Badalona. D: digestién con Hpa Il. M:PCR Marker. Calles 1-4: aislados de
Badalona. E: digestién con Tru 9. M:PCR Marker.Calles 1-4: aislados de Badalona. F:
digestion con Pst I. M: PCR Marker. Calles 1-4:aislados de Badalona.
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2.1.1 Secuenciacioén de los aislados de Badalona

Con el objetivo de confirmar que la similitud de los patrones de restriccion entre los
aislados de Badalona era un reflejo de sus secuencias, y a la vez demostrar la
reproducibilidad y fiabilidad de la técnica, procedimos a su secuenciacion. Como se ha
descrito anteriormente, subclonamos los 4 productos de PCR, y elegimos 10 clones de
cada uno para secuenciar. Las secuencias se estudiaron y se elimind la parte
correspondiente al vector. Se sometiron al GenBank y mediante BLAST se confirmo
que eran secuencas de minicirculos. Asi preparadas, se procedié a un alineamiento
multiple mediante ClustalX (versién 1.8, licencia publica) y se vidé que todas poseen un
altisimo grado de similitud, lo cual confirma que los patrones son iguales puesto que

las dianas de restriccién se conservan (Figura 26).

Figura 26. Alineamiento mdltiple mediante Clustal de las secuencias de 40 clones
elegidos al azar de los aislados de Badalona. So6lo se sefialan las regiones donde los
nucledtidos difieren, del total de 800 pb.
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Figura 26 (cont.). Alineamiento multiple.
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2.2 Aplicacion de la PCR-RFLP directa para estudios epidemiolégicos de
Leishmania infantum en laisla de Mallorca

Puesto que la isla de Mallorca puede considerarse un nicho ecol6gico cerrado, nos
propusimos estudiar la estructura de poblaciones de L. infantum en esta zona. Para
ello amplificamos, mediante la PCR-RFLP directa descrita en apartados anteriores,54
cepas de L. infantum aisladas de 22 pacientes de la isla (52 cepas de 20 sujetos
coinfectados con VIH y 2 cepas aisladas de 2 individuos inmunocompetentes). Asi
mismo incluimos 30 cepas aisladas de perros procedentes de la misma zona. También
caracterizamos una cepa aislada de un total de 1826 flebotomos capturados a lo largo
de 3 ensayos entomoldgicos realizados en la isla de Mallorca en los veranos de 1997,
1998 y 1999 respectivamente.

La cepa aislada de un flebotomo presentd un patrén de restricciéon idéntico al de una

de un perro de la misma casa donde se habia capturado el flebotomo (Figura 27).

Figura 27. Patrones de restriccion de minicirculos de L. infantum amplificados y
digeridos con Tag |. M: Marcador molecular PCR marker (Sigma). Calles A y B:
aislados de un mismo flebotomo caracterizados después de una semana de cultivo
(A) vy después de 3 meses de subpases semanales (B). Calle C: aislado de un
perro. Las calles sin sefalar son otros aislados caninos de la Isla.
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2.2.1 Construccién de un dendograma UPGMA a partir de los datos de PCR-
RFLP

Con los patrones de restriccion generados mediante PCR-RFLP de las 93 cepas de L.
infantum aisladas en la isla de Mallorca (52 aisladas de enfermos coinfectados por
VIH, 2 cepas de enfermos inmunocompetentes (IC), 38 aisladas de perro 1 cepa
aislada de flebotomo) contruimos un dendograma por el método de UPGMA.
Utilizamos Unicamente los perfiles obtenidos mediante digestion con la endonucleasa
de restriccion Hpall, puesto que es la que proporciona unos fragmentos mas

adecuados para un tratamiento informatico con LaneManager (Figura 28)

|
.
3

e K.

letad L2 T R K-

Figura 28. Digestiones con Hpall de las cepas de L. infantum aisladas de
humanos, tanto coinfectados con VIH como IC, de la Isla de Mallorca, y
utillizadas para el analisis mediante LaneManger.
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Como ya se explico en Material y Métodos, el software LaneManager “codifica” las
bandas obtenidas y construye una matriz binaria segun la ausencia (0) o presencia (1)
de éstas. Esta matriz binaria es la que se introduce en el programa TreeCon que,
mediante UPGMA calcula las distancias genéticas para construir el dendograma
(Figura 29).

En el dendograma se observan dos agrupamientos o clusters principales (I y
I). El cluster | agrupa a su vez 4 clusters (A,B,C y D). El cluster A sélo relne cepas de
perro. El B agrupa cepas aisladas de enfermos coinfectados por VIH. En el cluster C
se integraron cepas aisladas de perro, flebotomo y pacientes inmunocompetentes. En
el D se observan cepas procedentes de perro, pacientes coinfectados y sujetos
inmunocompetentes. El cluster Il agrupa exclusivamente cepas aisladas de enfermos

coinfectados por el VIH.
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Figura 29. Dendograma UPGMA construido a partir de las distancias genéticas
generadas de los datos de PCR-RFLP de 93 cepas de la isla de Mallorca. Los
nameros indican el nimero de cepas que conforman cada cluster.
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2.3 Aplicacion de las técnicas de PCR-RFLP para la evaluacion y seguimiento
molecular de individuos coinfectados por Leishmania infantum/VIH

Como se ha comentado, el analisis isoenzimatico, alin siendo la técnica taxonémica de
referencia en Leishmania, tiene evidentes Ilimitaciones a la hora de seguir
individualmente los aislados secuenciales de un paciente coinfectado. Por ello nos
propusimos utilizar las técnicas de PCR-RFLP desarrolladas como marcadores traza

para el analisis de individuos coinfectados por sus frecuentes recaidas.

En la Tabla 2 (ver pag. 27) aparecen las caracteristicas de los aislados 1-4 de
los pacientes coinfectados A y B. Estos aislados de médula 6sea fueron obtenidos
antes y después del tratamiento; el zimodema se conserva (MON-34 en el paciente A
y MON-1 en el B), y en este caso los patrones de restriccion también se conservan
(Figura 30), confirmando que los pacientes sufrieron una recaida, concordando ambas
técnicas. Es destacable el periodo de tiempo existente entre los 2 aislados del
paciente B (3 afios).

Figura 30. A: Marcador PCR Marker. Calles 1-
2, patrén de restriccion usando Hpa Il, de los
aislados obtenidos antes y después del
tratamiento del paciente coinfectado A (MON-
34). B: Marcador PCR Marker. Calles 1-2,
patrén de restricciébn usando Hpa Il, de los
aislados obtenidos antes y después del
tratamiento del paciente coinfectado B (MON-
1).

También, los distintos aislados obtenidos del mismo paciente coinfectado a lo
largo del tiempo presentaron los mismos patrones de restriccion, con independencia
del origen de las muestras de biolégicas (sangre periférica y MO) obtenidas antes y
después del tratamiento. Todos los aislados fueron caracterizados como MON-1, y la

PCR-RFLP, de nuevo, confirma las recaidas (Figura 31).
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Figura 31. Patrones de restriccion obtenidos de diferentes aislados de L. infantum del
mismo individuo coinfectado con VIH digiriendo los productos de la PCR-RFLP con la
enzima Hpa Il. M: Marcador molecular PCR marker (Sigma). Calles 1, 2 y 7: aislados a
partir de sangre periférica antes (1,2) y después (7) del tratamiento. Calles 3, 4 y 6:
aislados de médula 6sea antes (3) y después (4 y 6) del tratamiento. Calle 5: aislado
de piel después del tratamiento.

Sin embargo, los aislados 6 y 7 pertenecientes a un paciente C coinfectado
obtenidos antes y después del tratamiento, y tipados como MON-24 ofrecieron
patrones de restriccion claramente distintos, sugiriendo la posibilidad de que este
paciente coinfectado se hubiese reinfectado (Figura 32). En la Tabla 2 (ver pag. 27)

aparecen las caracteristicas de dichos aislados.

Figura 32. Patrones de restriccion de las muestras obtenidas antes (calles 1) y
después (calles 2) del tratamiento del paciente coinfectado C, digiriendo los productos
de PCR con Hpall (A), Rsal (B) y Tagl (C).
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Los resultados preliminares por los que se podia diferenciar entre
reinfecciones y recidivas, se siguié de un estudio a gran escala. Asi analizamos las
muestras y los aislados en cultivo de 40 pacientes coinfectados por Leishmania
infantum y VIH. Para ello dispusimos de 256 muestras bioldgicas y 56 cepas aisladas
de éstas, como queda resumido en la Tabla 3 (ver pag. 29).

Todos los aislados en cultivo se caracterizaron isoezimaticamente, y siempre tuvimos
dos o méas muestras biolégicas secuenciales obtenidas antes y después del

tratamiento de cada paciente.

En este estudio también confirmamos recidivas previamente caracterizadas
mediante analisis isoenzimatico. En la Figura 34 (A) se muestran 6 aislados
secuenciales del mismo paciente coinfectado. La PCR se realizé sobre muestras de
médula Gsea, y los productos se digirieron con la endonucleasa de restriccién Hpa Il
Como se puede observar, los patrones de restriccién son idénticos, confirmando una
recaida. Todos los aislados se caracterizaron como MON-1 y es destacable la
estabilidad del patron de restriccion a pesar del tiempo trancurrido entre el primer y
ultimo aislado (2 afios). En la Figura 34 (B) se observa otra recaida, con resultados
idénticos independientemente de la enzima con la que se digieran los productos de
PCR; en este caso Hpa Il y Rsa I.

1 2 3 M 4 5 6

Figura 34. Andlisis mediante sn kKDNA PCR-RFLP de muestras biolégicas de pacientes
coinfectados. A: aislados secuenciales de médula 6sea a lo largo de 2 afios. M:
marcador molecular PCR marker (Sigma). Calles 1-6: patrones de restriccién después
de la digestion con Hpa Il de los productos de la segunda reaccion de PCR. B: Ejemplo
de recaida usando dos enzimas diferentes. Calles 1-3: aislados de MO, digeridos con
Hpa Il. Calles 4-6:patrones obtenidos tras digestion con Rsa |. M: marcador molecular
PCR marker (Sigma)
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Después de aplicar la técnica kDNA snPCR-RFLP encontramos que en 3
(7.5%) de los 40 pacientes se producia un cambio de patron en la/s muestras
postratamiento, sugiriendo que el paciente se habia reinfectado con una cepa de

nueva adquisicién (Figura 33).

37 (92.5%)
RECAIDAS

.|=-_:J?
REINFECCIONES
KDNA snPCR-RFLP

Figura 33. Porcentaje de reinfecciones observado en los 40 pacientes
coinfectados analizados mediante kDNA snPCR-RFLP.

Sin embargo, el analisis isoenzimatico revelaba el mismo zimodema en los aislados
antes y después del tratamiento de los 3 pacientes, MON-1, MON-34 y MON-24
respectivamente, pero los patrones de restriccion antes y después del tratamiento son
distintos (Figura 34). Las caracteristicas clinicas de estos 3 pacientes coinfectados

quedan reflejadas en la Tabla 4 (ver pag. 65).

Figura 34. Cambio en los patrones de restriccion de 3 pacientes coinfectados que
indican una reinfeccion. A, paciente GRJ, calles 1-3: aislados digeridos con Hpa I,
M: marcador molecular PCR marker (Sigma), calles 4-6: idénticos aislados
digeridos con Taq I. A pesar de que el zimodema es el mismo, las calles 3y 6
muestran un patrén claramente distinto.
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Figura 34 (cont.). B, paciente JAE, patrones obtenidos mediante digestion Hpa Il,
mostrando un perfil diferente en la calle 3. C, paciente APB, cambio en el patrén de
restriccién (calle 2 y 3) al digerir con Hpa Il.

Toma de alisis por kDNA

Tratamiento Observaciones Zimodema

muestras®

paciente
Anfotericina B complejo lipidico,
IEM0IEE A Ahelcet™ | 3rmoikgid administrados
parvia parenteral una vez al dia
GRJ durante 5 d MON- 34
011288 B

Cambio en el patrin de

1039 C o shiccian (REINFEGCION)

Fallo terapéutico

Anfotericina B complejo lipidico,
Abelcet™ | 3moikgld administrados
1B04/38 A porvia parenteral una vez al dia
durante 10 d

JAE MCIk-1

240688 B

Carmhbio en el patrdn de —_
13Mmoma restriceion (REINFEGCION) Fallo terapéutica
Anfatericina B complejo lipidica,
Abelcet™ | 3moiko/d administrados
07nnmeT - A porvia parenteral una vez al dia
durante 5d
APB 281067 B Carmbia en el patrdn de MON-24
restriccidn (REINFECCION)
10/06/m88 © Fallo terapéutico

Tabla 4. Datos de los 3 pacientes reinfectados. * A: muestra obtenida antes del
tratamiento (el dia del diagndstico). B: muestra obtenida un mes después de finalizar
el tratamiento. C: muestra obtenida durante el seguimiento por una supuesta recaida.

Ademas, el criterio clinico de “fallo terapéutico” es erréneo al comprobarse con el

trazador molecular que son reinfecciones y, por tanto, no imputables al medicamento.
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2.3.1 Estudios de clonalidad del parasito en placas de agar-sangre

Con el objetivo de confirmar que las diferencias que observabamos en los patrones de
restriccion no eran debidas a la deteccion de diferentes poblaciones mosaico
presentes inicialmente en la muestra, procedimos al clonaje de las cepas de los
pacientes reinfectados en placas de agar-sangre. Partiendo de las cepas parentales,
se siembran en las placas diluciones limite del parasito. Las colonias que crecen se
cultivan en las mismas condiciones y se realiza la técnica de kDNA snPCR-RFLP
sobre los clones.

En el caso del paciente APB, obtuvimos 8 clones de cada cepa antes y después del
tratamiento, que eran idénticos entre si e idénticos a la cepa parental. Para el paciente
JAE, obtuvimos 4 y 3 clones, cuyo patrones eran iguales entre si e idénticos a los de
las cepas parentales. En el caso del paciente GRJ, dispusimos de 5 clones antes y
después del tratamiento, y como en los dos casos anteriores, los patrones son
idénticos (Figura 35), descartdndose la existencia de poblaciones mosaico que
pudieran haberse seleccionado con la medicacion.

Antes del
tratamiento

_ Despues del
tratamiento

Clonamiento en
agar sangre

AP [Frerepap——

— ——

Figura 35. Patrones de restriccion, tras la aplicacion de la sn kDNA PCR-RFLP, de las cepas
parentales antes y después del tratamiento,asi como de los clones que de ellas se derivan, de
los 3 pacientes reinfectados: APB, JAE y GRJ. Las digestiones se realizaron con la
endonucleasa de restriccion Hpa Il. En los 3 pacientes se confirma que no existia una
poblaciéon mosaico previa puesto que los patrones son idénticos entre los clones y respecto a
las cepas parentales.
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Antes del
tratamiento

_Después del
tratamiento

Clonamiento en
agar sangre

JAE

Antes del

. Después del
tratamiento

" tratamiento

Clonamiento en
agar sangre

Figura 35 (cont.).
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2.3.2 Ausencia de seleccion en cultivos de Leishmania

Cuando fue posible, aislamos y cultivamos el parasito a partir de las muestras clinicas
analizadas en el apartado anterior como queda reflejado en la Tabla 3 (ver pag. 29).
Asi cultivamos 56 cepas de Leishmania infantum aisladas de médula 6sea. En todos
estos casos, los patrones de restriccion eran idénticos cuando realizdbamos la técnica
de kDNA snPCR-RFLP directamente sobre la muestra biolégica o cuando
trabajabamos con la cepa aislada y cultivada a partir de esa misma muestra clinica
(Figura 36), lo que indica que el cultivo y los subpases que éste conlleva no

seleccionan ninguna poblaciéon o clon preexistente en la muestra aislada.

