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1. Biología de Leishmania 
 
La leishmaniasis es un conjunto de enfermedades que afectan a vertebrados 

superiores entre los que se incluye el hombre. Están causadas por protozoos parásitos 

pertenecientes al género Leishmania de la familia Trypanosomatidae. Los cuadros 

clínicos  son muy diversos y dependen tanto del estado inmunológico del hospedador 

como de la especie causante de la infección, con al menos 20 especies patógenas 

para el humano (Handman, 2000).  
 
1.1 Filogenia y taxonomía 
 
Este protozoo flagelado está 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; modificado 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 función del 

lugar de reproducción en el tracto digestivo del vector (Lainson et al., 1979; 1987): 

subgénero Leishmania (Saf'janova, 1982) con desarrollo suprapilórico de los 

flagelados y subgénero  Viannia (Lainson and Shaw, 1987) de multiplicación 

peripilórica. En la Figura 1 se muestra un esquema con la taxonomía actualizada del 

género Leishmania.  
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Figura 1. Clasificación del género Leishmania, basada en caracteres intrínsecos 
(isoenzimas) y taxonomía numérica. (Rioux et al., 1990; Dedet, 1993; Thomaz-Soccol et al., 
1993a; 1993b) 
 
 
Familia Género  Subgénero  Especie 
 
  Endotrypanum    L. donovani 
        L. archibaldi    
        L. infantum (syn. L. chagasi) 

  Phytomonas     L. tropica 
        L. killicki 
        L. major 

  Trypanosoma     L. gerbilli   

     Leishmania  L. arabica 

T        L. aethiopica 
R  Sauroleishmania       
Y        L. mexicana (syn. L. pifanoi) 
P   
A 
N                                                                                       L. amazonensis (syn. L. garnhami) 
O  Leishmania                               L. aristidesi    
S        L. enrietti 
O                             L. hertigi    
M                                                             L. deanei 
A  Blastocrithidia 
T                  L. turanica* 
I                             L. venezuelensis* 
D         
A        L. braziliensis 
E  Herpetomonas     L. peruviana 
         
                  L.guyanensis 
        L. panamensis 
        L. shawi 
  Leptomonas 
     Viannia  L. lainsoni 
         
        L. naiffi 
 
        L. colombiensis* 
   
  Crithidia     L. equatorensis* 
 
* Especies sometidas a reclasificación. 
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1.2 Ciclo biológico 
 
Leishmania es un parásito digénico, es decir, realiza parte de su ciclo biológico 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 

promastigote, Figura 2), y otra parte en el 

hospedador vertebrado (gran variedad de 

géneros) principalmente en los macrófagos, en 

forma aflagelar o amastigote (Figura 3).  

 Cuando el flebotomo parasitado ingurgita 

sangre de un vertebrado, inocula, acompañado 

de su saliva, los promastigotes existentes en la 

probóscide. Una vez que el parásito se 

encuentra en los capilares cutáneos del 

hospedador vertebrado, se produce una 

fagocitosis por parte del macrófago, que lo 

engloba en una vacuola parasitófora para 

tratar de eliminarlo, mediante una cascada de 

metabolitos derivados del oxígeno, entre 

otros el óxido nítrico y la liberación de 

hidrolasas lisosomales vertidas en el interior 

de la vacuola parasitófora. Leishmania evade 

estas reacciones inespecíficas del macrófago 

para sobrevivir y multiplicarse en su interior. 

La progresión de la enfermedad dependerá de si los amastigotes sobreviven a estas 

reacciones por parte de los macrófagos, 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 días alcanzan la capacidad infectiva 

(metaciclogénesis); en este momento las leishmanias se encuentran ya en la 

probóscide del flebotomo, pudiendo ser inoculadas a otro hospedador vertebrado, 

cerrándose así el ciclo (Molyneux y Killick-Kendrick, 1987). 

En la Figura 4 se muestra un esquema detallado del ciclo biológico (modificado 

de Chang et al., 1985)  

Figura 2. Formas promastigote. Tinción de 
Giemsa de un cultivo de leishmanias. 
www.who.int/tdr 

Figura 3 . Formas amastigote. Tinción de Giemsa 
de un frotis de una biopsia esplénica. 
www.who.int/tdr 
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Figura 4. Ciclo de Leishmania en los hospedadores vertebrado e invertebrado 
 
1.- Promastigotes en capilares sanguíneos después de la picadura del flebotomo. 2.- 
Fijación y fagocitación de los promastigotes en un macrófago. 3.- Fusión del fagosoma 
y lisosoma. 4.- Diferenciación del promastigote en amastigote. 5.- Multiplicación del 
amastigote en la vacuola parasitófora. 6.- Multiplicación intravacuolar de amastigotes. 
7.- Ruptura del  macrófago y liberación de amastigotes. 8.- Fagocitosis de amastigotes 
libres por otros macrófagos. 9.- Ingestión de macrófagos parasitados cuando el 
flebotomo ingurgita sangre. 10.- Ruptura del macrófago y liberación de amastigotes en 
el tracto digestivo del flebotomo. 11.- Multiplicación de amastigotes y diferenciación en 
promastigotes. 12.- Multiplicación de promastigotes e inserción de flagelos entre los 
microvilli del endotelio digestivo. 13.- Multiplicación en región pilórica e íleo con 
flagelos fijándose en la pared. 14.- Promastigotes con los flagelos unidos a la cutílica 
del intestino anterior. 15.- Promastigotes infectivos libres en la probóscide 
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1.3 Morfología 
 
Leishmania fue descrito en 1903 por Leishman, Donovan y Wright y, como ya se ha 

visto en el ciclo biológico, pasa por una serie de etapas con diferente morfología. En el 

hospedador vertebrado, se encuentra la forma de amastigote, caracterizada por su 

forma oval, con un tamaño de 2-3 µm y carente de flagelo. En el vector invertebrado se 

localiza la forma promastigote, con un tamaño de 15-24 µm x 2-4 µm y un único 

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). Según va progresando hacia porciones anteriores del estómago 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 días después de haber entrado en el 

insecto, el promastigote pierde la adherencia y el flagelo se hace muy largo en 

comparación con el cuerpo. El promastigote ya no se multiplica, pero recupera el 

poder infectivo, y está situado en la hipofaringe del díptero, libre y en condiciones de 

poder ser inoculado; en este momento se le conoce con el nombre de promastigote 

metacíclico (Sacks and Perkins, 1984). Una vez que el promastigote ha sido inoculado 

en el hospedador vertebrado el cuerpo se ovala; en esta fase al parásito se le 

denomina paramastigote (Walters, 1993). Una vez en el macrófago, el amastigote 

adquiere la forma típica durante las primeras 24 horas. 

 

Tanto el promastigote como el amastigote son células bien organizadas. La 

membrana plasmática es una bicapa lipídica y se encuentra tapizada por un glucocálix 

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 parásito. Las principales moléculas que forman este glucocálix 

son una glicoproteína de 63 kDa (gp63), otra de 46 kDa (gp 46) y el lipofosfoglicano 

(LPG). La glucoproteína de 63 kDa (gp63) es una metaloproteinasa polimórfica y 

conservada entre las distintas especies de Leishmania. Está presente en las dos 

formas del parásito, alcanzando las 500.000 copias por célula en el promastigote 

(McKerrow et al., 1993). En los amastigotes aparece en menor número y localizada en 

el interior de lisosomas (Ilg et al., 1993). La glucoproteína de 46 kDa (gp 46) presenta 

unas 400.000 copias por promastigote. Está presente en el Subgénero Leishmania, 

pero no así en Viannia, siendo su principal característica la resistencia a la proteolisis 

(Rivas et al., 1991). Por último, el lipofosfoglicano (LPG) es otro glucoconjugado, 
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implicado en el anclaje del parásito al macrófago y a las microvellosidades intestinales 

del insecto, y en la inhibición de la respuesta oxidativa y la producción de óxido nítrico 

por parte del macrófago (Turco y Descoteaux, 1992). En el promastigote está presente 

en un número muy alto de copias, entre 1 y 1.5 millones por célula, sin embargo, en el 

amastigote es muy poco abundante. 

 

Además de los orgánulos comunes a otros eucariotas, Leishmania posee 

ciertas particularidades que le diferencian. Debajo de la membrana citoplasmática 

encontramos una red de microtúbulos subpeliculares siguiendo una trayectoria 

helicoidal con respecto al eje longitudinal de la célula. Esta red de microtúbulos se 

extiende por todo el cuerpo celular dejando libre la porción correspondiente a la bolsa 

flagelar, donde quedan confinados los procesos de endo- y exocitosis. Esta red 

proporciona una morfología estable y cierta movilidad contráctil. El glucosoma es un 

orgánulo único 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 orgánulo lisosomal muy 

voluminoso que contiene, entre otras enzimas típicas de lisosomas, una alta 

proporción de cisteín-proteasas asociadas a la capacidad invasiva de los amastigotes 

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

 

Se acepta de forma general que la multiplicación de Leishmania es asexual 

(agamogonia). Se realiza por bipartición longitudinal de los promastigotes, excepto en 

las formas metacíclicas que no se dividen. Primero lo hace el núcleo, luego el 

corpúsculo basal, a continuación se forma el flagelo para finalmente dividirse el 

citoplasma. Los amastigotes se dividen bien por bipartición o bien  por división 

múltiple. 

 

1.4 Organización genómica 
 
Los protozoos pertenecientes al orden Kinetoplastida poseen un ADN genómico 

(ADNg) localizado en tres compartimentos: en el núcleo, como ADN cromosómico, en 

la mitocondria o kinetoplasto, formando una red de maxi- y minicírculos (ADNk) 

(Simpson et al., 1980) que se replica independientemente y es inusual en la 

naturaleza, y en el citoplasma como ADN extracromosómico. El ADNk es rico en A+T 

(72-73%) a diferencia del ADN cromosómico, rico en G+C (>60%) (Álvarez et al., 

1994). 
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Figura 5. Microscopía electrónica del ADNk de Leishmania. 

Cedido por  D.C. Barker 

El material genético de los protozoos del orden Kinetoplastida está organizado 

en cromosomas que, al no condensarse en ninguna fase del ciclo mitótico (Vickerman 

y Preston, 1970), no pueden ser visualizados con el microscopio óptico, lo que impide 

su análisis citogenético convencional. La introducción de la técnica de electroforesis en 

campo pulsado (PFGE) ha permitido obtener un patrón del cariotipo de Leishmania, 

pero es extremadamente polimórfico y complejo. En general, se acepta que 

Leishmania posee un genoma constituido por 20-36 cromosomas con un tamaño de 

150 kilobases en los minicromosomas y de 4 megabases en los de mayor tamaño 

(Van der Ploeg et al., 1984). Aunque no ha sido posible determinar con certeza el 

carácter diploide del genoma de Leishmania, en general existe un consenso sobre ello, 

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

 

El kinetoplasto se encuentra dentro de la membrana mitocondrial y está 

presente en todos los protozoos del orden Kinetoplastida (Barker y Arnot, 1981). Es un 

disco visible al microscopio óptico con un diámetro de 1-2 µm. Contiene 

aproximadamente 107 pares de bases. Está situado dentro de la membrana 

mitocondrial, en la base del flagelo, 

y aparece en todos los 

kinetoplástidos. Representa hasta 

el 20% de todo el ADN del parásito 

y está formado por una red de 

moléculas circulares (maxicírculos 

y minicírculos) concatenadas 

covalentemente (Simpson, 1979) 

(Figura 5). El ADNk contiene unos 

50 maxicírculos (30-40 kilobases), 

que contienen los genes que 

codifican el ARN ribosomal y 

algunas proteinas mitocondriales  

(Benne et al., 1983), y de 10.000 a 20.000 minicírculos, con un tamaño que oscila 

entre 400 y 2500 pares de bases, dependiendo de la especie. En cada minicírculo 

existe una región muy conservada de unos 120 pares de bases y una región variable 

de unos 700 pares de bases. Poseen los ARN guías, y forman parte de la estructura y 

la división del kinetoplasto (Arts y Benne, 1996) (Figura 6). 
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Figura 6. Esquema básico de la organización general de un minicírculo de 
Leishmania.  

 

 

 

 

Recientemente ha sido descrito un marco abierto de lectura (ORF) en la región 

variable de una familia de minicírculos de Leishmania donovani. La proteina codificada 

presenta homología con proteínas transportadoras de membrana conocidas, TAP-1 y 

TAP-2 (Singh y Rastogi, 1999). En Leishmania existen entre 8 y 20 familias de 

minicírculos que presentan una serie de secuencias con un tamaño que oscila entre 

las 300 y las 600 pares de bases y que están altamente repetidas (CSB, Conserved 

Sequence Blocks), conocidas como CSB1, 2 y 3. Las leishmanias presentan un 

numero limitado de familias de secuencias, cuyo número, 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 minicírculos. Esto significa que una gran cantidad de copias (más 

de 3.000) de unas pocas secuencias de entre 300-600 pares de bases estarán 

disponibles para estudios de secuenciación y diseño de cebadores (Barker, 1987; 

Desjeux et al., 2001). Las secuencias de los minicírculos pueden variar por mutación o 

recombinación con otras cadenas de minicírculos 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 minicírculos, 

pertenecientes a una misma clase, de leishmanias geográficamente muy distantes, así 

como dentro de la misma especie (Gutiérrez-Solar et al., 1995; Lambson et al., 1999; 

2000). 
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Ciertos fármacos como la pentamidina interactúan directamente con el ADNk, 

interfiriendo en su replicación y transcripción, además de modificar su conformación 

estructural, es decir, la red concatenada sufre modificaciones apreciables (Basselin et 

al., 1998). El significado de estos cambios no está prefectamente claro, pero se ha 

propuesto el término “transkinetoplastidia”, para explicar cómo ante la presencia de 

ciertos fármacos (pentamidina, arsénicos y tunicamicina), se produce un cambio en la 

replicación de los minicírculos, que conduce a que las familias minoritarias, tras varios 

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

 

1.5 Reproducción del parásito: clonalidad o sexualidad 
 
Últimamente se ha ido sugeriendo la posibilidad de que durante el ciclo biológico de 

muchos protozoos parásitos, puede tener lugar un intercambio genético. Las dos 

consecuencias genéticas fundamentales de la reproducción sexual son segregación y 

recombinación; su ausencia en poblaciones naturales indicaría la inexistencia por tanto 

de este tipo de reproducción. Se ha podido demostrar que Leishmania sufre 

recombinación 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 

teoría general de reproducción clonal para los protozoos parásitos (Tibayrenc et al., 

1990; 1991). Se postula que una especie es clonal cuando sus descendientes son 

idénticos a los progenitores. Esta teoría clonal no contradice la aparición de 

recombinación genética en poblaciones naturales del parásito, simplemente  que éstas 

no son lo suficientemente frecuentes para romper los patrones de prevalencia de la 

estructura de la población clonal. Es más, estudios de segregación genética en cepas 

de Leishmania aisladas de pacientes coinfectados por el VIH, sugieren que en estos 

pacientes el parásito también sigue un patrón clonal, con las implicaciones 

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

 

2. Clínica y epidemiología 
 
Los protozoos del género Leishmania causan las leishmaniasis, un grupo de 

enfermedades que cursan como úlceras cutáneas o como graves afectaciones 

viscerales. Entre estos dos polos hay una amplia gama de posibilidades clínicas. De 

acuerdo a la OMS, la leishmaniasis es endémica en 88 países, de los cuales la mayor 

parte (82%) son considerados países 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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Figura 7. Leishmaniasis 
visceral con esplenomegalia 
y abdomen distendido. 
www.who.int/tdr

Figura 9. Leishmaniasis 
mucocutánea, afectando al   
tabique nasal. www.who.int/tdr 

casos nuevos anuales, de ellos 500.000 viscerales y casi 1.500.000 cutáneos. De 

estos últimos, sólo 600.000 son declarados oficialmente. 

Unas 30 especies de flebotomos pueden ser infectados por el parásito cuando 

ingurgitan sangre de un hospedador que a su vez es reservorio. Éstos pueden ser 

humanos, animales de vida salvaje como roedores, o animales domésticos como el 

perro. La mayoría de las leishmaniasis son zoonosis rurales o periurbanas, 

infectándose el humano de manera esporádica, mientras que las formas 

antroponóticas son de transmisión fundamentalmente urbana. 

 

Las formas clínicas son: 

DLeishmaniasis visceral (LV). Es la forma más severa de la 

enfermedad. Es producida por L. donovani y L. infantum (L. 

chagasi en América). Otras especies cutáneas, como L. 

tropica, pueden visceralizar ocasionalmente (Sacks et al., 

1995). El periodo de incubación suele ser de unos dos meses, 

aunque puede llegar a los dos años, y la sintomatología es 

secundaria a la invasión de los órganos diana: bazo, hígado, 

médula ósea, mucosa intestinal, etc. (Figura 7). Además de 

fiebre, leucopenia y hepatoesplenomegalia, pueden aparecer 

diarrea, tos y pérdida de peso. Si no se trata, la mortalidad 

llega a alcanzar el 90%. Se distinguen la LV antroponótica o 

kala-azar producida por L. donovani y la LV zoonótica 

causada por L. infantum. Meses o años después de la forma 

antroponótica, aparentemente curada, pueden aparecer 

placas hipopigmentadas o nódulos indurados por la piel, 

conocida como leishmaniasis dérmica post-kala-azar, 

generalmente debida a un tratamiento ineficaz (Figura 8) . 

 
 

DLeishmaniasis mucocutánea (LMC). Después de una 

lesión cutánea en cualquier parte del cuerpo, las 

leishmanias pueden metastizar por vía linfática hacia la 

oronasofaringe produciendo perforación del tabique, 

llegando a afectar al paladar, dorso nasal, labio superior y 

pómulos (Figura 9).  

Los agentes causales son L. aethiopica, L. braziliensis, L. 