Figura 36. Patrones de restriccion obtenidos mediante kDNA sn PCR-RFLP de
muestras clinicas y de los aislados cultivados a partir de ellas en 2 pacientes
coinfectados del estudio. A: digestiones con la enzima Hpa Il. M: marcador molecular
PCR marker (Sigma). Calles 1-3: aspirados de médula 6sea. Calles 4-6: cepas
cultivadas y aisladas a partir de las mismas muestras clinicas, donde no se aprecia
ninguna diferencia en los patrones. B: digestiones con Hpa Il de 2 médulas éseas
(calles 1y 2) y los cultivos a partir de ellas (calles 3 y 4). Tampoco se aprecia ninguna
diferencia entre los patrones.
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2.4 Aplicacién de la técnica de kDNA snPCR-RFLP para la detecciéon vy

caracterizacién de Leishmania en jeringuillas desechadas por ADVPs

Nos propusimos establecer el papel que juegan las jeringuillas compartidas entre
ADVPs en la transmision de Leishmania en Espafia. Para ello, dispusimos de 125
jeringuillas (grupo A) obtenidas en 1998 y 154 (grupo B) obtenidas en el periodo 2000-
01. Tras realizar la técnica de kDNA snPCR-RFLP detectamos ADN de Leishmania

en un porcentaje muy significativo de las jeringuillas (Figura 36).

1998 2000-01

Figura 36. Porcentajes de deteccion de Leishmania en las jeringuillas
compartidas por ADVPs en 2 periodos de tiempo. Las del grupo A se
recogieron en el sur de Madrid, mientras que las jeringuillas del grupo B se
recogieron en el suroeste.

Aplicando la técnica de kKDNA snPCR-RFLP a las jeringuillas del grupo A pudimos
observar que 53 muestras presentaban un patrén Unico y distinto entre si, pero que 12
de las muestras pertenecian a 3 genotipos distintos: 3 muestras pertenecian a un
genotipo, otras 3 pertenecian a otro y otras 6 muestras pertenecian al tercero (Figura
37).
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A B c

Figura 37. Caracterizaciéon mediante kDNA snPCR-RFLP del ADN de Leishmania
detectado en las jeringuillas desechadas por ADVPs. De las 65 jeringuillas positivas
a Leishmania, observamos 3 genotipos (A, B y C), cada uno con 3, 3 y 6 muestras,

respectivamente.
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1.Caracterizacion de Leishmania por técnicas moleculares basadas en
PCR

La aplicacion de la técnica de amplificacion de ADN mediante iniciadores arbitrarios
(RAPD) en Leishmania ha demostrado valor en el andlisis de genética de poblaciones
(Tibayrenc et al.,, 1993; Bafiuls et al.,, 1999) . Otros autores han planteado la
posibilidad de diferenciar entre especies del género Leishmania, basicamente como
respuesta al problema de solapamiento de distintas especies circulantes en la misma
region, como en el caso de las especies del Nuevo Mundo (Noyes et al., 1996). En
nuestro caso, la técnica de RAPD no fue capaz de establecer ningun tipo de
variabilidad entre las cepas de L. infantum aisladas de perros y humanos, tanto
inmunocompetentes como inmunodeprimidos, y procedentes de la isla de Mallorca que
analizamos (Figura 15, ver pag. 45). Los protocolos de amplificacion fueron
rigurosamente comprobados asi como la reproducibilidad de nuestros resultados que
coinciden, en parte, con los obtenidos por Hide et al. (2001), y que tampoco
encuentran variabilidad entre los aislados de L. infantum, si bien si son capaces de
distinguir esta especie de L. major y L. tropica. Cabe pensar que la ausencia de
variabilidad se debiera a que las cepas analizadas por RAPD pertenecen todas a un
nicho ecoldgico cerrado, como es la isla de Mallorca, pero pudimos comprobar
mediante otras técnicas (PCR-RFLP) la existencia de una alta variabilidad entre todos
los aislados.

Toledo et al. (2002) describen variabilidad intraespecifica en L. infantum mediante
RAPD y ponen de manifiesto que dentro de un mismo zimodema (principalmente
MON-1) existe una alta heterogeneicidad genética, y por lo tanto, concluyen que no
hay ninguna relacion entre los genotipos encontrados y la estructura de zimodemas ya
establecida para L. infantum.

Sin embargo la técnica tiene evidentes limitaciones, puesto que es sensible al
termociclador que se utiliza (incluso siendo del mismo fabricante), a la polimerasa y
otros factores (Meunier y Grimont, 1993; Singh, 1997; Hanafi et al., 2001). Ademas, el
ADN tiene que estar libre de cualquier otro ADN, puesto que los cebadores, al ser
inespecificos pueden reconocer esta secuencia extrafia y los patrones obtenidos no
serian representativos del organismo en estudio. Por lo tanto, siempre es necesario
cultivar el parasito, no pudiendo trabajar directamente con muestras bioldgicas. Por
altimo, con una técnica tan poco reproducible es muy dificil asegurar la estabilidad
temporal de los patrones obtenidos, caracteristica y objetivo primordial a la hora de

definir un marcador microbiol6gico.
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Los genes que codifican las subunidades pequefia y grande de ARN ribosomal
(SSU y LSU rRNA) estdn muy conservados y se han mostrado muy utiles en estudios
filogenéticos entre tripanosoméatidos (Sogin et al., 1986; Briones et al., 1992; Cupolillo
et al., 1998). Entre estos genes existen regiones que no se transcriben, conocidas
como ITS (Internal Transcribed Spacers) y que tienen tasas de mutacién mas altas
que los propios genes, lo que se traduce en una mayor variabilidad. La amplifcacién de
estas regiones en Leishmania mediante PCR y posterior digestion con endonucleasas
de restriccion fue desarrollado por Cupolillo et al. (1995), denominando al método IRT
(Intergenic Ribosomal Typing); con nesta técnica fueron capaces de diferenciar L.
equatorensis, L. panamensis, L. guyanensis, L. shawi, y L. braziliensis.
Sin embargo, tras aplicar la técnica de IRT sobre los aislados de L. infantum
procedentes de la isla de Mallorca, ho encontramos variabilidad entre ellos, con niguna
de las enzimas empleadas (Alu I, Sph I, Hae Ill) como se aprecia en la Figura 17 (ver
pag. 45). Las cepas empleadas fueron las mismas que utilizamos para RAPD. La
técnica es mas reproducible que ésta dltima, principalmente porque los cebadores son
mas especificos, pero para obtener un rendimiento aceptable en las amplificaciones se
necesita partir de una gran cantidad de ADN, lo que se traduce en la préactica en que
sOlo es aplicable a cepas previamente cultivadas. Si perseguimos unos objetivos
taxonomicos o filogenéticos, esta herramienta puede ser relativamente util, pero en

ningun caso es capaz de poner de manifiesto variaciones intraespecificas.

Es necesario desarrollar técnicas moleculares basadas en PCR que sean
capaces de discriminar entre aislados de Leishmania, a diferencia de la RAPD vy la
IRT, como alternativa a la caracterizacion mediante isoenzimas. El estudio de aislados
secuenciales del mismo individuo coinfectado por Leishmania/VIH pone de manifiesto
que cuando se conserva el zimodema en las muestras antes y después del
tratamiento, no es posible saber si se trata de una recaida o una reinfeccion, mas
teniendo en cuenta que la mitad de los aislados de Leishmania que se caracterizan
(antes o después del tratamiento) en pacientes coinfectados pertenecen al zimodema
MON-1 (Pratlong et al., 1995; Gallego et al., 2002).

La técnica PCR para la amplificacion de secuencias diana de los minicirculos
del ADN del kinetoplasto de Leishmania ha sido ampliamente utilizada sobre todo con
fines diagndsticos (Smyth et al., 1992; Bhattacharyya et al., 1993; Eresh et al., 1994;
Breniere et al., 1999; Salotra et al., 2001; Weigle et al., 2002). Una vez amplificada la
secuencia diana del kinetoplasto, se hibrida con sondas especificas, generalmente de

la region variable del minicirculo, para la identificacion especifica de la especie.
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Por otra parte, se ha empleado a lo largo de los ultimos 20 afios el andlisis por RFLP
del ADN del kinetoplasto de varios tripanosomatidos, incluida Leishmania, separado
previamente del ADN gendémico mediante gradiente en cloruro de cesio, ofreciendo
patrones distinguibles conocidos como esquizodemas (Morel y Simpson, 1980; Spithill
y Grumont, 1984; Jackson et al., 1986; Saravia et al., 1990; Pacheco et al., 1995). El
analisis clasico de esquizodemas tiene el principal incoveniente de que es obligatorio
cultivar el parasito y el proceso de separacién del ADNk es muy laborioso. Ademas, la
variabilidad intraespecifica encontrada, por ejemplo en L. infantum, es muy limitada
(Angelici et al., 1989). Estos autores realizan un analisis multifactorial de los
esquizodemas para concluir que es posible agrupar patrones especificos segun el
zimodema, es mas, concluyen que las cepas de L. infantum viscerotrGpicas y

dermotrépicas se diferencian claramente por este tipo de analisis.

La PCR-RFLP directa (un solo proceso de amplificacion) sobre los minicirculos
del ADNk de Leishmania infantum solventa la limitacion del andlisis isoenzimético
cuando queremos hacer un seguimiento secuencial de los aislados de un mismo
paciente coinfectado. En principio, no es necesario cultivar el parasito ya que la
técnica de PCR tiene suficiente sensibilidad como para detectar ADN de Leishmania
en cantidades minimas. Ademas, ya no es necesario separar el ADNk del ADNg, como
se hace en el analisis tradicional de esquizodemas, puesto que la especificidad de los
cebadores hace posible trabajar con ADN total y sélo se amplifican los minicirculos de
Leishmania. Estos cebadores estan disefiados en la region conservada del minicirculo
de tal forma que aseguran la amplificacién de todo el mincirculo linearizado (Figura
38).

Regidn
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...CTCCGGGGCGGGAAACTGGGGGTTGGTGTAAAATAGGGCCTEG...
...(_E_AGGCCCCGCCCTTTGACCCCCAACCACATTTTATCCCGGCC...
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Figura 38. Esquema de un minicirculo de ADNk de Leishmania, mostrando la
posicion de los cebadores utilizados.
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Los productos amplificados tienen un tamafo de 800 pb, si partimos de ADN de L.
infantum, L. chagasi, L. donovani, L. braziliensis o L.mexicana mientras que la PCR
presenta un fragmento de 680 pb para L. major, con lo que su capacidad para
diferenciar especies estd muy limitada. Varios autores han comprobado en los ultimos
afios que utilizando cebadores especificos para la regién conservada de los
minicirculos se amplifica siempre un fragmento del mismo tamafio (800 pb para L.
infantum) que corresponde a la familia o clase mayoritaria de minicirculos, es decir,
las secuencias mas representadas en el ADN del kinetoplasto (Rodgers et al., 1990;
De Bruijn y Barker, 1992; Smyth et al., 1992; Eresh et al., 1994; Noyes et al., 1998;
Lambson y Barker, 2002). Otra evidencia experimental de este hecho es la
imposibilidad de secuenciar directamente los productos amplificados ya que no se
corresponden con minicirculos individuales, sino con la clase mayoritaria, formada por
un gran numero de minicirculos con secuencias altamente similares pero no idénticas.
Solo subclonando en vectores (comerciales) es posible tener la secuencia individual

de cada minicirculo.

Este producto amplificado se somete a una digestion con endonucleasas de
restriccion para obtener unos patrones distinguibles (PCR-RFLP). Para ello es
necesario purificar el producto de PCR puesto que determinados componentes de la
reaccion anterior, como el MgCl, o el tamp6n de la ADN polimerasa puede afectar el
proceso de corte enzimatico. Las seis enzimas de restriccion empleadas
proporcionaron un nimero suficiente de bandas como para poder observar variabilidad
entre los aislados estudiados, segun los datos de los mapas de restriccion generados.
En la optimizacion experimental se comprob6 que las digestiones eran reproducibles y
que todas las enzimas funcionaban correctamente. Ademas, se hicieron pruebas con
exceso de enzima para evitar la posibilidad de que se estuviesen produciendo
digestiones parciales. El uso de seis enzimas de restriccion (una por digestidn)
asegura en un altisimo porcentaje la similtud o no de los patrones observados entre
dos aislados de L. infantum, teniendo en cuenta el nimero de pares de bases del
producto amplificado, 800, y las 6 dianas distintas que reconocen las enzimas
utilizadas.

Otros autores han analizado las secuencias de ADN de cientos de minicirculos de
Leishmania concluyendo que las dianas para las enzimas de restriccibn empleadas en
los estudios de PCR-RFLP se conservan a lo largo de un tiempo considerable, incluso
mas de 2 afios, y se conservan entre minicirculos de cepas de la misma especie
aisladas en zonas distanciadas geograficamente, proporcionando a la técnica la

estabilidad suficiente como para asegurar la reproducibilidad y fidelidad de los datos



Discusion 75

(Gutiérrez-Solar et al., 1995; Brewster y Barker, 1999; Lambson et al., 1999; Brewster
y Barker, 2002). No obstante, ha sido propuesto que las secuencias de los
minicirculos evolucionan muy rapidamente, principalmente en la region variable
(Rogers y Wirth, 1988). Nuestros resultados, sin embargo, confirman la estabilidad
anteriormente mencionada cuando analizamos los aislados secuenciales de L.
infantum de dos pacientes coinfectados que sufren recaidas, y en los que observamos
cdmo se mantienen los patrones de restriccion idénticos en todas las muestras, a lo
largo de 3 y 2 afios respectivamente, tiempo suficiente para que se hubiese producido

algun tipo de divergencia en las secuencias.

Con la sensibilidad teérica de esta PCR somos capaces de detectar el ADN
corespondiente a un parasito, pero en la practica esta sensibilidad se puede ver
afectada por la presencia de ADN exd6geno, bien humano, de perro o de flebotomo,
cuando trabajamos directamente con muestras clinicas. Por lo tanto, es fundamental el
desarrollo de una técnica con la suficiente sensibilidad como para poder trabajar con
muestras bioldgicas, ya que en bastantes ocasiones no es posible cultivar el parasito,
los cultivos sufren contaminaciones o la carga parasitaria en la muestra es muy baja.
Para ello disefiamos y optimizamos una PCR seminested, con dos procesos de
amplificacion, lo que aumenta enormemente la sensibilidad (kDNA snPCR-RFLP).
Nuestro objetivo se centraba en que el producto final amplificado fuese del mayor
tamafno posible para realizar posteriormente el analisis de RFLP, por lo que los
cebadores de la primera reaccion se disefiaron en la regidbn conservada de
minicirculos de L. infantum, de tal manera que amplificamos todo un minicirculo
linearizado (800 pb). Los cebadores de la segunda reaccién se disefiaron contiguos a
los primeros ofreciendo un fragmento de 780 pb, correspondiente a casi toda la

longitud de un minicirculo (Figura 39).
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Figura 39. Esquema de los productos de amplificacién y posicién de los cebadores en la
kDNA snPCR-RFLP.