Figura 8.  Post-kala-azar 
afectando severamente al 
rostro www.who.int/tdr 
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Figura 10. Lesión facial en un 
niño por leishmaniasis cutánea. 
www.who.int/tdr 

panamensis, L. guyanensis, L. peruviana (sólo causa LMC por contigüidad con la 

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

 

DLeishmaniasis cutánea (LC). Puede producir un gran 

número de úlceras 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 espontánea. Los agentes causales son 

L. major, L. tropica (algunas formas cutáneas 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 

L. amazonensis (esta última puede también producir la 

leishmaniasis cutánea difusa, que no cura 

espontáneamente y es muy complicada de tratar). Las LC son las más frecuentes y 

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

 

2.1 Tratamiento de la enfermedad 

 

El tratamiento de las diferentes manifestaciones clínicas de la leishmaniasis se lleva a 

cabo con los mismos fármacos, tales como los antimoniales pentavalentes, la 

anfotericina B y la pentamidina, aunque la posología y la vía de administración difiere 

según los casos. La toxicidad asociada a estos fármacos leishmanicidas de uso 

común, junto con la aparición de fenómenos de resistencia a los mismos, ha originado 

la necesidad de obtener nuevos fármacos de diverso origen, como alternativa 

terapéutica. 

 

Antimoniales pentavalentes. 

Son los compuestos de primera elección  y los más extensamente usados en la 

terapéutica de la enfermedad desde hace 40 años. El grupo consta de dos formas 

comerciales: Pentostam® (estibogluconato sódico) y Glucantime® (antimoniato de 

meglumina). El principal efecto es un descenso en los niveles de ATP del parásito, 

debido a la alteración de la glucolisis y de la oxidación de ácidos grasos (Balaña-

Fouce et al., 1998). La dosis de fármaco empleada depende del contenido en 

antimonio (Sb) de éste. La O.M.S. recomendó en 1982 la administración de 20 

mg/Kg/día de Sb por vía venosa, con un máximo al día de 850 mg de Sb; sin embargo, 

la baja acumulación del fármaco en la piel, puede ocasionar variación en la posología 
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(Balaña-Fouce et al., 1998). Además, el uso generalizado de los antimoniales con 

dosis inadecuadas para el tratamiento  de la leishmaniasis canina podría ser uno de 

los orígenes de la aparición de resistencias (Croft, 2001). 

 

Anfotericina B. 
Es el fármaco de segunda elección después de los antimoniales pentavalentes. Se 

trata de un antibiótico macrocíclico de bajo espectro derivado de Streptomyces 

nodosus, cuyo modo de acción se basa en su unión al ergosterol de la membrana del 

parásito, 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 fármaco empleado principalmente en casos de 

leishmaniasis visceral recidivante y en áreas de alta resistencia a antimoniales. No 

obstante, en los últimos años se han desarrollado nuevas formulaciones del 

compuesto conjugado con lípidos, lo que ha mejorado su índice terapéutico, además 

de una disminución significativa de los efectos tóxicos en humanos (Balaña-Fouce et 

al., 1998). Estas moléculas lipídicas engloban medicamentos y liberan su contenido de 

manera retardada. El sistema utilizado más básico es el ABLC, formado por complejos 

lipídicos de 1600 a 6000 nm unidos a la anfotericina B en forma de madejas. Los 

liposomas son los sistemas de dispersión más utilizados. Son vesículas  de un 

diámetro menor de 100 nm, con una gran estabilidad, una vida media larga y sus 

efectos colaterales son mínimos. 

 

Pentamidina 
En los casos más resistentes a los antimoniales pentavalentes, se usa como sustituto 

a los mismos. Inhibe la síntesis de proteínas y fosfolípidos (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 síntesis 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 más severos que los del grupo de los antimoniales, acumulándose en hígado, 

cerebro y otros tejidos. 

 

Miltefosina 
Los análogos de la fosfocolina han sido utilizados como cancerostáticos para el 

tratamiento de las metástasis del cáncer 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 acción se basa en la estimulación tanto de los linfocitos T como  de la 

acción microbicida de los macrófagos, pero a diferencia de los antimoniales, su 

actividad no es T-dependiente, por lo que podría 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 formación de ergosterol a partir de lanosterol 

(Berman et al., 1984). El resultado es la alteración estructural de membranas 

subcelulares y la aparición de procesos autofágicos que acaban por producir la muerte 

de la célula (Balaña0-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 análogo de la adenosina que es 

captado activamente por la célula, que lo emplea para la formación de nucleótidos 

implicados en procesos energéticos en lugar de la adenosina, de esta forma, se 

produce un descenso rápido en los niveles de ATP intracelulares, afectando a los 

procesos metabólicos del parásito (Balaña-Fouce et al., 1998). 

 

Inmunoterapia. 

En ratones resistentes a la enfermedad se ha comprobado el desarrollo de una 

respuesta Th1, con producción de IFN-γ e IL-2 (Scott et al., 1988). La respuesta Th2 

conduce a la supresión de respuesta Th1 y a la activación de linfocitos B con 

producción de anticuerpos que son incapaces de eliminar al parásito intracelular. De 

esta forma, se ha observado que la administración conjunta de antimoniales 

pentavalentes e IFN-γ acelera la eliminación de los parásitos, reduciendo por tanto los 

períodos de tratamiento (Sundar et al., 1995). No obstante, se ha comprobado que la 

mejora en los sujetos tratados con antimoniales e IFN-γ va acompañada de un 

aumento en los niveles de IL-12 (Li et al., 1997). La combinación de Pentostam® e IL-

12 ha dado buenos resultados en ratones infectados con L. major, observándose un 

cambio de una respuesta Th2 a una Th1 más efectiva (Nabors et al., 1995). 
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Nuevas alternativas terapéuticas. 

El desarrollo en los últimos años de líneas de investigación orientadas a la obtención 

de nuevos compuestos con valor terapéutico frente a la leishmaniasis, se ve justificado 

ante la creciente aparición de problemas asociados al tratamiento clásico de la 

enfermedad. Entre éstos destaca la aparición de fenómenos de resistencia frente a los 

medicamentos tradicionales (Borst y Ouellette, 1995) seguido de la toxicidad asociada 

a los fármacos, la tolerancia a los mismos por parte del paciente dependiendo de su 

estado físico, la falta de un diagnóstico precoz que impida el aumento de la carga 

parasitaria, y el aumento del número de casos asociados a estados de 

inmunodepresión, 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 parásito. Esto significa que los enfermos 

coinfectados tienen difícil curación y explica, en parte, las frecuentes recaídas. Los 

antimoniales pentavalentes son los fármacos de primera elección en enfermos 

coinfectados, con una buena respuesta clínica (Medrano et al., 1992), pero no 

parasitológica. Se ha comparado le eficacia del antimoniato de meglumina y de la 

anfotericina B libre en estos enfermos, concluyendo que la elección de uno u otro 

medicamento viene determinada por la situación clínica previa (Laguna et al., 1999). 

Hasta que se comenzó a utilizar la terapia HAART, un 20% de los enfermos moría 

durante el tratamiento o en el mes siguiente, debido a su estado de inmunodepresión 

(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 recaídas por leishmaniasis (Villanueva 

et al., 2000). La anfotericina B libre siempre ha sido el tratamiento de segunda 

elección, por sus graves efectos secundarios, aunque ha quedado probada su utilidad 

(Laguna et al., 1999). Ante esta situación se está utilizando la anfotericina B 

liposómica, que consigue una respuesta inmediata muy buena pero sin evitar las 

recaídas (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 más las recaídas (Laguna et al., 2001). 
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2.2 Mecanismos de resistencia 
 
Los fenómenos de resistencia mencionados son posibles gracias a diversos 

mecanismos adaptativos del parásito: 

 

a) Amplificación génica. En presencia del agente terapéutico se produce la 

amplificación de los genes codificantes de las proteínas blanco del fármaco, con la 

consiguiente sobreexpresión de proteína; pero también aparecen amplificadas 

regiones del ADN no relacionadas de forma directa con dichas proteínas, tales como la 

región H, amplificada en casos de resistencia frente a fármacos no relacionados 

estructural ni funcionalmente (Beverley, 1991). Los casos de amplificación génica más 

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 amplificación de una región de ADN, 

denominada región R, que contiene el gen estructural de la DHFR-TS, con 

sobreexpresión de la enzima (Beverley, 1991). 

 
b) Cambios estructurales en proteínas. Otra de las vías para evadir la acción del 

fármaco consiste en la modificación de la proteína blanco sustituyendo los 

aminoácidos situados en el lugar de unión 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 sustitución de una metionina por una arginina en la 

posición 58 de la enzima, lo que impide la unión del MTX a la proteína, esencial para 

la inhibición (Arrebola et al., 1994). 

 
c) Modificación del transporte de fármacos. En muchos casos la resistencia viene 

dada por una entrada reducida del fármaco en el interior de la célula. Dicha reducción 

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

 
d) Multirresistencia a fármacos. En células tumorales multirresistentes se produce la 

sobreexpresión de una proteína de membrana de unos 170 kDa denominada 

glucoproteína P, que en un proceso dependiente de ATP expulsa el fármaco (Borst et 

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

compuesto citotóxico en un proceso dependiente de ATP (Sánchez et al., 1994). 
 
2.3 Leishmaniasis y SIDA. Coinfección 
  
En 1985 se asoció 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 según 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. Según las últimas 

estimaciones de UNAIDS y la OMS, 32 millones de adultos y 1.2 millones de niños 

vivían con el VIH en el año 2000, el 95% de ellos en países en vías de desarrollo 

(WHO, 2000). En los países 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 clínica más frecuentemente asociada con el VIH/SIDA. Esta 

coinfección se ha incrementado por la solapación entre la LV y el SIDA, debido a la 

introducción de la última en áreas rurales y de la primera en áreas suburbanas. Treinta 

y tres países han notificado hasta la fecha casos de coinfección (Figura11) 

 

 
 

 
Figura 11. 33 países con casos declarados de coinfección 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 España) entre enero de 1996 y junio de 1998 representan 

casi el 50% del total. La coinfección también está incrementanándose de manera 

notable en África (con brotes en Etiopía y Burkina Fasso) y en India, y se esperan 

cifras altísimas en los próximos años en estas regiones. España está a la cabeza en la 

notificación de casos de coinfección por Leishmania/VIH con el 58% de todos los 

casos declarados a la OMS. 

 

 Ha habido importantes cambios en los patrones epidemiológicos de la LV en 

Europa. Tradicionalmente era una enfermedad infantil, mientras que hoy la coinfección 

afecta sobre todo a adultos: el 77% de los pacientes coinfectados tienen edades 

comprendidas entre los 31-50 años. Esta distribución de edad coincide con la 

distribución de edad de los adictos a drogas por vía parenteral (ADVPs).   

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

casos de coinfección), muy por encima de otros grupos (Figura 12). 

 
 

En estos países del suroeste de Europa, hasta el 70% de los casos de LV en adultos 

están asociados con una infección por VIH y hasta el 9% de los pacientes con SIDA 

sufren de  LV (primoinfección o reactivada) (Desjeux y UNAIDS, 1998). Además, L. 

infantum está considerado como el segundo o tercer parásito oportunista más 

importante en nuestro medio (Medrano et al., 1992). 

 

Figura 12. Distribución 
por grupos de riesgo de 
la coinfección por 
Leishmania/VIH, en el 
suroeste europeo. 
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La fuerte asociación entre el parásito y el virus hizo pensar que las infecciones 

asintomáticas pasarían a expresarse clínicamente al producirse la inmunodepresión. 

Una segunda hipótesis propone además que la transmisión del parásito se realiza a 

través de las jeringuillas compartidas por ADVPs (Alvar y Jiménez, 1994; Alvar et al., 

1996; 1997), basándose en las siguientes observaciones experimentales y 

epidemiológicas: 

 

i) En los países con mayores porcentajes de coinfección, (España, Francia, Italia y 

Portugal), el grupo de riesgo más frecuente para la transmisión del VIH es la ruta 

intravenosa entre ADVPs (WHO, 1995). 

 

ii) Variantes bioquímicas (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). 

 

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

periférica (Martínez et al., 1993). 

 

iv) La información entomológica sugiere que esta transmisión es posible ya que 

mínimas cantidades de sangre infectada (0.3-0.5 µL), cantidad habitualmente 

ingurgitada por los flebotomos, es suficiente para comenzar la parasitación en el 100% 

de los casos estudiados (Molina et al., 1994). Por lo tanto es lógico pensar que el 

volumen de sangre compartido a través de las jeringuillas (el promedio es 50 µL) es 

más que suficiente para permitir la transmisión mecánica. Además, se han realizado 

infecciones experimentales desde pacientes coinfectados a ratones, con unas 

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

 

A partir de  todas estas  evidencias mencionadas se ha propuesto un esquema 

de transmisión mixto de L. infantum en los países mediterráneos (Alvar et al., 1997). 

Como se observa en la Figura 13, existe un ciclo zoonótico 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 antroponótico artificial, en el que el flebotomo ha sido sustituido 

por las jeringuillas compartidas entre ADVPs. 
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3. Caracterización de Leishmania. 
 
Existe una necesidad real de diferenciar y caracterizar las poblaciones de los parásitos 

para mejorar el diagnóstico y tratamiento, evaluar las recaídas y reinfecciones, y 

establecer el pronóstico y control. La morfología de las distintas especies es 

indistinguible, pero su curso clínico es muy variado. Además, la taxonomía del género 

no está definitivamente cerrada, por los límites que impone la multiplicación clonal. En 

general se utilizan métodos extrínsecos (procedencia del sujeto infectado, lesión), es 

decir, métodos basados en el fenotipo, frente a métodos de caracterización 

intrínsecos, que analizan el genoma del parásito, y que son más sensibles y 

específicos en taxonomía. 

 

3.1 Técnicas fenotípicas de caracterización.  
 
 La caracterización mediante isoenzimas ha sido la técnica de caracterización 

fenotípica más ampliamente utilizada. Son enzimas con la misma función pero que 

presentan diferente movilidad cuando se someten a un campo eléctrico (Marker y 

Figura 13.  Tomado de Alvar et al , 1997 
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Moller, 1959). El término “zimodema” hace referencia a las poblaciones de parásitos 

de una misma especie que poseen los mismos perfiles enzimáticos (Lumsden, 1977). 

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

acetato de celulosa, poliacrilamida y almidón, siendo este último el más utilizado, y el 

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

 

 La caracterización enzimática es la herramienta de referencia para estudios 

taxonómicos y epidemiológicos en Leishmania además de ser ampliamente utilizada 

en otros protozoos. El protocolo para la realización de isoenzimas está unificado en el 

sur de Europa, utilizando los mismos 15 sistemas enzimáticos y el almidón como 

sustrato. Se emplea el acrónimo “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 

bioquímicas entre L. amazonensis, L.braziliensis y L. guyanensis (Miles et al., 1980). 

Además el subgénero Viannia fue estudiado en profundidad (Evans et al., 1984) y el 

papel de reservorios y vectores en las especies americanas se resolvió aislando los 

parásitos de ellos y tipificándolos mediante isoenzimas. En el Viejo Mundo se aplicó 

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

 

La caracterización de cepas de L. infantum aisladas en la cuenca mediterránea, 

y más concretamente en España, 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 caracterización 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 esporádicamente en sujetos inmunocompetentes, y todavía no se 

han descrito en pacientes coinfectados con el VIH (Gállego et al., 2002) 
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La caracterización de cepas aisladas de pacientes coinfectados por 

Leishmania/VIH de diferentes países 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 coinfección y los zimodemas MON-24, MON-28, MON-29, MON-

33, MON-34, MON-77 y MON-78 aparecen más frecuentemente que en pacientes 

inmucompetentes (Alvar, 2001; Gállego et al., 2002) . Algunos zimodemas, 10 hasta la 

fecha, sólo se han aislado de pacientes inmunodeprimidos (Dedet y Pratlong, 2000), lo 

que indicaría que estos pacientes podrían 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, encontrándose en estos individuos una menor variabilidad (Gradoni 

and Gramiccia, 1994). Además, algunos zimodemas cutáneos 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 análisis por zimodemas ha dado respuesta a problemas taxonómicos, 

su poder de resolución 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 recaídas o reinfecciones, objetivo primordial en enfermos 

coinfectados por Leishmania/VIH, dónde se imputan fallos terapeúticos a recidivas, 

que realmente son reinfecciones. Por lo tanto, para llegar a la diferenciación entre 

realizar individuos necesitamos recurrir a las herramientas genotípicas de 

caracterización. 

 

3.2 Técnicas genotípicas de caracterización 
 
Son técnicas basadas en el análisis del genoma que, en principio, permanece 

invariable durante toda la vida del parásito; incluso cuando ocurren cambios 

morfológicos a lo largo de su ciclo biológico, y aún bajo presión del sistema inmune del 

hospedador, no se modifica (Blackwell, 1992). 

Los métodos genotípicos de caracterización se pueden encuadrar en tres grandes 

grupos: a) análisis del polimorfismo en el tamaño de los fragmentos de restricción 

(RFLP); b) hibridación con sondas de ADN; c) reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR) y sus variantes. 
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3.2.1 RFLP 
Las endonucleasas de restricción son capaces de encontrar dianas específicas en la 

secuencia de ADN (de 4 a 6 nucleótidos), 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 tripanosomátidos 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 

útiles en estudios de caracterización del parásito (Morel et al., 1980; Angelici et al., 

1989; Pacheco et al., 1995).  

 

3.2.2 Hibridación con sondas de ADN 
La región más e utilizada para la hibridación con sondas han sido los minicírculos de 

ADNk, puesto que contienen una región conservada, y están altamente repetidos, 

como ya se indicó (ver apartado 1.4). En  taxonomía, el uso de estas sondas de ADNk 

ha permitido la separción de L. mexicana y L. braziliensis, y dentro del subgénero 

Viannia quedan incluídas 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 o en situaciones 

puntuales de diagnóstico, como la sonda B4 Rsa (Lambson et al., 2000). 