Es destacable en nuestros resultados el hecho de que al analizar mediante la
kKDNA snPCR-RFLP 56 cepas de Leishmania infantum aisladas y cultivadas a partir de
aspirados de médula ésea de pacientes coinfectados y comparar los resultados con la
técnica realizada directamente sobre esas mismas muestras biolégicas, nunca
observamos ninguna diferencia en los patrones de restriccion. Es decir, nuestros
resultados indican que el cultivo en medio NNN no selecciona de manera alguna
posibles subpoblaciones presentes en los aislados originales, mas teniendo en cuenta
que los cultivos se subpasaron semanalmente a medio fresco durante por lo menos
cuatro meses. Lo cual apoya el uso de este tipo de herramientas moleculares mas

rapidas y que evitan el cultivo, obligatorio, en el analisis por isoenzimas.
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2. Estudios clinico-epidemioldgicos de la coinfeccién por Leishmania/VIH

Disponiamos de 4 cepas de Leishmania infantum aisladas de 3 pacientes coinfectados
por VIH adictos a drogas por via parenteral (ADVPS) que vivian en la misma ciudad
(Badalona) y nunca habian viajado fuera de Espafia (Tabla 2, pag. 27). El zimodema
encontrado en los 4 aislados, MON-253, s6lo habia sido descrito en un paciente
sueco, con una lesidon cutanea (Montelius et al., 1998). Los enfermos fueron
diagnosticados por el mismo médico entre diciembre de 1997 y marzo de 1998 (tres
meses) lo que sugeria que se trataba de un brote de leishmaniasis. Los datos de PCR-
RFLP confirman este brote ya que los patrones de restriccion son idénticos entre los 4
aislados, independientemente de la enzima de digestion que utilicemos, como
observamos en la Figura 25 (ver pag. 54).

Era fundamental comprobar que la identidad de los patrones de restriccion era un
reflejo de su secuencia nucleotidica, ya que ésto nos permitiria establecer la
reproducibilidad y validez de la técnica, tanto para el brote de leishmaniasis estudiado
como para futuras aplicaciones. Todas las secuencias alineadas pertenecientes a las
cepas de Badalona presentan un altisimo grado de similaridad, con lo que
adicionalmente queda demostrado la homologia entre los minicirculos (Figura 26, pag.
55).

Los datos obtenidos sugieren la posibilidad de que las jeringuillas compartidas entre
los tres pacientes ADVPs y residentes en la misma ciudad hayan sustituido al vector
natural, el flebotomo, para transmitir las cepas responsables del brote de leishmaniasis
detectado. La relacién final entre los tres pacientes no puede ser corroborada en toda
su extensién debido a la confidencialidad de los datos, lo que confirmaria la

transmision mecénica y antropondtica del parasito.

Ha habido estudios bastante extensos de carecterizacion isoenzimatica de
pacientes coinfectados en toda la cuenca mediterranea (Gramiccia et al., 1995;
Pratlong et al., 1995; Jiménez et al., 1995a; Jiménez et al., 1995b; Gallego et al.,
2002). Las conclusiones principales de estos trabajos son la mayor variabilidad del
paréasito en estos pacientes, la deteccidon de nuevos zimodemas Y la visceralizacion de
zimodemas normalmente cutaneos. Sin embargo, hay escasez de estudios
epidemiolégicos con herramientas moleculares en nichos ecoldgicos cerrados, donde
el comportamiento epidemioldgico del parasito podria ser distinto, como la isla de
Mallorca. Si se disponen de datos fiables respecto a los indices de prevalencia de la
leishmaniasis canina en la isla de Mallorca, llegando hasta el 67%, y que reflejan la

endemicidad de la enfermedad en esta zona (Solano-Gallego et al., 2001).
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La aplicacion de la técnica de PCR-RFLP puso de manifiesto la identidad de patrones
de restriccion entre una cepa aislada de flebotomo y una cepa aislada de perro, con la
particularidad de que el flebotomo fue capturado en una trampa colocada en la misma
casa donde se encontraba el perro, o que encaja con el ciclo zoondtico clasico del
parasito.

El agrupamiento de cepas de L. infantum aisladas de enfermos coinfectados por VIH
en un anico cluster (Figura 40), en el que todas las cepas estudiadas procedian de
ADVPs, refuerza la idea de la existencia de un ciclo antroponético y artificial en el que,
como ya se ha sefalado, las jeringuillas sustituyen a los flebotomos como vectores, y
ciertos clones, como en el caso del brote en Badalona, se propagan entre los ADVPs.
A diferencia del otro cluster (Figura 40), que a su vez agrupa a los clusters A, B, C y
D, que representa el ciclo zoonético natural, implicando cepas aisladas de perros,
flebotomos y humanos (tanto inmunocompetentes como inmunodeprimidos por VIH,

guienes también estan expuestos a la picadura de Phlebotomus).

0.3
i

Ciclo zoonédtico
hatural

Ciclo
Cepas de VHe antropondtico
artificial

Figura 40. Dendograma construido a partir de de los datos de PCR-RFLP poniendo de
manifiesto la existencia de dos ciclos de Leishmania, uno natural y otro artificial a través de
las jeringuillas compartidas.
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La técnica de PCR-RFLP también ha revelado una gran variabilidad entre las
cepas estudiadas, tanto de perro como humanas, lo que encaja con una posible
estructura clonal del parasito en la isla, donde los clones parecen ser estables a lo
largo del tiempo. No obstante, para poner de manifiesto con total certeza que L.
infantum presenta una estructura clonal en Mallorca, necesitariamos datos de la
segregacion y recombinacién, las dos caracteristicas fundamentales de la
reproduccion sexual, y asi determinar su ausencia o presencia en la poblacién del
parésito (Tibayrenc et al., 1990). Al no disponer de estos datos no se puede concluir si
se trata de una estructura clonal o no, pero ésta no es incompatible con la existencia
de recombinacién genética (Kelly et al., 1991). Se ha sugerido que la reproduccion
sexual se produce en tan baja frecuencia que no es capaz de alterar el patrdn clasico
de poblacion clonal. Es mas, esta hipétesis no implica que las cepas caracterizadas
con el mismo zimodema sean un grupo o unidad heterogénea, sino que estan
formadas por clones mas o menos relacionados, como en el caso del zimodema MON-
1, donde la PCR-RFLP pone de manifiesto un gran numero de clones distintos.

Si se hubiese producido recombinacion genética en la poblacion de Leishmania
infantum en la isla de Mallorca, como norma general deberiamos haber detectado una
mayor variabilidad y un mayor numero de clusters. Ademas, la técnica de PCR-RFLP
ha puesto de manifiesto la estabilidad temporal de los clones (2-3 afios), a pesar de
gue ha sido descrita una alta tasa de mutacion de los minicirculos, situacion que solo
es compatible con una estructura clonal de Leishmania. La compleja discusion sobre la
definicion estricta de una poblacion clonal ha llevado a definir nuevos términos como
“clonalidad epidémica” (Tibayrenc y Ayala, 1999), en la que hay propagacion clonal en
especies con reproduccion sexual de manera esporadica, en contraste con las
definiciones extremas de estructura clonal o sexual, y que podria encajar con el
comportamiento observado, a la vista de los resultados, de Leishmania infantum en la
isla de Mallorca, y que concuerdan con la estructura clonal del parasito descrita por
otros autores con cepas aisladas de enfermos coinfectados y de diversa procedencia

geogréfica (Jiménez et al., 1997).

Como ya se ha apuntado, L. infantum es muy variable en individuos
coinfectados por VIH, y la caracterizacion isoenzimatica, aunque (Util, tiene evidentes
limitaciones a la hora de seguir los aislados secuenciales del mismo paciente, ya que
la conservacion del zimodema antes y después del tratamiento no implica
necesariamente que el paciente haya sufrido una recaida.

La PCR-RFLP directa es capaz de confirmar recidivas, previamente caracterizadas

isoenzimaticamente, como en el caso de los aislados 1-4 (1 y 2 del paciente A; 3y 4
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del paciente B) de la Tabla 2 (ver pag. 27), dénde los patrones de restriccion se
conservan en las muestras tomadas antes y después del tratamiento (Figura 30, Ay
B, pag. 61). Es muy destacable el periodo de tiempo existente entre los dos aislados
del paciente B (3 afios) y que confirma la estabilidad ya discutida de los minicirculos.
Por otra parte la ténica revel6 en los aislados 6 y 7 del paciente coinfectado C (Tabla
2), y caracterizados como MON-24, que los patrones de restriccion diferian claramente
en las muestras tomadas antes y después del tratamiento (Figura 32, pag. 62), lo que
sugeria que el paciente podria haberse reinfectado.

No obstante, para validar este trazador molecular necesitabamos un estudio mas
amplio y con muchas mas muestras para poder confirmar la fiabilidad de la técnica.
Ademas, como ya se discutié, nunca alcanzamos la sensibilidad teérica de la PCR

cuando trabajamos con muestras clinicas directamente.

Una vez desarrollada y optimizada una nueva PCR entre 100 y 1000 veces
mas sensible que la anterior (kDNA sn PCR-RFLP), abordamos el estudio de 256
muestras clinicas (aspirados de médula 6sea y sangre periférica) y 56 cepas
cultivadas a partir de éstas, aisladas de 40 pacientes coinfectados, y que pertenecian
a un ensayo clinico aleatorio y multicéntrico en el que se comparaba la eficacia de la
anfotericina B complejo lipidico (Abelcet) frente a antimoniales.
Como esperdbamos, la técnica fue mucho mas sensible, llegando a detectar y
amplificar el ADN correspondiente a 0,01 parasitos. Ademas, la especificidad probada
aseguraba que no se podia amplificar ADN de flagelados no patégenos, que pueden
estar presentes en las muestras procedentes de enfermos inmunodeprimidos por VIH
y ADVPs, como consecuencia de sus habitos de inyeccion de la droga, (Jiménez et al.,
1996; Noyes et al., 2002)
Como en el caso de la PCR directa, sélo la clase mayoritaria de minicirculos se
encuentra en el producto amplificado y la fiabilidad de los datos queda asegurada
también por el uso de las 6 mismas enzimas de restriccion (una por digestién). Aln
mas, la estabilidad de la técnica fue confirmada con el mantenimiento de perfiles en
recaidas sucesivas de pacientes confectados (Figura 34, pag. 63), a lo largo de 2
afios.
En este estudio se detectd un cambio en los patrones de restriccion en las muestras
obtenidas después del tratamiento en 3 pacientes (7.5%) coinfectados por Leishmania
infantum y VIH como se observa en la Figura 33 (ver pag. 64), a pesar de que la
caracterizacion isoenzimatica predecia una recaida, ya que el zimodema (MON-34,
MON-1 y MON-24) se mantenia en todos los aislados. En los tres casos se habia

determinado erroneamente un fallo terapéutico (Tabla 4, pag. 65). Los zimodemas
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caracterizados corrresponden a aquellos de mayor frecuencia en enfermos
inmunodeprimidos (Alvar, 2001), lo que hace mas evidente el uso de herramientas
discriminatorias y que pongan de manifiesto la variabillidad existente dentro de cada

zimodema, que, a su vez, no es una unidad heterogénea como ya ha sido discutido.

El cambio de patrén observado podria ser consecuencia de la deteccion de
poblaciones minoritarias con resistencia innata y que sobreviven tras la quimioterapia,
pero, aungque se han descrito infecciones mixtas por distintas especies y por distintos
zimodemas dentro de la misma especie, éstas son poco probables. También
podriamos especular con la posibilidad de que aunque no ocurran estas infecciones
mixtas, si exista un estructura “mosaico” en la poblacion original, en la que distintos
clones, con pequefias diferencias en su material genético, causan la infeccion primaria
(Bastien et al., 1990). Si este fuese el caso, detectariamos un cambio en el patrén de
restriccion que no implicaria una infeccion de nueva adquisicion, sino la deteccion de
un clon especifico y cuyo ADN kinetoplastidico es diferente, en cuanto a su secuencia
nucleotidica, al clon detectado en la muestra antes del tratamiento. Sin embargo, los
estudios de clonalidad del parasito en el caso de los tres pacientes con cambio de
patron demuestran que los clones son idénticos entre si e idénticos a la cepa parental
(Figura 35, pag. 66). En total analizamos 33 clones de 3 pacientes (16, 7 y 10
respectivamente), un numero significativo para haber detectado algun tipo de
estructura mosaico en las muestras iniciales. Por lo tanto, podemos afirmar que los
nuevos patrones observados corresponden a la presencia de una nueva cepa de
Leishmania infantum, es decir que se trata de reinfecciones que han pasado
inadvertidas debido a las limitaciones del andlisis isoenzimatico.

Aunque los pacientes coinfectados por Leishmania/VIH tienden a sufrir recidivas
después del tratamiento (Lépez-Vélez et al., 1998), el hecho de que la mayoria de
estos enfermos sean ADVPs, incrementa el riesgo de reinfeccion al compartir las
jeringuillas, habito que repiten sucesivamente.

Por lo tanto, la técnica de kDNA snPCR-RFLP se ha mostrado util, fiable y
reproducible para la deteccién de reinfecciones en pacientes coinfectados, lo que
proporcionard mucha mas informacion a los clinicos para determinar si determinadas
leishmaniasis que no responden al tratamiento y que se pensaba, por la

caracterizacion isoenzimatica, que eran recaidas son, de hecho, reinfecciones.

Puesto que parece evidente la participacion de las jeringuillas compartidas
entre ADVPs como vector mecénico para la transmision de la leishmaniasis entre

enfermos coinfectados, nos propusimos el objetivo de detectar ADN de Leishmania en
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estas jeringuillas desechadas. Este analisis so6lo era posible una vez que disponiamos
de las herramientas de deteccién y caracterizacidon con la suficiente sensibilidad y
reproducibilidad como lo era la KDNA snPCR-RFLP.

El ADN de Leishmania fue detectado en 65 jeringuillas (52%) del grupo A y en 52
(34%) del grupo B. Se tomaron todas las medidas para trabajar en condiciones que
eviten cualquier tipo de contaminacion desde el andlisis de blancos de extraccion del
ADN de la sangre coagulada en las jeringuillas (1 blanco de extraccion por cada 8
extracciones) hasta los controles negativos propios de la PCR. Ademas, el nimero de
muestras positivas obtenidas por esta PCR coincide con los positivos obtenidos por
otro miembro del laboratorio, utilizando una diana para la amplificacién distinta, en la
region ribosomal.

El descenso en los porcentajes desde el 52% (grupo A, afio 1998) hasta el 34%
(grupo B, periodo 2000-2001), a pesar de que el estudio no fue estadisticamente
disefiado, podria ser consecuencia de la introduccion de los programas de intercambio
de jeringuillas en Espafia, y més en concreto en la Comunidad de Madrid. En otros
paises, los programas de intercambio han sido eficaces para reducir la prevalencia del
VIH entre ADVPs (Des et al., 1996; Frischer et al., 1996; Henman et al., 1998; Bastos
y Strathdee, 2000), por lo que le ejemplo espafiol podria ser vélido también para la
leishmaniasis, aunque para confirmar en su totalidad esta presuncion deberiamos
disefiar un estudio epidemioldgico riguroso en el que contrastar los datos de
prevalencia entre los grupos de jeringuillas.

Otro factor que quizas ha influido directamente en el descenso de los porcentajes ha
sido la disminucién de los nuevos casos de coinfeccibn en Espafia desde la
introduccion, en 1997, de la terapia antirretroviral HAART (Highly Active Antiretroviral
Therapy).