Las sondas de ADNg, en concreto la pDK20, ha resuelto definitivamente la 

diferenciación ente L. donovani y L. infantum, que había sido señalada mediante 

tipificación isoenzimática pero no confirmada por técnicas genotípicas (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, más en concreto en la 

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

 

3.2.3 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y sus variantes. 
De forma paralela al desarrollo de sondas de ADN, se describió un método que 

solucionaba el problema de la baja sensibilidad en las hibridaciones, denominada 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1986) . Al 

comienzo se usaba una Taq DNA polimerasa, enzima termoestable aislada de una 

bacteria termófila 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 reacción de PCR, 

se repiten unos 30 ciclos con la siguiente secuencia: a) desnaturalización de la doble 

hebra de ADN a 94ºC; b) unión de oilgonucleótidos específicos (cebadores) y 

diseñados complementariamente en los extremos del fragmento de ADN que 

queremos amplificar. La temperatura a la que ocurre este paso (50-70ºC, en general) 

es crítica para el éxito de la reacción y depende en gran medida de las propiedades 

fisico-químicas de los cebadores. La especificidad de la PCR reside tanto en una 

buena elección de los cebadores como de las temperaturas a la cual se van a unir a 

las cadenas sencillas  de ADN; c) síntesis de cadenas de ADN a 72ºC, catalizado por 

la Taq polimerasa, y con la adición de nucleótidos presentes en exceso en la reacción. 

Es una técnica sencilla, sensible y específica, y permite la detección del parásito en 

todo tipo de muestras biológicas, en flebotomos y en cultivos. 

La PCR descrita  se conoce como PCR directa. Tiene una alta sensibilidad pero es 

posible mejorarla gracias a la realización de una PCR interna o nested, que consiste 

en la realización de dos PCR consecutivas, en la que el producto amplificado de la 

primera reacción sirve de molde para la segunda. Los primeros protocolos se 

desarrollaron a principios de los 90 para la detección del género Plasmodium (Goodyer 

et al., 1991;Snounou et al., 1993). En este caso los dos cebadores de la segunda 

reacción son distintos a los de la primera, pero puede ocurrir que uno de los cebadores 

de la primera reacción se use también en la segunda, entonces la PCR se conoce 

como semi-interna o seminested. 

 

 La PCR-hibridación es la primera de las variantes utilizada en estudios 

genotípicos de caracterización. El producto amplificado se transfiere a membranas de 

nylon o nitrocelulosa e hibridan con sondas específicas. Las condiciones de 

hibridación son muy astringentes para asegurar la especificidad del proceso. Así se 

han conseguido distinguir los subgéneros Viannia y Leishmania, importante ya que 

discriminamos especies que sólo causan lesiones cutáneas de aquellas que 

evolucionan hacia formas mucocutáneas (López et al., 1993; Rodríguez et al., 1994). 

 

 La PCR-múltiple se realiza en un solo paso en el que los productos  

amplificados tienen distinto tamaño según la especie. Utilizando como diana mini-

exones es posible diferenciar las tres especies más 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 región que 
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queremos amplificar (Williams et al., 1990). Se utilizan cebadores cortos (10-12 bases) 

diseñados al azar, que producen un patrón de bandas o fingerprinting útil para 

distinguir entre especies del género Leishmania (Noyes et al., 1996). También se ha 

descrito con el propósito de establecer cierta variabilidad intraespecífica, 

concretamente en L.infantum (Bañuls et al., 1999), pero tiene limitaciones evidentes en 

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

 

La PCR-IRT (Intergenic Region Typing) se basa en la amplificación de los ITS 

(Internal Transcribed Spacers) del gen que codifica el ARN ribosómico. Los productos 

amplificados se digieren con endonucleasas de restricción, proporcionando unos 

patrones claros y distinguibles para la diferenciación de especies del género 

Leishmania y también para la realización de estudios filogenéticos a partir de esta 

información (Cupolillo et al., 1995; 1998). 

 

La PCR-RFLP, en general, detecta pequeñas variaciones en un gen concreto, 

ya que el producto amplificado es digerido con diferentes enzimas de restricción que 

reconocerán o no su diana dependiendo de estas variaciones nucleotídicas. El patrón 

de bandas que se visualiza tras la electroforesis es útil para distinguir especies del 

subgénero Viannia, usando como diana el gen gp63 (Victoir et al., 1998). Este gen, 

que codifica la metaloenzima con acción proteasa del mismo nombre y las regiones 

intergénicas adyacentes, ha sido el más empleado para técnicas de PCR-RFLP en 

Leishmania, tanto para caracterización como para filogenia, aunque no tan útil para 

estudiar variabilidad intraespecífica (Guerbouj et al., 2001; Mauricio et al., 2001). 

También se entiende por PCR-RFLP la digestión de cualquier producto amplificado y 

que, al digerirlo, ofrece un patrón distinguible y difierente para cada especie o 

individuo, como pueden ser los minicírculos de ADNk. Esta aproximación ha sido útil 

para la detección de L. tropica y posteriores estudios epidemiológicos (Noyes et al., 

1998).  

 

En esta Introducción se han examinado diversos aspectos de la caracterización 

tanto fenotípica como genotípica de Leishmania. En general, las técnicas descritas, si 

bien son válidas desde el punto de vista diagnóstico y taxonómico, 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 clínico-

epidemiológicos de la coinfección por Leishmania infantum/VIH. 
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DObjetivo conceptual: desarrollar un marcador traza que permita un mejor 

conocimiento de la epidemiología molecular de la coinfección por Leishmania 

infantum/VIH, basado en la amplificación del ADNk y digestiones enzimáticas (PCR-

RFLP). 

 

DObjetivos 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 ecológico 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 vía parenteral (ADVPs), y caracterizar molecularmente las 

muestras positivas para confirmar la existencia del ciclo antroponótico. 

 



                                                                                              Material y Métodos 26                             

1. Material biológico. Pacientes. Cepas.  
 
1.1 Cepas de referencia utilizadas 
Para el desarrollo y optimización de la sensibilidad y especificidad de los procesos de 

amplificación de ADN, se emplearon cepas de referencia de L. infantum, marcadores 

de especies del Viejo Mundo y Nuevo Mundo y otras especies de tripanosomátidos, 

como queda recogido en la Tabla 1. 

 
Tabla 1 

 

 Código 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 Etiopía MON-18 

L. donovani (DD8) MHOM/IN/80/DD8 Humano India MON-2 

L. aethiopica (LRC-147) MHOM/ET/72/l100 Humano Etiopía 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 Sudán MON-4 

L. infantum (IPT-1) MHOM/TN/80/IPT-1 Humano Túnez 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 tripanosomátidos    

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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1.2 Cepas para validar la técnica como marcador traza  
Para contestar al primer objetivo se estudiaron 10 cepas de L.infantum aisladas de 

médula ósea de 6 ADVPs y coinfectados por el VIH. Las características de estas 

cepas se resumen en la Tabla 2. 
       Tabla 2 

 
Nº 
 

Código Zimodema Paciente Origen 
 

Mes, año de 
aislamiento 

 

1 MHOM/ES/97/LLM-644 MON-34 A1 Sevilla 05/1997 

2 MHOM/ES/98/LLM-743 MON-34 A2 Sevilla 04/1998 

3 MHOM/ES/95/LLM-537 MON-1 B1 Mallorca 08/1995 

4 MHOM/ES/98/LLM-745 MON-1 B2 Mallorca 04/1998 

5 MHOM/ES/97/LLM-709 MON-24 C1 Madrid 10/1997 

6 MHOM/ES/98/LLM-768 MON-24 C2 Madrid 06/1998 

7 MHOM/ES/97/LLM-719 MON-253 D1 Badalona 12/1997 

8 MHOM/ES/97/LLM-710 MON-253 D2 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 

1 Aislado antes del comienzo del tratamiento. 
2 Aislado al finalizar el tratamiento. 
 
 
1.3 Cepas para estudiar la estructura de poblaciones en un nicho 
ecológico cerrado  
Para contestar al segundo objetivo, se  estudiaron 54 cepas de L. infantum aisladas de 

22 pacientes de la isla de Mallorca. 52 aislados procedían de pacientes coinfectados 

con VIH y 2 aislados de pacientes inmunocompetentes, infectados por L. infantum. Los 

parásitos se aislaron a partir de aspirados de MO, sangre periférica y/o biopsias de 

piel. En algunos casos disponíamos de muestras de sangre periférica y de MO del 

mismo paciente; también, en algunos casos, disponíamos de un segundo aislado 

obtenido durante una recaída postratamiento. 
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Estudiamos 38 cepas aisladas de perros a partir de aspirados de MO y/o ganglios 

linfáticos de perros tanto sintomáticos como asintomáticos. Durante los veranos de 

1997 a 1999 se llevaron a cabo estudios entomológicos 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 habían detectado perros infectados. Los 

flebotomos se capturaron vivos y las hembras se diseccionaron al microscopio para 

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

 
1.4 Pacientes, muestras biológicas y cepas para diferenciar recidivas y 
reinfecciones 
Para contestar al tercer objetivo, se estudiaron 40 pacientes infectados por el VIH-1 y 

sospechosos (según los datos clínicos: fiebre, hepatoesplenomegalia y pancitopenia) 

de leishmaniasis. Dispusimos para el estudio de 256 muestras biológicas y 56 cultivos. 

Mediante ELISA y Western blot se confirmó la positividad a VIH. Todos los pacientes 

pertenecían a un ensayo clínico aleatorio y multicéntrico en el que se comparaba la 

eficacia de la anfotericina B complejo lipídico (Abelcet) frente a antimoniales. Todos los 

pacientes dieron por escrito su consentimiento para este ensayo, el cual cumplía con 

los criterios éticos de todos los hospitales involucrados. En 31 pacientes se confirmó 

que padecían leishmaniasis por cultivo de médula ósea (MO) y/o microscopía. Los 

otros 9 pacientes se confirmaron por PCR. Las características 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 o con toxoplasmosis para los controles negativos 

en las pruebas de PCR. 

Para recoger las muestras biológicas se procedió como sigue: 200 µL de aspirado de 

médula ósea y 10mL de sangre periférica, usando ácido etilendiaminotetracético 

(EDTA) como anticoagulante, se recogieron antes del tratamiento (el día del 

diagnóstico), 1 mes después de finalizar el tratamiento y en las recaídas, entre 1-20 

meses después de finalizar el tratamiento. Tanto los aspirados como la sangre 

perférica se cultivaron en medio NNN. 

 

 
 
 
 
 



                                                                                              Material y Métodos 29                             

Tabla 3 

Código del 
paciente 

Muestra 
biológica1 

Fecha de toma 
de muestra Microscopía Cultivo de MO

Zimodema (a partir 
de los cultivos de 

MO positivos) 

1 20/08/97 + + MON-34 
4 14/10/97 - -  

65 19/01/98 + + MON-34 
116 18/03/98 + + MON-34 

RMP 

223 20/05/98 - -  
38 07/10/97 + + MON-24 
17 28/10/97 + + MON-24 APB 
235 10/06/98 + + MON-24 
64 22/01/98 + + MON-183 
120 24/02/98 + -  
173 06/05/98 - -  
395 29/03/99 - -  

JJRM 

563 27/04/00 + -  
106 30/12/97 + + MON-1 
142 10/03/98 + + MON-1 
179 23/06/98 - -  
477 07/09/99 + + MON-1 
539 30/11/99 - -  

BGR 

538 11/01/00 + + MON-1 
127 13/02/98 - -  
126 08/04/98 + -  JLSF 
192 27/05/98 - -  
101 25/02/98 + + MON-253 
168 06/04/98 - -  
198 05/06/98 + -  

RGR 

274 31/07/98 - -  
100 05/03/98 + + MON-1 
164 16/05/98 + + MON-1 
240 02/09/98 - -  
298 28/01/99 - -  
353 29/12/99 - -  

JMB 

531 12/04/00 + + MON-1 
148 15/04/98 - -  
151 13/05/98 - -  FPN 
304 02/09/98 - -  
166 19/03/98 + + MON-253 
238 14/07/98 + + MON-253 
269 18/08/98 + + MON-253 
293 17/12/98 + -  
346 11/01/99 + -  
351 20/05/99 + + MON-253 

MPC 

505 10/11/99 + + MON-253 
CJS 122 24/03/98 - -  
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190 11/05/98 - -  
182 24/09/98 - -  
155 21/04/98 + -  MTRM 
156 18/05/98 + -  
203 20/05/98 + + MON-253 
253 18/06/98 - -  
280 03/09/98 + -  

ACF 

317 23/11/98 - -  
210 01/06/98 + -  

210bis 23/06/98 + -  JJAF 
207 02/07/98 + + MON-24 
241 10/07/98 + + MON-1 
272 27/08/98 + + MON-1 FTC 
344 18/12/98 + + MON-1 
249 16/07/98 + + MON-190 
279 14/09/98 - -  
366 01/02/99 + -  

JMMR 

367 16/03/99 - -  
186 24/09/98 - -  
123 30/10/98 - -  MAMV 
328 06/04/99 - -  

 290 29/10/98 - -  
FDS 343 21/04/99 + + MON-1 

 352 18/05/99 - -  
327 01/12/98 - -  DFF 
385 18/04/99 + -  
321 26/10/98 + + MON-34 
320 01/12/98 + + MON-34 GRJ 

1499 19/05/99 + + MON-34 
324 10/12/98 - -  EMC 
384 27/04/99 - -  
294 03/12/98 + -  
350 14/01/99 + -  JMM 
342 30/03/99 - + MON-1 
329 16/02/99 - -  JANB 
386 22/07/99 - -  

1075 13/04/99 + + MON-1 AGGN 
486 04/10/99 + + MON-1 
309 12/04/99 + -  AODH 
404 31/05/99 - -  
391 27/05/99 + -  
445 14/07/99 + + MON-1 
460 04/08/99 + -  

MRS 

463 21/10/99 + + MON-1 
473 17/08/99 + + MON-24 
467 25/08/99 + + MON-24 

JAG 

469 06/09/99 - -  
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474 22/09/99 - -  
405 14/09/99 + -  
485 07/10/99 - -  
506 17/12/99 + + MON-1 

ASR 

549 02/02/00  -  
493 30/09/99 + + MON-1 
490 11/10/99 + + MON-1 JASS 
503 10/11/99 - -  

JDD 414 25/11/99 - -  
 415 13/04/00 + +  

ATT 464 02/11/99 + - MON-183 
 521 02/12/99 - -  
 544 10/04/00 + +  

MCJ 482 27/10/99 + -  
 483 24/11/99 - -  

EPG 419 20/01/00 - -  
 416 01/06/00 -   

JACN 518 02/12/99 + + MON-1 
 520 22/12/99 + + MON-1 

124 27/02/98 + -  
49 30/03/98 - -  APG 
189 21/07/98 - -  
111 03/03/98 + + MON-24 
162 30/03/98 + -  APJ 
233 09/07/98 + + MON-24 
204 12/06/98 + + MON-1 
281 30/07/98 + -  
315 18/01/99 + + MON-1 

JSP 

370 03/03/99 - -  
44 09/01/98 - -  JGM 
185 24/06/98 - -  
160 20/04/98 - -  GOG 
232 27/04/99 - -  
129 02/03/98 - -  FGC 
418 07/05/99 + + MON-27 
183 16/04/98 + + MON-1 
191 24/06/98 + + MON-1 JAE 
387 13/10/99 + + MON-1 

 
1 El código de la muestra biológica hace referencia tanto al aspirado de médula ósea 

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 clásico de fenol-

cloroformo. El estudio de los dos grupos no está estadísticamente diseñado y la 

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

 
2. Métodos 
 
2.1 Aislamiento y cultivo 
Todos los parásitos fueron aislados  en medio bifásico NNN (Novy-McNeal-Nicolle), en 

el caso de LV humana, a partir de aspirados de médula ósea y sangre periférica total, 

y en el caso de LC de biopsias de piel. Los cultivos se mantuvieron a 27ºC y se 

examinaron semanalmente. 

 

Medio NNN (Novy-McNeal-Nicolle) 

Agar 
14 g bacto-agar, 6 g NaCl, 900 mL agua destilada. Llevar a ebullición 

y esterilizar en autoclave a 120ºC y 1 atmósfera durante 20 min. 

Tubos 

Fundir el el agar y atemperar hasta 50ªC, añadir: 100 µL solución 

antibióticos (20.000 UI/mL de penicilina, 20.000 µg/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 

27ºC en medio RPMI 1640, suplementado con un 10% de suero bovino fetal (SBF) 

inactivado 1 h a 56ºC y antibióticos, 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 NaHCO3, ajustar pH 

a 7,4 y esterilizar por filtración (0,22 µm). A 500 mL del medio añadir 70 mL SBF, 2 mL 

solución antibióticos 

 

2.1.2 Congelación 
 Para su congelación los promastigotes se concentraron por centrifugación 

(1000g, 5 min), se retiró el sobrenadante y los parásitos se resuspendieron en 5 mL de 
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medio de congelación. A continuación se distribuyeron en alicuotas en criotubos, a 

razón de 1 mL/tubo, manteniéndose en N2 líquido. 

Medio de congelación 

10,4 g RPMI 1640, 960 mL agua destilada estéril, 5,95 g HEPES, 2 g/L NaHCO3, ajustar pH 

a 7,4 y esterilizar por filtración (0,22 µm). A 500 mL del medio añadir 70 mL SBF, 2 mL 

solución antibióticos 

 

2.1.3 Descongelación 
 Los criotubos se descongelaron por inmersión en baño a 37ªC, se centrifugaron 

(1000g, 5min) eliminándose a continuación el sobrenadante y añadiendo 0,1-0,2 mL 

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

de medio NNN. 