La caracterizacion molecular mediante el uso de kDNA snPCR-RFLP de las jeringuillas
del grupo A (Figura 37, pag. 70), reveld la presencia de 53 genotipos distintos y
anicos, mientras que 12 de las muestras pertenecian a 3 genotipos distintos: 3
pertenecian a un genotipo, otras 3 a otro y las 6 Ultimas pertencian al tercero. La
presencia de 53 genotipos distintos evidencia que los positivos de PCR no parten de
una contaminacion de laboratorio, en la cual encontrariamos, invariablemente, un
anico genotipo. Por otra parte, los genotipos compartidos sugieren la propagacion de
ciertos clones entre los ADVPs a través de las jeringuillas compartidas. Podemos
excluir la posibilidad de que un mismo individuo utilizase secuencialmente varias
jeringuillas pues la entrada en el estudio se hizo de forma nominal.

Por ultimo, el andlisis de RFLP no se pudo realizar en las jeringuillas del grupo B,

debido a sus condiciones de almacenamiento: aunque fuimos capaces de amplificar el
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ADN, los productos no tenian el rendimiento suficiente como para obtener unas
buenas digestiones.

La alta prevalencia de jeringuillas positivas demostrada en el estudio evidencia,
concluyentemente, su papel en la transmisién del parasito. Queda por discutir si la
detecciéon de este ADN de Leishmania implica también la viabilidad de la infeccion.
Estudios recientes (Morillas-Marquez et al., 2002), apuntan a que es posible la
infeccién, ya que usando jeringuillas para extraer sangre en pacientes coinfectados e
inoculando su contenido en animales de laboratorio (ratones Balb/c), han sido capaces
de reproducir la infeccion.
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1. La técnica de PCR-RFLP directa permite, con un alto grado de especificidad, seguir
aislados secuenciales de Leishmania infantum en enfermos coinfectados por el VIH,

solventando las limitaciones del analisis isoenzimatico.

2. La PCR-RFLP es una técnica altamente fiable y reproducible, ya que el uso de seis
enzimas de restriccion con dianas distintas asegura la identidad de los perfiles

obtenidos, es decir, de los aislados.

3. La técnica de PCR-RFLP directa se ha mostrado util para la confirmacién de un

brote de leishmaniasis entre ADVPs.

4. Un marcador traza como éste es valido para contestar a cuestiones
epidemiolégicas, como aquellas derivadas del estudio en la isla de Mallorca donde, a
partir de los patrones de restriccion obtenidos, hemos sido capaces de establecer
clusters especificos con clones de Leishmania infantum, que han revelado la

cooexistencia de un ciclo antroponético con el zoon6tico convencional.

5. La técnica de kDNA snPCR-RFLP, ademas de las ventajas que tiene la técnica
directa, afiade su alta sensibilidad, o que permite trabajar directamente con muestras

clinicas de pacientes coinfectados por Leishmania/VIH.

6. La aplicacion de la técnica de kDNA snPCR-RFLP ha permitido distinguir
claramente entre reinfecciones y recidivas en un estudio amplio (40 pacientes
coinfectados, 256 muestras clinicas y 56 cepas cultivadas), mostrandose como una
herramienta de eleccién y complementaria al analisis isoenzimético. Esto proporciona
mas informacion a los clinicos para determinar si determinadas leishmaniasis que no

responden al tratamiento no son recaidas, sino reinfecciones.

7. La técnica de KDNA snPCR-RFLP ha sido muy util para la deteccion de Leishmania
en jeringuillas desechadas por ADVPs, poniendo de manifiesto la alta prevalencia del
parasito en estas poblaciones, hallazgo que culmina la idea de la cooexistencia de un
ciclo antropondtico artificial, donde las jeringuillas sustituyen al flebotomo como vector

mecdanico, con el ciclo zoondtico natural.
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Abstract
Leishumania infantum is a major opportunistic parasite in patients with acquired immune deficiency

syndrome and is very variable in these subjects. Isc
variability, since half of the stocks isolated from patie
and Lershmania belong to zymodeme MON-1. Ampli

yenzyme characterization 1s not able to explain this
nts co-infected with human immunodeficiency virus
fication of L. infantum minicircles by the polymerasc

chain reaction (PCR) and digestion of the amplified product to reveal restriction fragment length
polymorphisms (RFLP) has proved very useful in distinguishing between relapses and reinfections in co-
infected, eated patients. We have confirmed the existence of a leishmaniasis outbreak among intravenous
drug users in north-east Spain, previously derected by isoenzymatic analysis, We have documented
persistence of the same strain of Leishmania in 2 treated co-infected patients throughout several years,

regardless of the theoretical rapid evolution ascribe

d to kinetoplast deoxyribonucleic acid minicircle

sequences. We suggest using this PCR-RFLP technique to detect reinfections in treated co-infected

subjects.

Keywords: leishmuaniasis, Leishmania infantum, zymodeme, 1soenzyme classification, restriction fragment length

polymorphism, human immunodeficiency virus, Spain

Introduction

Leishmania infantm is responsible for both cutaneous
and visceral forms of leishmaniasis in the Mediterranean
basin and has been shown to be a major opportunistic
parasite in patients with acquired immune deficiency
syndrome (AIDS). In these countries, up to 70% of adult
cases of visceral leishmaniasis are associated with human
immunodeficiency virus (HIV) infection, and up to W
of people with AIDS suffer from newly acquired or
reactivated visceral leishmaniasis (ALVAR et al., 1997).

Enzymatic characterization of Leishmania isolates
from individuals infected with HIV has shown the high
variability of L. fnfantum in such patients (JIMENEZ et al.,
1995), Isoenzyme characterization of sequential isolates
from the same individual has shown that they belong to
the same zymodeme, but this does not reveal whether
infections are due to relapses or reinfections, since half of
the isolates belong to a single zymodeme, MON-1.
However, molecular characterization of isolates would
overcome this limitation, making it possible to evaluate
the efficacy of a given drug and to gain a better under-
standing of the epidemiology of Leishmania/HIV co-
infection. Analysis of kinetoplast deoxyribonucleic acid
(kDNA) with the aid of restriction endonucleases has
been previously described (ARNOT & BARKER, 1981;
ANGELICI e al., 1989) and it yields ‘fingerprint’ patterns
useful in identifying strains, and grouping them into
schizodemes, but this method necessitates mass cultur-
ing to get enough kDNA, which is expensive and time-
consuming,

The kinetoplast contains approximately 10 000 mini-
circles of DNA, which are between 600 and 800 base
pairs (bp) in size in the genus Letshmania. These mini-
circles are distributed among about 10 different se-
quence classes. The number of minicircles in cach class
is variable (BARKER, 1987), The minicircle is divided
into a conserved region of ¢. 120 bp and a variable region
of ¢. 600 bp. This conserved region is an ideal target for
the polymerase chain reaction (PCR), which can be
performed on total DNA, circumventing the need to

Address for correspondence: Jorge Alvar, WHO Collaboratng
Centre for Leishmaniasis, Servicio de Parasitologia, Centro
Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos 111, 28220
Majadahonda, Madrid, Spain; phone +34 015007901, fax 434
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The sequences reported in this paper have been submitted to
Geene Bank with access numbers AJ275319 to AJ275335.

separate kKDNA from nuclear DNA which is time-con-
suming, expensive and uses some reagents which are
carcinogenic.

We describe a useful molecular technigue that permits
us to distinguish between relapses and reinfections in co-
infected patients, as well as determining the genotypes of
strains isolated from humans, The technique is based on
the high specificity of 2 primers, AJS31 and DBY
(SMYTH et al., 1992), for the conserved region of L.
infantum minicircles, the amplification of the whole
minicircle, and a later resiriction enzyme digestion of
the amplified product 1o produce restriction fragment
length polymorphism (RFLP) profiles.

The results have important epidemiological implica-
tions, and we have confirmed an outbreak of leishma-
niasis among intravenous drug users in north-east Spain
(Badalona, near Barcelona), previously detected by
isoenzymatic analysis (CHICHARRO et al., 1999), We
have observed the presence of strains maintaining simi-
lar, if not identical, genotypes throughout several years in
treated, co-infected patients, indicating the inadequacy
of the treatment used, We also report a patient co-
infected with Leishmania and HIV, whose isolates betore
and after chemotherapy exhibited a different restriction
pattern (despite both belonging to the same zymodeme),
suggesting the possibility of reinfection rather than a
relapse.

Materials and methods
Parasite stocks

Ten isolates of L. infantum were obtained from bone
marrow of 6 intravenous drug users (A-F) co-infected
with HIV from different regions of Spain (Table). Two
isolates were obtained from each of 4 patients (A-D),
before and after treatment in the case of patients A-C.
Tsolates 7—10, from patients D, E and F, all originated
from the outbreak in Badalona within a period of 4
months (CHICHARRO e al., 1999).

All stocks were isalated in NINN medium and main-
tained at 27°C in RPMI 1640 medium containing 10%
fetal calf serum,

Preparation of total genomic DNA

Promastigotes were harvested in stationary phase by
centrifugation (3000 g for 10 min at 4°C) and washed
using 0-3% NaCl and phosphate-buffered saline. Total
DNA was exrracted as previously described (SAMBROOK
et al., 1989)
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Table. Characteristics of Leishmania nfantum stocks

Month/year
No. International code Zymodeme Source® Patient’s residence of isolation
1 MHOM/ES/OT/LLM-644 MON-34 Parient AP Seville 5/1997
2 MHOM/ES/98/LIL.M-743 MON-34 Patient A¢ Seville 4/1998
3 MHOM/ES/95/LLLLM-537 MON-1 Patient B" Mallorea 8/1995
4 MHOM/ES/98/LLM-745 MON-1 Patient B* Mallorca 4/1998
3 MHOM/ES/97/LLM-709 MON-24 Patient C" Madrid 10/1997
6 MHOM/ES/98/1.LM-768 MON-24 Patient C* Madrid 6/1908
7 MHOM/ES/97/LLM-719 MON-253 Patient DY Badalona 12/1997
B MHOM/ES/97/LLM-710 MON-253 Patient D* Badalona 12/1997
9 MHOM/ES/98/LLM-737 MON-253 Patient E Badalona 2/1998
10 MHOM/ES/98/LLM-735 MON-253 Patient F Badalona 3/1998

'All stocks were isolated from bone marrow of patients who were intravenous drug users infected with human immunodeficiency virus.

"Befure treatment.
“After treatment.

Primers and PCR conditions

We used the extended Leishmania kKDNA primers
AJS31  (GGGGTTGGTGTAAAATAGGGC CGG)
and DBY (CCAGGTTCCCGCCCCGGAG) (SMYTH
e al, 1992; LAMBSON er al, 2000). Amplification
reactions were performed in 25 plL containing 10 ng of
total genomic DNA, 22-5 pmol of each primer, 0:2 mMm
deoxynucleoside triphosphate (Amersham Pharmacia
Biotech, Sweden), 50 mMm MgCl,, 50 mM KCI, 75 mM
Tris HCI pH 90, 20 mm (NH,),S0,, 0:001% bovine
serum albumin and 0-7 units of Tth DNA polymerase
(Biotools B&M Labaoratories, Madrid, Spain). The cycle
conditons were 94-5°C for 5 min, followed by 35 cycles
at 94°C for 30's, 67°C for 30 s and 72°C for 30s in a
Perkin Elmer GenAmp System 24001 thermocycler.,

Restriction analysis

PCR products were purified using a silica matrix-
based purification system (Biotools B&M Laboratories),
Recoveries and PCR efficiencies were estimated follow-
ing electrophoresis in agarose gels. 100 ng DNA were
digested with restriction enzymes Aul, Rsal, Hpall,
Taql, Tru9l, Haelll and Ps1. Digestions were carried
out overnight and performed under the conditions
suggested by the manufacturer (Roche Diagnostics,
Barcelona, Spain). The digested DNA samples were
subjected to electrophoresis at 85 V for 2 h, on 2-5%
agarose gel in TAE (1 X Tris—acetic acid—ethylenedia-
minetetraacetic acid) buffer containing 10 ug/mL cthi-
dium bromide. The gel was visualized and photographed
in a Gel Doc™ 1000 system (Bio-Rad Laboratories,
Madrid, Spain)

Cloning and DNA sequencing

PCR products from the stacks from Badalona (nos. 7-
10) were subcloned in the pGEM"-T vector system
(Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA).
Ten clones from the amplified product of each strain
were randomly chosen and sequenced on an ARI
Prism™ Maodel 377 cycle sequencer.

Results

The PCR using toral DNA from L., infantum resulted
in a single product of 800 bp. Ten-fold dilutions from
100 pgro 100 ngshowed 10 ng to be the ideal amount of
DNA 10 use in the PCR. Cloning the product revealed
that a major minicircle class was always amplified (data
not shown), indicating that restriction patterns were not
randomly represented in the samples.

The isolates from Badalona (nos. 7-10} all belonged
to zymodeme MON-253, an unusual zymodeme never
before reported in Spain (CHICHARRO eral., 1999}, The
RFLP patterns of these 4 stocks (from 3 patients, D, B
and F) obtained with the restriction endonuclease Hpall
are shown in the Figure, The patterns obtained were very

similar. Using different restriction endonucleases Rsal,
Haelll, Psl, Tagl and Tru9l, the patterns were again
almost identical for each enzyme (data not shown). Ten
clones from the amplified product of each stock were
randomly chosen and sequenced; thus, the complete
sequence of the amplified minicircles was available.
Using Lasergene™ software (DNAStar, Madison, Wis-
consin, USA), the targets for restriction endonucleases
and the high degree of homology among all the clones
were checked (data not shown), confirming by DNA
sequencing the restriction patterns shown in Fig. 1 (D1,
D2,E and F).

We also examined pre- and post-treatment isolates
from 3 additional patients from different geographical
areas (A, B, C; Table). The 2 isolates from patient C,
after digestion with Hpall (lanes Cl and C2 in Fig. 1),
produced quite different patterns. Several bands be.
tween 500 and 300 bpinlane C1 were clearly not present
n lane C2. Digestion with the 5 other enzymes listed
above confirmed this observation. The time interval
between the 2 isolations was 10 months,

On the other hand, the pre- and post-treatment
samples from the 2 remaining parients (A and B; Table)
did not show any major difference in their respective
restriction patterns. Stocks 1 and 3 (lanes Al and B1 in
Fig. 2) were isolated before the beginning of treatment,
whereas stocks 2 and 4 (lanes A2 and B2) were obtained
after treatment. The period of time between the isola-
tions from patient B was 3 years.

D1 D2 E

Fig. 1. Restriction fragment length polymorphism (RFLP) pro-
files obtained by digestion with the endonuclease Hpall of the
800 bp product obrained by the polymerase chain reaction from
the DNA of 6 Badalona isolates of Lershmania mfantom, M =
molecular mass marker. Isolares D1, D2, E and F, from 3
patients (D, E, F) all have closely similar RFLP patterns. C1 and
C2 are isolates from the same patient taken before and after
treatment; the patterns are clearly different. C2 is similar, but
notquiteidentical, to D1, D2, E and F whereas the C1 pattern is
clearly unique; bp = base pairs. All the patients were co-infected
with HIV,
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bp

500

300

Fig. 2. Restriction fragment length polymorphism (RELP) pro-
files ubrained by digestion with the endonuclease Hpall of the
800 bp product obtained by the polymerase chain reaction from
DNA of 4 isolates of Leishmarnta infanton from 2 padents (A and
B), M = molecular mass marker. Isolates Al and Bl were
isolated ar the start of treatment, A2 shortly after treatment and
B2 3 years after treatment. All 4 experimental tracks have very
similar RFLI patterns with minor variations in the intensity of
ethidium bromide staining of the bands due to slight differences
in the amount of DNA in each track; bp = base pairs. All the
patients were co-infected with HIV.