 
 
2.2 Preparación de ADN total genómico a partir de cultivos 
Los promastigotes se cultivaron hasta alcanzar una fase estacionaria de crecimiento 

donde se concentraron por centrifugación (10 min, 4ºC, 3000 g), y se lavaron usando 

una solución de NaCl al 0.3% y PBS. 

PBS (Sambrook et al., 1989) 

NaCl 0,14 M, KCl 2,6 mM, NaH2PO4 10 mM, KH2PO4 1,2 mM, pH 7,5 

 

A continuación se lisaron a 60ºC durante 1 h en un volumen de 0,7 mL de NET-10 

1x/109 promastigotes y 0,3 mL SDS 10%/109 promastigotes (el lisado de leishmanias, 

así preparado, se puede conservar a 20ºC). Seguidamente, y con el fin de eliminar el 

ARN contaminante, se llevó a cabo una digestión a 37ºC, durante 1 h, con una 

solución de ribonucleasa (RNAsa) a razón de 1mg/mL de lisado. Posteriormente se 

digirió  a 37ºC durante 2 h con una solución de proteinasa K a razón de 1mg/mL de 

lisado. Seguidamente se realizó una extracción con fenol-cloroformo según protocolo 

ya descrito (Sambrook et al., 1989). La fase acuosa fue precipitada con 0,1 volumen 

de acetato sódico 3M, pH 7 y 2,5 volúmenes de etanol 100% frío. Se incubó una hora 

a -20ºC. A continuación la muestra se centrifugó 1 hora a 12.000 rpm y 4ºC. Después 

de retirar el sobrenadante, el precipitado se lavó con etanol al 70% y el ADN seco se 

resuspendió en 400 µL de agua destilada estéril y se conservó a –20ºC.  
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Reactivos y soluciones para la extracción de ADN (Sambrook et al., 1989) 

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

SDS 10% 
100 g  SDS “grado electroforesis” en 900 mL de H2O. Calentar para 

disolver 

RNAsa 10 mg/mL 
Disolver en Tris-HCl 10 mM pH 7,5 y NaCl 15 mM. Calentar a 100ºC 

15 min. Enfriar a Tª ambiente, alicuotar y almacenar a –20ºC 

Proteinasa K 
20mg/mL 

Calentar a 80ºC duante 10 min. Enfriar a 37ºC 1 h. Alicuotar y 

almacenar a –20ªC 

 
Acetato sódico 3M 

 

 
24,6 g CH3-COONa en 100 mL de agua destilada.  

 

2.3 Cuantificación de ADN 
 La concentración de ADN en solución se estimó en un espectrofotómetro a 260 

nm, sabiendo que 1  DO (densidad óptica) de ADN de doble cadena equivale a 50 

µg/mL. La relación 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, 

teóricamente) (Sambrook et al., 1989).  

 

2.4 Extracción de ADN a partir de muestras biológicas y jeringuillas 
 Las muestras de sangre, médula ósea y sangre coagulada se trataron según 

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 

añadida sobre un volumen de linfoprep (Nycomed, Oslo, Noruega) igual a 1,5 veces el 

volumen de sangre, evitando su mezcla. Se centrifugó (700 g, 30 min) y se recogió con 

pipeta Pasteur la fase del gradiente en la que se encuentran las células nucleadas y 

posibles leishmanias (buffy coat), y se procedió 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 µL  NET-10 1x y 20 µL  SDS 10%. 100 µL de esta 

muestra se incuban a 70ºC durante 1 h y luego se realiza un protocolo de extracción 

de fenol/cloroformo idéntico al descrito en el apartado 2.2. Del aspirado de médula 
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ósea se trataron 100 µL como se ha descrito anteriormente, así como 100 µL de 

sangre coagulada del interior de las jeringuillas desechadas. El ADN obtenido se 

diluye en 100 µL agua destilada estéril y se conserva a –20ºC hasta su uso. En todas 

las extracciones de ADN de muestras biológicas y jeringuillas se emplearon controles 

negativos de extracción (1 por cada 8 extracciones) para evitar la posibilidad de 

contaminaciones en este proceso. 

 

2.5 Amplificación del ADNk de Leishmania mediante la técnica PCR 
 
2.5.1 PCR directa para amplificar minicírculos de ADNk 
 Se preparó la mezcla de reacción en una zona libre de ADN, manteniendo 

todas las medidas necesarias para evitar contaminaciones de distinto origen. La 

reacción de amplificación fue optimizada variando las condiciones de los diferentes 

componentes, hasta conseguir las condiciones más adecuadas que exponemmos a 

continuación. El volumen final de reacción para cada muestra fue de 25 µL, 

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 MgCl2, 5 mM KCl, 7,5 mM Tris-HCl (pH 9), 2 mM (NH4)2SO4, 

0,001% albúmina de suero bovino y 0,7 unidades de Tth ADN polimerasa (Biotools 

B&M Laboratories, Madrid, España). Las muestras se amplificaron en un termociclador 

modelo Gene Amp 2400 PCR System (Perkin-Elmer) con las siguientes condiciones: 
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Destacamos la utilización de un paso pre-PCR o hot start a 80ºC, en el cual se añade 

la mezcla de reacción al tubo eppendorf de 0,2 mL, en el que está el ADN que 

queremos amplificar. De esta forma evitamos que los pequeños volúmenes de ADN se 

puedan evaporar y además aseguramos que la polimerasa no comience a sintetizar 

cadenas de ADN inespecíficamente. 

 

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 según el protocolo descrito por Williams et al. (1990). Se realizó en 

un termociclador modelo Gene Amp 2400 PCR System (Perkin-Elmer). 20 ng de ADN 

purificado se amplificaron en un volumen total de 100 µL  conteniendo: 10 mM Tris-HCl 

(pH 8,3), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 100 µM de cada dNTP (Amersham Pharmacia 

Biotech, Sweden), 0,5 µM de cebador y 1,5 unidades de Taq ADN polimerasa (Perkin-

Elmer, Branchburg, New Jersey, USA). Las condiciones de amplificación fueron las 

siguientes: 94.5ºC durante 5 min, 45 ciclos de 94ºC 1min, 36ºC 1 min y 72ºC 2 min, y, 

finalmente, una extensión a 72ºC de 10 min.  

 

 

 
 
 
 
 
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 pequeña, se amplificaron 

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

 

 

 

 

Cebadores para PCR directa sobre ADNk  

AJS31                5’GGGGTTGGTGTAAAATAGGGCCGG 3’ 

 DBY                      5’ CCAGGTTCCCGCCCCGGAG 3’ 
(Smyth et al., 1992) 

Cebadores para RAPD 
A1 5’ CAGGCCCTTCC 3’ 

A5 5’ AGGGGTCTTG 3’ 
A7 5’ GAAACGGGTG 3’ 
A10 5’ GTGATCGCAG 3’ 
A15 5’ TTCCGAACCC 3’ 

Cebadores para IRT 
IR1 5’ GCTGTAGGTGAACCTGCAGCAGCTGGATCATT 3’ 

IR2 5’ GCGGGTAGTCCTGCCAAACACTCAGGTCTG 3’ 
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2.5.4 PCR seminested para amplificar minicírculos de ADNk  
Esta PCR consta de dos amplificaciones consecutivas, en las cuales se utiliza como 

molde el producto amplificado de la primera. De aquí en adelante nos referiremos a la 

técnica como kDNA snPCR. Aumenta la sensibilidad de la técnica, y su desarrolllo es 

necesario para la amplificación de leishmanias directamente a partir de muestras 

biológicas. Una vez optimizada, el protocolo que se sigue es el descrito a continuación.  

La primera reacción se realizó en un volumen de 25µL conteniendo: 5µL de la solución 

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 

MgCl2, 5 mM KCl, 7,5 mM Tris-HCl (pH 9), 2 mM (NH4)2SO4, 0,001% albúmina de 

suero bovino y 0,7 unidades de Tth ADN polimerasa (Biotools B&M Laboratories, 

Madrid, España). En la segunda reacción se reamplificó el producto de la primera. 

Para ello se realizó una dilución 1:200 de este producto, y se utilizaron 5 µL de la 

dilución. La mezcla de reacción es la misma que para la primera amplificación a 

excepción 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: 
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2.5.5 Diseño de cebadores  
Los oligonucleótidos utilizados en la kDNA snPCR fueron diseñados a partir de las 

secuencias de minicírculos que generamos y mediante el uso de los programas 

informático Lasergene Software (DNAstar, Madison, WI, USA) y Prima (EMBOSS, 

licencia pública). 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 BLOSUM62), y el segundo variando el tamaño de los 

ktup (de 1 a 6) (Altschul et al., 1990; Pearson and Lipman, 1988).  