Discussion

L. infantum is known to be extremely variable in
subjects co-infected with HIV. When attempting to
characterize such infections, zymodeme classification
and genotyping are complementary. Isoenzyme charac-
terization 1s an extremely useful taxenomic tool for
epidemiological purposes, but it has certain limitations
when attempting to track 1 individual stock through
time. We have studied sequential pairs of isolates from 4
patients and shown that the members of each pair
belonged to the same zymodeme. The later infections,
were, therefore, initially thought to be due to relapses.
However, we found different minicircle restriction pat-
terns in the 2 isolates from 1 subject (C), suggesting
instead a possible reinfection. Use of the PCR-RFLP
technique could provide additional information for
physicians to help to determine whether some apparent
treatment failures are possibly reinfections.

We selected the PCR-RFLP technique because of its
long history of successful application to identification.
Schizodeme analysis of the major minicircle classes in
Leishmania and trypanosomes has been used reliably for
over 20 years (BRACK er al., 1976; CHANCE, 1976;
STEINERT er al, 1976; MOREL & SIMPSON, 1980;
ANGELICI et al., 1989). It has been shown repeatedly
over the last 10 years that PCR, using specific oligonu-
cleotide primers especially designed for that purpose,
invariably gives a product of the same size as the major
classes of minicircle (RODGERS et al., 1990; DE BRUIIN &
BARKER, 1992; SMYTH e al., 1992; ERESH et al,, 1994;
NOYES ¢t al., 1998). This DNA productis then amenable
to RFLP analysis.

DNA sequence analysis of several hundred minicircles
in an extensive database (BREWSTER e al., 1998) has
confirmed that the restriction enzyme sites used in PCR—
RFLP analysis of the major minicircle classes of many
species, including L. infannon, are usually conserved
over a considerable time (GUTIERREZ-SOLAR et al.,
1995; BREWSTER er al, 1998; NOYES et al., 1998;
LAMBSON et al., 1999). The endonuclease-digested
fragments of minor minicircle classes are present in such
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low guantities that they are not visible in ethidium
bromide stained gels such as those used in this and many
other studies.

This PCR-RFLP technique has shown excellent
reproducibility, as well as a high degree of reliability.
The use of art least 6 restriction endonucleases in each
assay allows the similarity between 2 strains to be
assessed quite accurately. The method is also remarkably
simple and rapid compared with isoenzyme typing; once
we have extracted the total DNA it takes only some hours
to obtain the final results.

We first used this PCR-RFLP method ro study stocks
from the Badalona leishmaniasis outbreak. The presence
of an undescribed zymodeme in the 3 HIV co-infected
patients was complemented by the observation of iden-
tical restriction patterns among the isolates. In order to
corroborate the restriction profiles, subcloning and
sequencing were performed, revealing extremely high
homology among all the minicircles. We believe that
these techniques make it possible to explain and analyse
any outbreak of leishmaniasis, In this particular case, the
results strongly suggest that syringes have been subst-
tuted for sandflies in the transmission of the parasite
among these intravenous drug users.

It has been proposed that minicircle sequences evolve
rapidly (ROGERsS & WIRTH, 1988). Recent evidence has
shown that the same DNA sequence of whole minicircles
does not vary within certain classes, despite great geo-
graphical differences (GUTIERREZ-SOLAR et al,, 1995;
BREWSTER er al., 1998; LAMBSON et al.,, 1999). We
found great homogeneity among the minicircles of all the
stocks from Badalona. Moreover, although the 2 isolates
from patient B were obtained 3 years apart, their mini-
circle restriction profiles remained unchanged. The
PCR-RFLP technique allowed us to confirm that the
same stock may persist throughout a long period of time.

Acknowledgements

This study was supported in part by DGCYT (Ref, PBO5-
0033), by Laboratorios Dr Hsteve S. A, Barcelona, Spain
(Grupo Pensa, Ensayo Clinico Protocolo no, 97/154), and by
FIPSE (ref, 3056/99), J. A. recieved a grant from Fondo de
Investigaciones Sanitarias (BAE no. 99/5038), and J. A. and D.
C. B. obtained financial support from Christ’s College, Uni-
versity of Cambridge, UK. We thank Drs 8. Videla and A, Sans
(Laboratorios Dr Esteve, S. A.), Dr M. Jiménez-Mejias (Hospi-
tal Virgen del Rocio, Sevilla), and Drs A. Salas and T. Serra
(Hospital Son Dureta, Majorca) for providing samples of bone
marrow from which we isolated L. infanton.

References

Alvar, J., Canavate, C., Gutiérrez-Solar, B., Jiménez, M.,
Laguna, F., Lopez-Vélez, R., Molina, R. & Moreno, J.
(1997). Leishmania and human immunodeficiency virus
coinfection: the first 10 years. Clinical Microbiolagy Reviews,
10, 208-310.

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. Parasttology, 99, 301-3009.

Armot, . E. & Barker, D, C, (1981). Biochemical identification
of cutaneous Leisfimania by analysis of kinetoplast DNA.
Molecular and Biochemical Parasitology, 3, 47-56.

Barker, D. C. (1987). DNA diagnosis of human leishmaniasis.
Parasiology Today, 3, 177-184.

Brack, C. H., Bickle, T. A, Yuan, R., Barker, D. C., Foulkes,
M., Newton, B, A. & Jenni, L. (1976). The use of restriction
enzymes for the investigation of kinetoplast DNA. In: Bio-
chemistry of Parasites and Host—Parasite Relationships, Van Den
Bossche, H. (editor). Amsterdam: North-Holland, pp. 211-
218,

Brewsrer, S., Barker, D. C. & Aslerr, M. (1998). Kinetoplast
DNA minicircle sequence database, Parasiiology Today, 14,
437-438.

Chanece, M. L. (1976), DNA relationships in the genus Letsh-
mania. Iy Bivchemisiny of Parasites and Host—Parasite Relation-
ships, Van Den Bossche, H. {editor). Amsterdam: North-
Holland, pp. 229-235.

Chicharro, C., Sirera, G., Ares, M., Sans, A, Videla, S. & Alvar,
1. (1999). Is Leishmania infanmm zymodeme MON-253



MOLECULAR TRACKING OF LEISHMANIA INFECTIONS

involved in an outbreak among intravenous drug users?
Transactions of the Royal Soctety of Tropical Medicine and
Hygiene, 93, 385-386.

De Bruijn, M. H, L.. & Barker, D, C. (1992). Diagnosis of New
World leishmaniasis: specific detection of species of the
Leishmania braziliensis complex by amplification of kineto-
plast DNA, Acta Tropica, 52, 45-58.

Eresh, S., McCallum, S. M. & Barker, D. C. (1994). Identifica-
tion and diagnosis of Leishmania mexicana complex isolates by
polymerase chain reaction. Parasitology, 109, 423-433.

Gutierrez-Solar, B., Smyth, A. J., Alvar, J. & Barker, D. C.
{1995). Sequence homology within minicircles classes of
Leishmania infantum regardless of geographical distance,
Experimental Parasirology, 81, 416-419.

Jiménez, M. L, Ferrer-Dufol, M., Cafavate, C., Gutiérrez-
Solar, Molina, R., Laguna, F., Lopez-Vélez, R., Cercenado,
E., Daudén, E., Blazquez, C., Ladron de Guevara, J., Gomez,
]., De la Torre, ]., Barros, C., Altés, |., Serra, T, & Alvar, J.
(1995). Variability of Leishmania infantion among stocks from
immunocompromised, immunocompetent patients and dogs
in Spain, FEMS Microbiology Lewers, 131, 197-204.

Lambson, B., Smyth, A. J. & Barker, D. C. (1999). Sequence
homology within a minicircle class of the Lefshmania donovani
complex. Molecular and Biochemical Parasitology, 101, 229-
232: )

Lambson, B., Smyth, A. J. & Barker, D. C. (2000). Leishmania
donovani: development and characrerization of a kinetoplast
DNA probe and its use in the detection of parasites. Experi-
mental Parasitology, 94, 15-22.

Morel, C. & Simpson, L. (1980). Characrerization of patho-
genic Trypanosomatidae by restriction endonuclease finger-

107

printing of kinetoplast DNA minicircles, American Fournal of
Tropical Medicine and Hygiene, 29, supplement, 1070-1074.

Noyes, H. A., Reyburn, H., Bailey, J. W. & Smith, D. (1998). A
nested-PCR-based schizodeme method for identfying Leish-
mania kinetoplast minicircle classes directly from clinical
samples and its application to the epidemiology of Lersfimania
tropiea in Pakistan. Journal of Clinical Microbiology, 36, 2877
2881,

Rodgers, M. R., Popper, 8. J. & Wirth, D. F. (1990). Amplifica-
tion of kinetoplast DNA as a tool in detection and diagnosis of
Leishmania. Experimental Parasitology, 71, 267-275.

Rogers, W. O. & Wirth, D. F. (1988). Generation of sequence
diversity in the kinetoplast DNA minicircles of Leishmania
mexicana  amazonensis. Molecular and  Biochemical Para-
sitology, 30, 1-8.

Sambrook, J., Fritsch, E. F. & Maniatis, T. (1989). Molecular
Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor, New
York: Cold Spring Harbor Laboratory.

Steinert, M., Van Assel, S, Borst, P. & Newton, B. A. (1976).
Evolution of kinetoplast DNA. In: The Genetic Function of
Mirochendrial DNA, Saccome, C. & Kroon, A, M. (editors),
Amsterdam: North-Holland, pp. 71-81.

Smyth, A. ], Ghosh, A., Hassan, M. D. Q., Basu, D,
De Bruijn, M. H. L., Adhya, 8., Mallick, K. K. & Barker, D.
C. (1992). Rapid and sensitive detection of Leishmania
kinetoplast DNA [rom spleen and blood samples of kala-azar
patients. Parasitology, 105, 183-192.

Recetved 10 December 1999; vevised 16 fune 2000; accepted
Jor publication 21 Fune 2000

Announcement

ROYAL SOCIETY OF TROPICAL MEDICINE AND HYGIENE
Prizes

Undergraduate Project Prize

The Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene offers an annual prize of £500 for an account of work carried
out of relevance to a tropical or developing country by a non-medical student of any nationality. The work (which
may be laboratory-based and not necessarily carried out in a tropical or developing country) will add to the
knowledge of human or veterinary health or hygiene in the tropics. Particular attention will be directed rowards

originality and quality in the award of the prize. It is anticipated that the prize will act as a stimulus for the pursuit of
excellence in research carried out by undergraduates.

Medical Student Elective Prize

The Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene offers an annual prize of £500 for an account of work carried
out by a medical student of any natonality during an elective period spent in a tropical or developing country. In
awarding this prize emphasis will be laid on the originality of the work and on its contribution to knowledge or

understanding of tropical diseases. Particular weight will be given to projects which have been developed and carried
out by the students themselves.

Rules

1. Two prizes of £500 may be awarded annually in recognition of outstanding projects which increase knowledge of
tropical medicine and hygiene in the broadest sense. Abstracts of the winning reports will be published in the
Transactions.

2. Candidates shall be nominated by their head of department, supervisor or Dean, with a supporting statement of
up to 500 words.

3. The closing date for receipt of project reports is 31 December. The project should have been done or completed in
the previous twelve months,

4, A committee of three shall choose the prize winners.

5. The announcement of the prize winners will be made at the March meeting of the Society.

6. The prizes will be presented by the President of the Society at the Annual General Meeting in June or July.

Please note that the Society cannot pravide funds to cover students’ elective travel expenses.

Application forms may be obtained from the Administrator, Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene,
Manson House, 26 Portland Place, London, W1B 1EY, UK; fax +44 (0)20 7436 1389, e-mail mail@rstmh.org
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Field epidemiology

Molecular epidemiology of Leishmania infantum on the island of Majorca: a
comparison of phenotypic and genotypic tools

C. Chicharro', M. A. Morales', T. Serra’, M. Ares!, A. Salas® and J. Alvar' ! World Health Organization
Collabovating Centre for Leishmaniasis, Servicio de Parasitologia, Centro Nacional de Microbivlogia, Instinue de Salud
Carlos 111, Mahadahonda (Madrid), Spain; *Hospital Son Dureta, Palma de Mallorca, Spain

Abstract

In the Mediterranean basin, Leishmania infanzzon is the causative agent of both visceral and cutaneous
leishmaniasis, and is an important opportunistic parasite in patients infected with human immunodefi-
ciency virus (HIV). The commonest method used to study the variability of Leishinania spp. is isoenzyme
analysis. In addition to this, we employed 3 assays based on the polymerase chain reaction (PCR):
random amplified polymorphic deoxyribonucleic acid (RAPD), intergenic region typing (IRT), based on
the amplification of ribosomal ribonucleic acid internal transcribed spacers and restriction fragment
length polymorphism (PCR-RFLP). We used 54 L. infanuon stocks isolated from HIV co-infected
patients, 38 isolated from dogs, 3 isolated from immunocompetent patients and 3 isolated from 1826
sand flies in the island of Majorca (Spain), a closed ccological niche. Zymodemes MON-1 (70%),
MON-24 (11%) and MON-34 (18%) were found among the human isolates, and MON-1 (95%) and
MON-108 (5%) among those from dogs. RAPD and IRT could not discriminate among the strains as
they all gave the same pattern, even when different zymodemes were examined. In contrast, PCR-RFLP
was able to distinguish the strains and, furthermore, a dendrogram (unweighted pair group method with
arithmetic average [UPGMA]) was constructed from the genetic distances derived from RFLP data. The
Leishmania isolates from HIV-infected subjects formed a single cluster, supporting the existence of an
artificial anthroponotic cycle previously proposed by our group, in which syringes have been substituted
for sand flies, and in which certain clones have been spread among intravenous drug users. This contrasts
with the clusters representing a zoonotic eyele, involving dogs, sand flies and both immunocompetent
and immunocompromised humans.

Keywords: leishmaniasis, Lefshmanmia infantum, epidemiology, characterization, human immunodeficiency virus co-

infection, Majorca (Spain)

Introduction

In the Mediterrancan basin, Leishmania infanton is
the causative agent of both wvisceral and cutaneous
leishmaniasis (VL. and CL., respectively), and it has
been shown to be an important opportunistic parasite
in patients co-infected with human immunodeficiency
virus (HIV) (ALVAR er al., 1997; DEDET & PRATLONG,
2000). In this area, VL. was traditionally a childhood
discase, whereas today adults form 80% of all infected
patients, most of them aged between 31 and 50 years
(WHO, 1999). Cases of co-infection have so far been
reported in 28 countries world-wide, most of them in
south-western Europe. In these countries, up to 70% of
adulr cases of VL are associated with HIV infection and
up to 9% of people with acquired immune deficiency
syndrome suffer from newly acquired or reactivated VL
(DESIEUX, 1998),

The dog constitutes the main domestic reservoir of
L. infunnon and plays a central role in the transmission
cycle of the parasite to humans via the bite of phleboto-
mine sand flies. Therapeutic failure in dogs has impor-
tant epidemiological implications, as dogs remain
asymptomatic but become infective to sand flies early
after treatment with a level of infectivity comparable to
that of symptomaric dogs (ALVAR er af., 1994; MOLINA
et al., 1994). In both co-infected patients and dogs with
leishmaniasis, the infectivity to sand flies is associated
with the CD4 cell count (MOLINA er al., 1999; GUAR-
GA et al., 2000).

The most common method used to study the varia-
bility of Leishmania spp. is isoenzyme analysis. This has
permitted the establishment of strain groups (zymo-
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Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos TII,
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e-mail jalvari@isciii.es

demes) and it is an extremely useful raxonomic tool
that has contributed in large measure to our under-
standing of the cpidemiology of leishmaniasis (LE
BraNcq, 1986).

The L. infannon complex is characterized by consid-
crable enzymatic polymorphism and at present includes
at least 29 zymodemes, of which 25 have been found in
humans. Enzymatc characterization of L. infanuon
strains isolated from immunocompetent patients has
shown that some zymodemes are responsible exclu-
sively for VL. (MON-27, MON-28, MON-72, MON-
77 and MON-187) or for CL (MON-11, MON-24,
MON-29, MON-33, MON-78 and MON-111), and
other zymodemes cause both VL and CL (MON-I,
MON-34, MON-80, MON-190). MON-1 is responsi-
ble for VL in 90% of cases and for CL in 20%. QOther
zymodemes such as MON-27, MON-72, MON-111,
MON-187, and MON-189 have been found very rarely
in immunocompetent patients and have not vet been
found in those co-infected with HIV (reviewed by
ALVAR er al., 1997),

Characterization of strains isolated from HIV/VL co-
infected patients in different countries has shown sig-
nificant differences in both the prevalence of ditferent
zymodemes and their tropism. MON-1 alone is respon-
sible for 50% of co-infected cases, and MON-24,
MON-28, MON-29, MON-33, MON-34, MON-77
and MON-78 are found more frequently than in im-
munocompetent patients.  MON-136, MON-183,
MON-185, MON-188, MON-198, MON-199 and
MON-201 have to date been found only in HIV-
infected individuals. On the other hand, it is common
to iselate both visceral and cutaneous zymodemes from
the bone marrow of co-infected patients (JIMENEZ er
al., 1991; MARTY er al., 1991; GRAMICCIA et al., 1992;
CAMPINO et al., 1994). Genotypic variation has been
proven within a given zymodeme, which reduces the
value of isoenzyme typing for molecular ‘tracking’, up
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to 18 genotypic variants have been found in zymodene
MON-1 (MORALES er al., 2001).

Isoenzyme characterization of sequential isolates
from the same individual has shown that they belong to
the same zymodeme but, for the reasons given above,
this does not reveal whether infections are due to
relapses or reinfections, since half of them are produced
by a single zymodeme, MON-1. Molecular character-
ization of isolates would overcome fact problem, which
is of highest priority to evaluate the efficacy of a given
drug and for a better understanding of the epidemiol-
ogy of co-infection with Leishmania and HIV,

Extraction and analysis of kinctoplast deoxyribonu-
cleic acid (kDNA) restriction endonuclease profiles
(schizodemes) have been previously described (ANGEL-
ICI er al., 1989). The technique yields ‘fingerprint’
patterns useful to identify strains, but it requires ex-
panding cultures in vitro to get enough kDNA, which is
expensive and time consuming.

The kineroplast contains approximately 10 000 DNA
minicircles, which are between 600 and 800 bp in size
in members of the genus Leishrmania. These minicircles
are distributed among about 10 different sequence
classes. The number of minicircles in each class is
variable (BARKER, 1987). The minicircle is divided into
4 conserved region of approximately 120bp and a
variable region of about 600 bp. This conserved region
is an ideal target for designing primers, and the poly-
merase chain reaction (PCR) can be performed on
parasite total DNA, circumventing the need to separate
kKDNA from nuclear DNA, which is time-consuming
and expensive, and involves the use of some carcino-
genic reagents.

In order to identify Leishmania species and straing,
and to study their variablility, other PCR-based assays
have been used. One of these techniques is the random
amplified polymorphic DNA (RAPD) technique, in
which knowledge of the DNA sequence is not required.
Only one relatively short oligonucleotide of randomly
chosen sequence is used in the PCR (WILLIAMS er al,,
1990}, and the banding pattern of the PCR products
can be used to identify the different organisms. RAPD
has been used to discriminate among different genera
of the order Kinetoplastida (TIBAYRENC et al.,, 1993;
MOTAZEDIAN er al., 1996), to identify different species
of Leishmania (see NOYES et al., 1996; BANULS er al.,
1999), and to study intraspecific variability (ANDRESEN
etal, 1996),

Another PCR-based assay is intergenic region typing
(IRT), based on amplification of the internal tran.
scribed spacers (ITS) of the ribosomal ribonucleic acid
gene (rRNA) by PCR, followed by the digestion of the
PCR product with various restriction enzymes (CUPO-
LILLO et al.,, 1995), This technique has been used to
differentiate several species of the Leishmania subgenus
Viannia and to carry out phylogenetic studies among
these parasites (CUPOLILLO er al., 1995, 1998); these
authors have also studied intraspecific polymorphism,

In the present paper we report on the usefulness of
both phenotypic and genotypic characterization tools
for molecular tracking of L. infantum, by studying
isolates from the same patient. With the aim of better
understanding the propagation of given genotypes, we
studied isolates from dogs, sand flies and humans from
a closed ecological niche, the island of Majorea,

Material and Methods
Parasite stocks

We studied 54 L. infantum stocks isolated from 22
patients on the island of Majorca (Spain); 52 isolates
were obrained from patients co-infected with HIV, and
2 from immunocompetent individuals with L. mfantum
infection only. Isolates were obtained from bone mar-
row, blood or skin. In a few cases, samples of bone
marrow and blood were obtained from the same pa-
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tient. A second isolate was obtained from some patients
during a post-treatment relapse.

We also studied 38 canine strains isolated from bone
marrow and/or lymph nodes of sympromatic and
asymptomatic dogs giving a positive result in the rkK39
dipstick serological test.

In June 1997, June 1998 and June 1999 we con-
ducted 3 entomological surveys in Majorca. Sand flies
were collected overnight using a CDC light trap outside
houses in which we had previously detected Leishma-
nia-infected dogs, The sand flies were taken alive to the
laboratory and the females were dissected and exam-
ined for parasites under a light microscope.

Parasite were isolated in NNN medium, and cul-
tured on a large scale at 27°C in RPMI 1640 medium
with 10% fetal calf serum.

Isoenzyme characterization

Electrophoresis was carried out in a thick starch gel
according to previous protocols (RIOUX er al., 1990),
using a panel of 13 enzymes (15 enzymatic loci): malate
dehydrogenase (MDH, EC 1.1.1.37), malic enzyme
(ME, EC 1.1.1.40), glucose-6-phosphate dehydrogen-
ase (GOPD, EC 1.1.1.49), 6-phosphogluconate dehy-
drogenase (6PGD, EC 1.1.1.44), isocitrate de-
hydrogenase (ICD, EC 1.1.1.42), purine nucleoside
phosphorylase (NP1 and NP2, EC 2.4.2.1), phospho-
glucomutase (PGM, EC 2.7.5.1), diaphorase (DIA,
EC 1.6.2.2), glutamate oxalacetate transaminase
(GOT1 and GOT2, EC 2.6.1.1), mannose phosphate
isomerase (MPI, EC 5.3.1.8), glucose phosphate 1so-
merase (GPI, EC 5.3.19), fumarate hydratase (FH, EC
4.2.1.2), and glutamate dehydrogenase (GLUD, EC
1.4.1.3). Four reference strains of L. infaniuom ZYImo-
demes were used: MHOM/FR/78/LEM-75 (MON-1),
MHOM/ES/81/LEM-307 (MON-29), MHOM/DZ/
82/LIPA-59 (MON-24), and MHOM/FR/9]/LEM-
2298 (MON-183).

Molecular characterization

Preparation of towal genomic DNA. Promastigotes
were harvested in stationary phase by centrifugation
(3000 g for 10min at 4°C) and washed using 0-3%
NaCl and phospharte-buffered saline. Total DNA was
extracted as previously described (SAMBROOK er al.,
1989),

Random amplified polymorphic DNA. The following 5
arbitrary primers to generate random DNA markers
were used. Al: CAGGCCCTTC; A5 AGGGG
TCTTG; A7: GAAACGGGTG; Al0: GTGATC
GCAG; A15: TTCCGAACCC.

Amplification reactions were performed following
the protocol described by WILLIAMS e al. (1990).
20 ng of purified DNA were amplified in 100 jL of a
solution containing 10 mMm Tris—HCI (pH 8.3}, 50 mm
KClL, 1'5mM MgCl, 100pM of each deoxy-
nucleotide triphosphate (dNTP) (Amersham Pharma-
cia Biotech, Sweden), 0-5 M primer and 15 units of
Tag DNA polymerase (Perkin-Elmer, Branchburg,
New Jersey, USA). The cycling conditions were 94-5°C.
for 5 min, followed by 45 cycles of 94°C for 1 min,
36°C for 1 min, and 72°C for 2 min, in a Perkin-Elmer
GenAmp System™ 2400 thermocycler. 25 L of am-
plification products were resolved by electrophoresis on
16% agarose gels in TAE (Tris—acetate—ethylenedi-
aminetetraacetic acid) buffer and visualized affer ethi-
dium bromide staining.

Intergenic ribosomal typing. The L. infantum ITS lo-
cated between the SSU and LSU rRNA genes were
amplified using the protocol described by Cupolillo
et al. (1995). The primers used were IRI
(GCTGTAGGTGAACCTGCAGCAGCTGGATCA
TT) and IR2 (GCGGGTAGTCCTGCCAAACACT
CAGGTCTG). Amplification reactions were per-
formed in 100 pl. containing 10 mM Tris—HCI (pH
83), 50mMKCl, 1-5 mMMgCl,, 125 UM of each
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dNTP (Amersham Pharmacia Biotech), 0-2 pm of each
primer, 10 ng of genomic DNA and 0-5 units of Tag
DNA polymerase (Perkin-Elmer). Amplification was
performed with 30 cycles, cach of 1 min at 94°C, 1 min
at 55°C and 2 min at 72°C.

PCR products were purified using a silica matrix-
based purification system (Biotools B&M Labs, Ma
drid, Spain) and 100 ng were digested with Aiul,
EcoRII, Haelll, Rsal, EcoRI and Sphl. Digestion
products were separated hy elecrraphoresis in 2% agar-
ose gels in TAE buffer and visualized after ethidium
bromide staining.

Minicivele PCR—RFLP. We used the extended Leish-
mania kDNA primers AJS31 (GGGGTTGGTGT
AAAATAGGGCCGG) and DBY (CCAGGTTCC
CGCCCCGGAG) (SMYTH er al, 1992). Amplifica-
tion reactions were performed using the protocol de-
scribed by MORALES e al. (2001). Brefly, 25 pl.
containing 10 ng of rotal genomic DNA, 22:5 pmol of
each primer, 0-2 mm each dNTP, (Amersham Pharma-
cia Biotech), 50 mM MgCl,, 50 mM KCl, 75 mM Tris—
HCI (pH 9.0), 20 mM (NH,).S0,, 0-001% BSA and
07 units of Tvh DNA polymerase (Biotocols B&M
Labs). The cycling conditions were 94-5°C for 5 min,
followed by 35 cycles of 94°C for 305, 67°C for 30s
and 72°C for 30s in a Perkin-Elmer GenAmp Sys-
tem'™ 2400 thermocycler.

PCR products were purified using a silica matrix-
based purification system {Biotools B&M T.abs). Re-
coveries and PCR efficiencies were estimated following
electrophoresis in agarose gels. 100 ng DNA were di-
gested with the restriction enzymes Alul, Rsal, Hpall,
Tagl, Tru91, HaeIll and Psrl. Digestions were carried
out overnight using the conditons suggested by the
manufacturer (Roche Diagnostics, Barcelona, Spain).
The digested DINNA samples were electrophoresed at
B5V for 2h on 2:5% agarose gel in TAE buffer
containing 10 pg/mL ethidium bromide. The gel was
visualized aud photographed in a Gel Doc™ 1000
systemn (Bio-Rad Laboratories, Madrid, Spain).

Results
Isoenzyme characterization of human and canine isolates

A total of 1826 phlebotomine sand flies were dis-
sected; only 3 P. perniciosus (0-16%) were infected with
promastigotes. In 2 cases it was not possible to isolate
the strains, and the third survived in culture for only a
short time, so only enough material was obtained to
perform the PCR-RFLP.

The results of the isoenzyme typing are shown in the
Table. MON-1 was the only zymodeme found in both
humans and dogs; it was also the commonest in both
groups. Some zymodemes (MON-24 and MON-34)
were quite commonly isolated from humans but never
from dogs, thus raising the question of their true
reservoir. Zymodeme MON-108 has not previously
been described in dogs in Spain.

Maintenance of the smne zymodemne in sequential
isolates from the same patient was the rule, even when
we isolated strains from different biological samples
from the same patient.

RAPD and IRT exaniination
Fifreen [eichmama strains from HIV-infected sub-
jects and 15 strains from dogs were examined by these
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techniques, and all produced the same patterns, even
when different zymodemes were studied (Figs 1 and 2).
Tt was therefore not feasible to use these techniques to
study intraspecilic variability.

Minicircle PCR—-RFLP

Isolates from the same 2 patients before and after
treatment did not show any difference in their restric-
tion patterns (Fig. 3), indicating that relapses, rather
than reinfections, had occurred in these individuals.
Isolates from different biological samples obtained from
the same patient or dog also produced identical restric-
tion patterns, indicating that it was not possible to

Al

Fig. 1. Random amplified polymorphic DNA (RAPD) pat-
terns obtained from Leishmania infantum isolates using pri-
mers A7 (top) and Al (bottom) (zymodeme designations are
given in parentheses). Lanes 1 & 9, canine isolates (MON-1);
lane 2, immunocompetent human isolate (MON-1); lanes 3-
8, HIV | human isclates (lancs 3, 6 & 7, MON-1; lancs 4,5 &
8, MON-34). M = PCR molecular size marker (Sigma).

Table. Frequency of zymodemes found in isolates of Leishmania infantum
from human and canine hosts in Majorca

Zymodemes
Hosts MON-1 MON-24 MON-34 MON-108
Human 38 (70-4%) 6 (11-1%) 10 (18-5%) -
Canine 36 (94-7%) - - 2 (5-3%)
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Fig. 3. Kinetoplast DNA minicircle restriction patterns ob-
tained using endonuclease Hpall and Leishmania infanimt
isolates from 2 patients (A and B), before (A1, B1) and after
(A2, B2) weatment. M — PCR molecular size marker (Sigma).

establish any relationship between restriction pattern
and tropism of a particular strain (Fig. 4).

The one strain isolated from a phlebotomine sand fly
yielded a restriction partern identical to that of a canine
stock (Fig. 3). One stock isolated from an immuno-
competent subject also produced the same pattern as a
canine stock.

A dendrogram was construcred by the unweighted
pair group method with arithmeric average (UPGMA)
from the genetc distances derived from the RFLP data
(Fig. 6). The isolates formed 2 main clusters (I and II),
Cluster TI contained only strains from HIV-infected
patients. Cluster I consisted of 4 minor clusters (A, B,
C and D). Cluster A contained only canine stocks;
other isolates from co-infected patents (only) were
present in cluster B and strains from dogs, sand flies
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Fig. 2. Intergenic ribosomal tvping (IRT) restriction patterns
obtained using 3 endonucleases (A, Alul; B, Sphl; C, HaeIII)
after IRT—polymerase chain reaction amplification of Letsh-
mania {nfantiem isolates (zvmodeme designations are given in
parentheses). The initial lane contained PCR molecular size
marker (Sigma); subsequent lanes (not numbered in photo-
graphs) 1 & 9, canine isolates (MON-1); 2, immunocompe-
ent human isolate (MON-1); 3-8, [IIV+ human isolates
(lanes 3, 6 & 7, MON-1; lanes 4, 5 & 8§, MON-34).

Fig. 4. Kinetoplast DNA minicircle restriction patterns ob-
tained using endonuclease Hpall and differsnt samples ob
tained from the same patient with Leishmania infannon. Lanes
1, 2 & 7, peripheral blood before (1 & 2) and after (7)
treatment; lanes 3, 1 & 6, bone marrow before (3) and after (4
& 6) rreatment; lane 5, skin sample after treatment. M = PCR
molecular size marker {Sigma),

and immunocompetent patients and strains from dogs,
HIV-infected and immunocompetent patients were
grouped in clusters C and D, respectively.

Discussion

L. infantum stocks isolated from patients co-infected
with HIV and VL have already been extensively char-
acterized enzymatically in Italy (GRAMICCIA et al.,
1995), Spain (JIMENEZ et al., 1995, CHICHARRO er al.,
1999) and, to a lesser degree, France and orher Medi-
terranean countries such as Portugal, Greece and Al-
geria (PRATLONG er al, 1995). The studies have
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Fig. 5. Kinetoplast DNA minicircle restriction patterns ob-
tained using endonuclease Tagl and isolates from sand flies
(lanes 1 & 2) and an identical canine isolate (lane 3); unla-
belled lanes contained other canine isolates. M = PCR mole-
cular size marker (Sigma).

revealed new zymodemes, greater variability and viscer-
alization of normally dermotropic zymodemes.

Our study of L. infantum in Majorca has revealed less
variability than on the mainland (dara obtained in our
laboratory during the last 10 years), and did not identi-
fy any zymodemes that had not previously been de-
scribed. This was possibly due to the fact that Majorca
is un island, and thus 1 closed ccological niche, where
the influx of individuals from endemic areas is lower
than that in other regions of Spain, such as Madrid.

However, on this island, as in other Mediterrancan
countries (reviewed by ALVAR er al., 1997), it is com-
mon to isolate normally ‘cutaneous’ zymodemes from
the bone marrow of co-infected patients. This viscerali-
zation in HIV-infected subjects is possibly due to their
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anergic state. Thus, the tropism of L. infanuen for skin
or viscera and its virulence may be influenced by the
immunological state of the host more than by the
biochemical characteristics of the strain (GRADONT &
GRAMICCIA, 1994; [IMENEZ. e al., 1995).

Since the extreme variability of L. infantum in sub-
jects co-infected with HIV has been well demonstrated,
one should consider the relationship between the use of
zymodeme characterization and other tools. Isoenzyme
characterization is an extremely useful taxonomic tool
for epidemiological purposes, but it has some limit-
ations when it is necessary to follow one stock individu-
ally. The PCR-RFLP reported in this paper has shown
extreme reproducibility as well as a high degree of
reliability. The use of at least 6 restriction endonu-
cleases in each assay enables us to assert with confi-
dence the similiarity, or dissimilarity, between 2 strains.
Other advantages of the rechnique include its simplicity
and rapidity compared with isoenzyme characteriza-
ton; once the total DNA has been extracted, it takes
only several hours to obrtain the final resulrs.

Minicircle sequences evolve rapidly (ROGERS &
WIRTH, 1988). In spite of this, the stability of certain
minicircles has been reported, even in very distant
geographical areas (GUTIERREZ-SOLAR er al., 1995),
which suggests the possibility of finding considerable
homogeneity among the minicircle restriction patterns
from sequential isolates from one particular patient,
We have isolated stocks from some patients after a time
interval of 3 years, and found that they had maintained
their minicircle restriction profiles. Thus this PCR—
RFLP allowed us to confirm that the same strain can
survive unchanged throughout a long period of time.

We reported that the facts that a strain isolated from
a phlebotomine sand fly gave a restriction partern
identieal 1o that of a canine stock, and that a stock from
an immunocompetent subject yielded the same pattern
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as 2 canine stocks, fit well with the known zoonotic
cycle of Leishmania.

The grouping of many Leishmania isolates from
HIV-infected patienrs into a single cluster supports the
existence of an anthroponotic cycle, as previously pro-
posed by our group (ALVAR et al., 1996, 1997), in
which syringes have been substituted for sand flies and
certain clones have been spread among intravenous
drug users. This contrasts with the clusters (A, B, C
and D in Fig. 6) that represent the zoonotic cycle,
involving dogs, sand flies and humans (both immucom-
petent and immucompromised).

The points discussed above and the variability of L.
infantum strains in Majorca possibly fit with a clonal
population structure, in which the clones appear to be
stable over large geographical areas and long periods of
time. To assess whether L. infantum does indeed have a
clonal population in Majorca, we should require data
concerning segregation and recombination, the 2 fun-
damental genetic consequences of sexual reproduction,
and therefore we need to determine their presence or
absence in this population (TIBAYRENC er al., 1990).
As we do not have these data, we are unable to reach a
conclusion about this. Nevertheless, we must take into
account the fact that genetic recombination, and there-
fore sexual reproduction, could occur, as has been
previously reported (KELLY et al., 1991). The hypoth-
esis of clonality does not rule our the possibility of
occasional genetic recombination, but rather indicates
that such recombination is not important enough to
alter significantly the prevailing pattern of a clonal
population structure. Moreover, such a hypothesis does
not imply that the stocks characterized as identical on
the basis of, for example, isoenzymatic typing are ne-
cessarily a completely homogeneous set, but rather that
they are families of related clones. This point is relevant
to the clones characterized by PCR-RFLP within zy-
modeme MON-1. In our particular study in Majorca, if
genetic recombination had occurred, phylogenetic
analysis of the degree of similarity among the clones
would have shown greater variability than we have
observed, as a general rule. However, the temporal
stability of clones has been demonstrated with the aid
of the minicircle PCR-RFLI® tcchnique, Taking into
account the mutation rates of kineroplast minicircle
DNA that have been widely reported, the maintenance
of the restriction pattern throughout 2—3 years is feasi-
ble only with a clonal population structure. Recently,
TIBAYRENC & AYALA (1999) have proposed the idea of
‘epidemic clonality’ (bouts of clonal propagation in a
sexual species) as an alternative to true clonal evolu-
tion, instead of just sexual or clonal. They also made a
distinction between ‘structured’ and ‘non-structured’
species. Within non-structured species, genetic ex-
change is frequent enough to prevent the appearance of
separate evolutionary lineages. Non-structured species
may conform either to the model of epidemic clonality,
or simply to a model of panmixia. Structured species
are subdivided into discrete evolutionary units that
correspond either to stable clonal lineages or to cryptic
species. All these questions give rise to the difficulty of
defining a ‘true clonal strucrire’. Further studies based
on linkage disequilibrium (non-random association be-
tween genotypes at different loci) with a greater num-
ber of stocks must be carried out in order ta clarify the
population structure of L. infantum in Majorca. Never-
theless, the data presented in this paper strengthen the
possiblity of L. é#fanim constituting a clonal popu-
lation in this particular area.
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In the Mediterranean basin, Leishmania infantum is a major opportunistic parasite in people
with acquired immunodeficiency syndrome (AIDS), and up to 9% of the patients with AIDS
suffer from newly acquired or reactivated visceral leishmaniasis, Distinguishing between rein-
fections and relapses in these patients is important because some apparent treatment failures

In the Mediterranean basin, Leishmania infanium is the infec-
tious agent of both visceral leishmaniasis (VL) and cutaneous
leishmaniasis (CL) and has been shown to be an important op-
portunistic parasite in patients with AIDS. VL is the clinical
form most frequently associated with human immunodeficiency
virus type | (HIV-1) and AIDS in southwestern Europe, and up (o
9% of people with AIDS suffer from newly acquired or reacti-
vated VL. Another cause for concern is the increased number
ol cases of coinfection in eastern Africa and the Indian subconti-
nent, which is due to the simultaneous spread and geographic
overlap of both diseases and periodic epidemics of VL [1].

The VL and CL relapse/reinfection dichotomy is a major
toncern in patients with AIDS, who are at risk for opportunistic
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oceur in patients with new rather than reactivated infections. Isoenzyme characterization is lim-
ited for use in determining relapsed versus newly acquired leishmaniasis in human immunodefi-
ciency virus (HIV)-infected patients because of the variability of L. infantum and the predomi-
nance of the MON-1 zymodeme in people coinfected with HIV. A seminested polymerase chain
reaction (PCR) was used to amplify L. infantum minicircle kinetoplast DNA, and, after digestion,
the restriction fragment—-length polymorphism (RFLP) profiles showed that 3 (7.5%) of 40 pa-
tients coinfected with L. infantum and HIV had a new infection, whereas isoenzyme character-
ization indicated that all 40 patients had infection relapses. These results suggest the utility of
this PCR-RFLP analysis in detecting leishmaniasis reinfection in HIV-positive patients.

infections, In areas where the diseases are endemic, the rate of
reinfections might be higher than estimated. This could lead phy-
sicians to believe that treatment for relapsed infection failed
when, in fact, the patient has a newly acquired infection, There-
fore, the inability to distinguish relapses from reinfections might
be an important impediment to the evaluation of leishmaniasis
lreatment protocols.

Enzymatic characterization is the most common method used
tostudy the variability of Leishmania species, and this method has
shown the extremne variability of L. infantum in HIV-positive pa-
tients. However, half the Leistmania isolates from HIV-infected
persons belong to a single zymodeme (MON- 1), and isoenzyme
characterization cannot differentiate relapsed infections from
newly acquired infections when sequential isolates from the same
individual exhibit the same zymodeme. Several researchers have
developed molecular methods, mainly based on restriction frag-
ment—length polymorphism (RFLP) analysis, to resolve this
problem [2. 3]. The use of polymerase chain reaction (PCR)
and RFLP analysis of the amplified product to detect reinfec-
tions was successful in a preliminary study with 10 L. infantum
stocks from 5 HIV-positive patients [4]. The kinetoplast contains
~10000 minicircles of DNA. and the conserved region of these
minicircles is an ideal target for PCR assays.

Almost 809 of patients with VL respond initially to classic che-
motherapy (pentavalent antimony); however, the disease shows
a clear tendency to relapse in HIV-positive patients (27% and
60% of the patients relapse within 6 and 12 months, respectively,
after treatment), with the time between the first and second relapse
being shorter than the time between the first episode and first re-
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lapse |51, including in patients with HIV treated with highly active
antiretroviral therapy 6],

The intent of this study was to determine whether we could dis-
tinguish between reactivated and newly acquired leishmaniasis
infections. To that end. we used seminested (sn) PCR-RFLP
analysis of kinetoplast minicircles of DNA (KDNA) to monitor
and follow 40 patients with VL who were treated for Leish-
mania- HIV coinlection.

Materials and Methods

Parients.  Forty HIV-1~infected patients from Spain who were
suspected, on the basis of clinical data, of having leishmaniasis were
studied. HIV positivity was established by ELISA and confirmed by
Western blot analysis. All patients belonged to an open, randomized.
multicenter trial comparing the efficacy of amphotericin B lipid com-
plex againstantimonials. The results of this trial are the subject of a
different publication (authors’ unpublished data), Thirty-one pa-
tients were confirmed as having leishmaniasis, as determined by
bone marrow culture and/or microscopy: the other 9 cases were con-
firmed by PCR. Characteristics tor 3 of the study patients who were
determined to have new infections are summarized in tble 1.

Collection of bivlugic samples.  Bone marrow aspirate (200 uL)
and EDTA-treated blood (10 mL) samples were obtained on the day
of diagnosis and 1 month after trearment ended. When possible, sam-
ples were also obtained during follow-up (1-20 months after treat-
ment was completed).

Parasite stocks and preparation of toal genomic DNVA from cul-
ture. When possible, isolates of L. infanim were obtained from

Morales et al.
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bone marrow. The techniques used for culturing and extracting total
DNA have been described elsewhere [4, 7).

EDNA snPCR-RFLP analysis.  DNA extraction from blood
samples and bone marrow aspirates has been described elsewhere
[8]. In brief, for the first amplification, 5 uL of DNA solution was
added to 20 L of PCR mix containing 15 pmol specific Leishman-
iv primers DRJ, 3-CGA TTT TTG AAC GGG ATT TCT GCA C-
¥, and KLK2, 5-CTC CGG GGC GGG AAA CTG G-3'; 0.2 mM
dNTP (Amersham Pharmacia Biotech); 2 mM MgCls; 5 mM KCI;
75 mM Tris HCI (pH 9.0); 2.0 mM (NH.).SO.: 0.001% bovine
serum albumin; and 0.7 U of Tth (Thermus thermophilus) DNA
polymerase (Biotools-B&M Laboratories). A GenAmp System
2400 thermoeycler (Perkin-Elmer) was used with the following cy-
cling conditions: 80°C for 2 min, 94.5*C for 5 min. 35 cycles at
94°C for 30 s and at 68°C for 30 s, with an extension at 72°C for
305, followed by a final extension at 72°C for 10 min. Amplification
products were visualized on a 1.6% agarose gel, with a 100-bp DNA
ladder (Boehringer Mannheim) as a molecular weight marker, and
stained with ethidium bromide (10 mg/mL), Samples with an 800-
bp PCR product were considered to be positive for Leishmania DNA.

In the snPCR amplification, the reaction consisted of the reampli-
fication of the previous PCR product, to improve the sensitivity and
specificity of the reaction: 5 L of a 1:200 dilution of the first PCR
product was added to 20 pL of PCR mix under the same conditions
as the first amplification, with 7.5 pmol DRJ primer and 7.5 pmol of
new Leishmania-specific primer AIS31, 5-GGGGTTGGTGTAA-
AATAGGGCCGG-3'[9],0.7 U of Tth, and a new annealing tempera-
ture in the cycling parameters (70°C). Amplification reactions were
visualized on 1.6% agarose gel, and positive samples yielded a PCR
product of 780 bp.

Table 1. Data for human immunodeliciency virus type l-paositive patients in Spain who were determined
o have newly acquired Leishmania infections, by use of seminested polymerase chain reaction—restriction
lragment-length polymorphism analysis of kinetoplast minicircles of DNA (KDNA snPCR-RFLP).

Result of kDNA

Patient code, date biologic Zymodeme
samples obtained” snPCR-RFLP analysis Therapeutic regimen” type
GRI Amphotericin B lipid complex (3 mgfky) MON-34
intravenously once daily for 5 days
26 Oct 1998, A
| Dec 1998, B
19 Muy 1999, C Shift of the RFLP pattern,
indicating reinfection
IAE Amphotericin B lipid complex (3 mg/kg) MON-|
intravenously once daily for 10 days
16 Apr 1998, A
24 Jun 1998 B
13 Oc1 1999, C Shift of the RFLP pattern,
indicuting reinfection
AFB Amphotericin B lipid complex (3 ma/kg) MON-24
intravenously once daily for 5 days
7 Oct 1997, A

28 Oce 1997, B Shift of the RFLP pattern,
indicating reinfection
10 Jun 1998, C

* A=C indicute, respectively, sumples obtained on the day of disgnosis (before treatment), | month after treatment ended,
and during follow-up (up to 20 months after reatment ended).
" Treatment failed in all 3 patients.
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In all assays, negative controls without DNA and negative con-
trols with healthy human DNA were used. A positive control (DNA
from 10 promastigotes) was also used,

Restriction analysis,  Digestions were carried out as described

elsewhere [4]. To assure that partial digestions were not oceurring,

sumples were electrophoresed at a wide range of digestion times.
Cloning and DNA sequencing.  Fifty randomly selected PCR

products were subcloned in a vector system (pGEM-T; Promega),

Ten clones from each product were sequenced on a DNA sequencer
(ABI Prism. model 377; Applied Biosystems).
Parasite cloning.  The cloning method we used has been described

elsewhere [10]. In brief, a single parasite was isolated from a limiting
dilution into « 96-well plate and transferred onto a hlood-agar plate

alter examination by microscope. It was then cultured under the

same conditions as the parent strain.

Results

The first PCR, using DNA from L. infanrtum, resulted in a single
product of 800 bp, whereas the second PCR product was a frag-

A1 2 3 M4 5 6
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ment of 780 bp. Subcloning these 2 products in a commercial
vector system and sequencing revealed that a major minicircle
class was always amplified in each isolate, indicating that restric-
tion patterns did not randomly appear.

DNA samples from nonpathogenic flagellates (Leptomonas,
Phytomonas, Herpetomonas, Crithidia. Endotrvpanum, and Blas-
locrithidia species) were also used to test the specificity of this
PCR, and no amplification was observed.

Two or more pre- and posttreatment sequential samples were
studied for 40 patients who were coinfected with Leishmeania and
HIV and treated for VL. To distinguish between relapses and re-
infections, we tested 256 clinical samples and 56 Leishmania
stocks (derived from the bone marrow of patients) thal were cul-
tured in NNN medium. PCR-RFLP analysis of the samples re-
vealed that 3 (7.5%) of the 40 patients had a newly acquired infec-
tion, whereas all the putients were considered to have relapses by
isoenzyme characlerization.

Figure 153 shows sequential isolates from | of the HIV-Leish-
mania—coinfected patients. PCR was done on 6 bone marrow

Figure 1. Seminested polymerase chain reaction (PCR)=restriction fragment—length polymorphism (RFLP) analysis of kinetoplast minicircles

of DNA from patients coinfected with human immunodeficiency virus and Leishmarnia. A, Relapse of leishmanias

as determined by use of 2

ditferent restriction enzymes, Hpall (lanes 1-3) and Rsal (lanes 4-6). 8, Sequential isolates from the patient represented in panel A, showing a

typical relapse of leishmaniasis over a 2-year period. Laney /-6, RFLP profiles obtained by digestion with Hpall of the second PCR product of
+ 0 bone marrow samples. C, Shift of RFLP patterns, revealing a newly acquired infection of patient GRI. Lanes I-3 and 4—6, Restriction profiles
* determined by use of Hpall and Tagl, respectively. Despite the maintenance of the zymodeme MON-34, lanes 3 and 6 have a clearly different pro-
- file that suggests a newly acquired infection, D, Reinfection of patient JAE, with a shift of RFLP pattern in lane 3, as determined by use of Hpall. E,

| Reinfection of patient APB, with a shift of RELP profile in lane 2, as determined by use of Hpall. A~E, Column M shows molecular size markers

| (2000, 1500, 750, 500, 300, 150, and 50 bp).
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samples. and the product was digested using Hpa 11, The restric-
tion patterns are identical. revealing a typical relapse, which was
dalso confirmed by isoenzyme analysis (zymodeme MON-1 was
characterized in all stocks). The last isolate sample for the patient
was obtained 2 years after the first. Another patient with relapse
is represented in figure 1A, giving evidence of the maintenance
of the profiles, regardless of the enzyme (Hpall or Rsal) used
for RFLP analysis.

Figures 1C, 1D, and 1 £ present examples of reinfection in 3
HIV-Leishmania—coinfected patients. Isoenzyme analysis had
determined the infections to be relapses (MON-1, MON-34, and
MON-24 were typed in the 3 stocks, respectively, before and
alter treatment), but KDNA snPCR-RFLP analysis clearly shows
different patterns. as determined by use of different restriction
endonucleases. Sequence data from isolates laken before and
after treatment from patient GRJ (GenBank access numbers:
AJ275326 and AJ275331) confirms the shift of RFLP profile.

To confirm that the different restriction patterns observed in
reinfections were not due o a mosaic structure population, we
cloned (in blood-agar plates) pre- and posttreatment strains iso-
lated from a coinfected and reinfected patient. Eight clones from
each strain were identical (in regard to PCR-RFLP profiles) to each
other and to the parental strain, suggesting that the new pattern,
which was thought to be a reinfection, was not formerly present
in the population of that strain.

When possible, we isolated and cultured the parasite from clini-
cal samples (36 Leishmania stocks isolated from bone marrow
samples of patients). In all these cases, PCR-RFLP profiles were
identical whether we worked directly with biologic samples or
with their respective cultured Leishmania stock, indicating that
cultures do not select any of the clones or affect the latter’s re-
striction patterns.

Discussion

In the Mediterrancan basin, L. infantum is extremely variable
i patients coinfected with HIV. Enzyme analysis has been widely
used to characterize these infections and it remains 4 useful tech-
nique for epidemiologic purposes or as a taxonomic tool: how-
ever, isoenzyme characterization has certain limitations when
individual stocks from the same HIV-coinfected patient need
to be tracked through time. In addition, > 50% of L. infantum stocks
isolated from HIV-positive subjects are MON-1 [11], and the het-
erogeneity of stocks identified as MON-| has been described
after analysis with more discriminating methods [12]. Thus, in
most cases, enzyme analysis does not reveal whether leishman-
lasis infections are due to relapses or newly acquired infections.

As expected. the snPCR detected extremely small amounts of
L. infantum in biologic samples from these patients, and we found
that the PCR was highly specific for Leishmania species and
that nonpathogenic flagellates. which are usually present in sam-
ples from immunocompromised patients, were nat amplified. The

JID 2002: 185 (15 May)

primers are expected to amplify all L. infantum minicircles pres-
ent in the sample, and. as discussed elsewhere [4, 13], only one
major minicircle class is found in the PCR product. In addition,
the kDNA snPCR-RFLP analysis that we used has shown excel-
lent reproducibility and reliability. We must take into account
that the use of 6 different restriction enzymes (1 per digestion) en-
sures the similarity or lack of similarity between the profiles ana-
lyzed. Unlike results with isoenzyme characterization, kDNA
snPCR-RFLP results can be obtained and interpreted within a
few hours once the total DNA has been extracted.

[tis remarkable that, in leishmaniasis relapses occurring long
after the original infection, the same restriction pattern has per-
sisted even though it has been proposed that minicircle sequences
evolve rapidly [14]. However, recent evidence [1 5] has shown
that the restriction sites utilized in PCR-RFLP analysis of the
major minicircle classes are conserved over a considerable time
(at least 2-3 years, the longest time patients in this study have
been monitored).

snPCR-RFLP analysis revealed that the restriction profiles
tor the 56 Leishmania stocks, which were cultured in NNN me-
dium. were identical to those from their respective biologic
samples, providing confirmation that culturing does not select
any specific clone and providing support for the use of these
faster molecular techniques to complement data from isoen-
zyme analysis. Moreover, in centain situations (e.g.. when con-
tamination is present), it is not possible to culture the parasite,

In this study. 3 (7.5%) of the 40 patients had a newly acquired,
rather than a relapsed, Leishmania infection. The shift in RELP
patterns might be due to the detection of a minority Leishmania
population remaining after chemotherapy. However. to our knowl-
edge, mixed infections due to L. infannum have not been reported,
thus providing support for the data presented here.

As determined by isoenzyme characterization of zymodemes,
all patients in this study had a relapse of leishmaniasis, and, al-
though Leishmania- HIV —coinfected patients have the tende ncy
to relapse after treatment [8], the fact that most of these HIV-
posilive patients are intravenous drug users increases their risk
of reinfection. Among these subjects, the habit of sharing syringes
provides a mechanical substitute (the syringe) for the natural vec-
tor (the sandfly) and confirms the increased risk of acquiring new
infections for such individuals [16].

In conclusion, use of kDNA snPCR-RFLP analysis could
provide more information for physicians to determine whether
leishmantasis infections that fail to respond to treatment are
newly acquired infections rather than isoenzyme analysis—
determined relapses.
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(0-14-0-91) for women who had used HRT at some point.
Our results suggest that use of HRT increases risk of breast
cancer, as could be expected in view of previous
epidemiological findings, and that tamoxifen use in women
using HRT seems to reduce risk of breast cancer to that of
non-users of HRT,

We have recorded no significant protective effect of
ramoxifen against breast cancer in women at usual or slightly
reduced risk of the disease in the expanded duration of
follow-up of this cohort, but this drug was effective in
women using hormone replacement therapy. No deaths from
breast cancer have yer been recorded in our trial. Continuing
follow-up of the tamoxifen intervention trials is needed to
assess further the effect of tamoxifen use on breast cancer
mortality and other long-term risks and benefits of such
treatment.
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Leishmania in discarded syringes
from intravenous drug users

I Cruz, M A Morales, | Noguer, A Rodriguez, J Alvar

Needle sharing by intravenous drug users (IVDUs) has heen
proposed as providing an alternative, artificial, and anthroponotic
cycle for leishmania transmission. We looked for parasites in
syringes discarded by IVDUs using two different PCR techniques.
Lelshmania spp were detected in 65 (52%) of 125 syringes
collected in southern Madrid, Spain, in 1998, and in 52 (34%) of
154 collected in southwestern Madrid in 2000-01. We found
shared restriction fragment length polymorphisms in 12 of 65
positive samples tested, suggesting that syringe sharing can
indeed promote the spread of leishmania clones among [VDUs.

Lancet 2002; 359: 1124-25

Epidemiological  studies have unexpectedly revealed
occurrences of coinfection with HIV and Leishmania spp in
southern Europe. Therefore, up to 70% of adult cases of
visceral leishmaniasis could be associated with HIV infection,
and up to 9% of all AIDS patients could have newly acquired
or reactivated visceral leishmaniasis. Many patients with
coinfection (50-92%, depending on the country)' are intra-
venous drug users (IVDUs), and needle sharing by these
individuals has been proposed as providing an alternative, arti-
ficial, and anthroponotic cycle for leishmania transmission.? In
support of this hypothesis,’ biochemical variants (zymodemes)
of Leishmania infantum that have been isolated from coinfected
IVDUs have not been seen in immunocompetent individuals
with leishmaniasis nor in the natural canine reservoir.
Furthermore, at least 52% of coinfected patients have amasti-
gotes in peripheral blood, whereas these are infrequently
detected in the peripheral blood of immunocompetent
individuals. Finally, entomological information suggests that
mechanical transmission is physically possible: the minute
volumes of infected blood (0:3-0-5 L) habitually ingested by
sandflies were found to be sufficient to start parasitisation via
the vector in 100% of all cases tested. IVDUs commonly share
0-3 mL of blood via syringes—an amount that would ensure
parasite transmission and explain the high prevalence of
visceral leishmaniasis among HIV-positive individuals.*

We aimed to further assess the role of shared syringes in
leishmania transmission among IVDUs. We first verified that
leishmania stocks isolated from an outbreak of leishmaniasis
among IVDUs in northeast Spain shared the same genotype
and zymodeme,’ and then looked directly for parasites in
syringes discarded by IVDUs. Syringes were obrained from
two exchange programmes: 125 samples (group A, southern
Madrid) were obtained in 1998, and 154 samples (group B,
southwestern Madrid) were obtained in 2000-01. DNA was
isolated from clotted blood inside the syringes (about 100 L)
by phenol/chloroform extraction, and was used for leishmania-
specific PCR analysis. This analysis involved two nested
PCRs—one to amplify kinetoplast DNA (e, the DNA within
the parasite’s mitochondrion), and the other to amplify
SSUrRNA gene regions (expressed by all Leishmania Spp).
Both PCR protocols are highly specific for leishmania, and do
not amplify DNA from non-pathogenic flagellates; an
important point, since infections with lower trypanosomatids
have been reported in IVDUs. Details of the PCR protocols
are available from the authors. To determine the genotypic
profiles of the leishmania parasites, we did a restriction
fragment length polymorphism (RFLP) analysis using the
product of the kinetoplast DNA PCR from samples in group
A. A similar RFLP analysis was not done on the group B
samples because of inadequate storage of these specimens.

Leishmania DNA was detected in 65 (52%) of 125 syringes
from group A, and 52 (34%) of 154 from group B by both
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From 85 syringes positive for Leishmania spp, the three genotypes shown (A, B, and C) were shared by three, three, and six syringes, respectively.

PCR technigues, with a concordance of 100%. RFLP analysis
of the group A syringes revealed that 53 samples had patterns
unconnected with any other sample, but that 12 had one of
three restriction profiles: one of which was shared by six
syringes, and the other two of which were shared by three
samples (figure).

The lower proportion of leishmania-positive blood samples
collected in 2000-01 compared with 1998 is probably
associated with the introduction of syringe-exchange pro-
grammes and the decrease in new cases of coinfection in Spain
since highly-active antiretroviral therapy started in 1997.

The number of shared RFLP patterns among the samples is
suggestive of the spreading of certain leishmania clones among
IVDUs via syringe sharing. One person sequentially using
several syringes could possibly have accounted for the
findings, but we cannot explore this possibility because of the
confidentiality issues involved with exchange programmes.
The high prevalence of leishmania infection in IVDU
populations is remarkable, and our findings lend support to
the theory of leishmania transmission by shared syringes.
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HMG CoA reductase inhibitor
(statin) and aortic valve calcium

David M Shavelle, Junichure Takasu, Matthew J Budoff,
SongShou Mao, Xue-Qiao Zhao, Kevin D Q'Brien

There is no known pharmacological therapy for calcific aortic
valvular sclerosis or stenosis. Because leaflet calcification
occurs in areas of lipoprotein deposition, we hypothesised that
3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A (HMG COA) reductase
inhibitors (statins) might slow aortic valve calcium (AVC)
accumulation. We retrospectively identified 65 patients who had
undergone two electron-heam computed tomography scans at a
mean (SD) interval of 2.5 (1-6) years. 28 (43%) patients were
receiving statins. Patients who were treated with statins had a
62-63% lower median rate of AVC accumulation (p=0-006) and
44-49% fewer statin patients had definite AVC progression
(p=0-043). These findings suggest that statins may decrease
AVC accumulation.

Lancet 2002; 359: 1125-26

Aortic  valvular sclerosis, defined as thickening and
calcification of a trileaflet aortic valve without obstruction to
left ventricular outflow, is a common disease in the elderly.
Progressive leaflet calcification and fibrosis can lead rto
obstruction of left ventricular outflow (aortic stenosis). At
present, no pharmacological therapy has been shown rto
decrease the rate of leaflet calcification or frequency of clinical
events in patients with calcific aortic valve disease.

Aortic valve calcification (AVC) occurs in areas of
lipoprotein deposition,' and raised LDL concentrations are
associated with an increased risk of aortic sclerosis.” Electron-
beam computed tomography (EBT), which has been used
to quantify coronary artery calcification,' is also a highly
reproducible method of quantifying AVC. Because
3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A (HMG CoA) reduc-
tase inhibitor (statin) use has been associated with a decrease
in EBT-assessed coronary calcium accumulation,’ we hypoth-
esised that EBT might indicate an association between statin
use and AVC accumulation.

We did a rerrospective analysis on 620 asymptomaric
patients referred to a single centre by their community-based,
primary physicians for EBT scanning to assess coronary artery
calcium, and who had undergone two consecutive EBT scans
at least 6 months apart. Patients gave informed consent and
the Harbor-UCLA Ethics Committee approved the protocol.
Exclusion criteria were a history of left ventricular dysfunction;
clinical evidence of coronary artery disease, such as angina
pectoris, previous coronary bypass surgery or coronary
angioplasty; or AVC score less than 10 on the initial scan.

Of the 65 patients who met study inclusion and exclusion
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