 

2.6 Detección y visualización de los productos de amplificación  
La electroforesis de ácidos nucleicos en geles de agarosa permite separar y visualizar 

los fragmentos de ADN, así como purificar fragmentos de ADN. Los geles para ADN 

se prepararon en TAE 1X al que se añadió bromuro de etidio a una concentración de 

0,5 µg/ml, el porcentaje de agarosa osciló entre el 0,7% y el 2%. Las electroforesis se 

realizaron en tampón TAE 1X  empleando un sistema horizontal Mini o Maxicell de 

TDI. Se aplicó un voltaje de 60 a 100 V, dependiendo del tamaño del gel. Las 

muestras se mezclaron con un tampón de carga y se añadieron al pocillo 

correspondiente. Los fragmentos de los ácidos nucleicos fueron visualizados con un 

transiluminador de luz ultravioleta modelo Fotodyne 3-3002 y fotografiados con una 

película Polaroid 665 o bien con el sistema Gel Doc TM 1000 system (Bio-Rad 

Laboratories). El peso molecular de los fragmentos de ADN se estimó empleando el 

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

 

Soluciones para electroforesis (Sambrook et al., 1989) 

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

Tampón de carga 6X 
 

0,25% azul de bromofenol, 0,25% xilenocianol, 15% Ficoll, en 
agua destilada. Conservar a Tª ambiente 

Cebadores utilizados en la kDNA snPCR 

DRJ 5’ CGATTTTTGAACGGGATTTCTGCAC 3’ 

KLK2 5’ CTCCGGGGCGGGAAACTGG 3’ 

AJS31 5’ GGGGTTGGTGTAAAATAGGGCCGG 3’ (Smyth et al., 1992) 
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Bromuro de etidio 
(10mg/mL) 

1 g Bromuro de etidio en 100mL de agua destilada. Conservar 
en oscuridad 

 

 

2.7 Purificación y/o elución de productos amplificados. 
Tanto para la posterior secuenciación de los fragmentos amplificados como para 

aproceder a su digestión con enzimas de restricción, los productos de PCR se 

purificaron, bien a partir de la solución de PCR , bien cortando las bandas 

seleccionadas con un bisturí 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. El ADN obtenido se eluyó en 50-100 µL de agua destilada estéril. 

 

2.8 Subclonaje y secuenciación de los productos de PCR 
La secuenciación de los productos de la PCR directa sobre minicírculos de ADNk y de 

la kDNA snPCR se realizó para comprobar el adecuado funcionamiento de las parejas 

de oligonucleótidos, crear una pequeña base de datos de secuencias de minicírculos 

para realizar mapas de restricción y diseñar 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 según se ha descrito en el apartado anterior. La elución del DNA se 

hizo en 50 µL de ddH2O. 

 

Ensayos de subclonación 
 
La realización de este trabajo ha requerido la subclonación 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 tamaño de ADN, 

encontramos unos cientos de minicírculos. Se eligió pGEM-T-easy (Promega). Este 

vector de 3018 pb proporciona resistencia a ampicilina y permite la selección de 

colonias recombinantes mediante reacción de color. En cualquier caso se siguieron las 

recomendaciónes de la casa comercial. La clonación se realizó a razón molar de 1:3 

(vector/inserto) en un volumen final de 10 µL, con 3U/µL de enzima T4 ADN ligasa y 1 

µL de tampón 10x específico para la enzima (Tris-HCl 300mMpH 7,5, MgCl2 100mM, 

DTT 10 mM, ATP 10mM). La reacción se incubó toda la noche a 4ºC. 
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Preparación de células competentes y transformación con plásmimdos 
 
Se prepararon células competentes de la cepa XL1 Blue de E. coli. Las soluciones 

utilizadas para preparar estas células competentes fueron TBF1 (100 mM RbCl, 50mM 

MnCl2, 30 mM acetato potásico, 10 mM CaCl2, 15% glicerol, pH 5,8) y TBF2 (10 mM 

MOPS, 10mM RbCl, 75 mM CaCl2, 15% glicerol, pH 6,8 ajustado con KOH). La 

eficiencia de la transformación fue de 105 transformantes por µg de ADN plasmídico. 

La transformación se realizó utilizando de 10 a 200 ng de ADN plasmídico, y entre 50 

µL y  200 µL de células competentes, manteniéndose la mezcla 20 minutos  en hielo y 

sometiéndola a continuación a un choque térmico de 42ºC durante 45 segundos. 

Inmediatamente después, la muestra se incubó en hielo 2 minutos, se le añadió 1 mL  

de medio LB y se mantuvo una hora a 37ºC  en ligera agitación. Finalmente, la mezcla 

fue extendida sobre placas de LB con el antibiótico de selección adecuado y 40 µl de 

X-gal (20 mg/µL en dimetilformamida) y 4 µL de IPTG (200 mg/µL). Se incubaron toda 

la noche a 37ºC. Una vez crecidas las colonias se seleccionaron las de color blanco, 

descartando las azules. 

 

Purificación de ADN plasmídico con el kit UltracleanTM Mini Plasmid Prep (Mo 
Bio) 
Este método se empleó para aislar ADN plasmídico de forma rápida. La extracción se 

realizó a partir de las colonias recombinantes de E. coli crecidas en 5 ml de medio 

líquido LB, con 100 µg/ml de ampicilina, toda la noche a 37ºC y constante agitación. 

Se siguieron las instrucciones recomendadas por la casa comercial. El ADN obtenido 

se utilizó para secuenciar. 

 

Secuenciación 
La secuenciación se realizó 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 secuenciación: la primera utilizando el 

oligonucleótido de avance (SP6) y la segunda utilizando el oligonucleótido reverso 

(T7), oligunucleótidos complementarios a la secuencia del vector comercial. Siguiendo 

el protocolo recomendado por la casa comercial, el volumen final de la  reacción de 

secuenciación fue de 10 µL de donde los componentes de cada reacción fueron: 1µL 

de oligonucleótido (3,2 pmol), 5 µL de DNA molde y 4 µL de la mezcla de reacción del 

sistema comercial:  
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Mezcla de reacción 
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 

AmplyTaq Gold DNA Polimerasa 
MgCl2 

Tris-HCl (pH 9,0) 
 
A continuación 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 Biopolímeros del Centro 

Nacional de Microbiología (Instituto de Salud Carlos III). 
 
2.9 Digestión de los productos de PCR (RFLP) 
 Una vez que los productos de PCR fueron purificados según se ha descrito en 

el apartado 2.6, entre 10 y 100 ng de ADN fueron digeridos con las siguientes enzimas 

de restricción: Alu I, Rsa I, Hpa II, Taq I, Tru 9I, Hae III o Pst I. Las digestiones se 

llevaron a cabo primeramente durante toda la noche, siguiendo las indicaciones del 

fabricante (Roche Diagnostics, Barcelona). Además, para optimizar los tiempos de la 

realización de toda la técnica (PCR-RFLP), se realizaron baterías de digestiones 

desde un tiempo cero hasta 24 horas, inactivando la digestión (a 65ºC u 80ºC durante 

20 min), cada 30 min, para comprobar que a partir de las 2 horas todo el ADN había 

sido completamente digerido. Por lo tanto, éste fue finalmente el tiempo elegido para 

realizar los análisis de restricción. 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 minicírculos obtenidas en un primer momento, 

realizamos un mapa de restricción de los minicírculos de L. infantum, mediante el uso 

del programa y a la vez base de datos Remap (EMBOSS, licencia pública). 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 añadió bromuro 

de etidio a una concentración de 10 µg/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 película Polaroid 665 o bien con el sistema Gel Doc TM 1000 

system (Bio-Rad Laboratories). Se empleó el marcador PCR Marker (Sigma) como 

referencia (50-2000 pares de bases). 

 

 

2.10 Estudios de clonalidad del parásito 
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 límite en placas de 24 

pocillos. Teóricamente se logra aislar un solo parásito. Puesto que es un dato teórico, 

se siembran en placas frescas de agar sangre las diluciones que contienen 1, 10 y 100 

parásitos. La siembra se hace por extensión 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 clásicos 

previamente descritos para el cultivo de leishmanias. Estos clones de L. infantum, y 

por tanto su ADN, están disponibles para amplificación mediante PCR. 

 

Medio agar-sangre para clonar leishmanias 

0,78 g NaCl, 1,4 g bacto-agar. Disolver en 122.8 mL de dH2O 

Añadir 12,5 mL sange conejo desfibrinada, 2,64 mL antibiótico 

Sembrar en placa Petri 

  

 

2.11 Construcción 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, España) 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 digestión esté optimizado para así obtener unos 

patrones claros que el software pueda detectar. (Figura 14). 
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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 está incorporado en el programa TreeCon (v1.3, Yves 

Van de Peer), que además permite la edición y visualización de los árboles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Esquema representativo de la construcción de las matrices 
binarias a partir de los datos de PCR-RFLP con la ayuda de software 
específico 

7 x 6 

LaneManager 
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1. Técnicas genotípicas para la caracterización molecular de 
Leishmania 
 
Con el fin de identificar un marcador molecular idóneo, analizamos varias técnicas 

basadas en PCR ya existentes que podrían cumplir los requisitos como marcadores 

traza de Leishmania. 

 
1.1 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 
Para la realización de amplificaciones mediante la técnica de RAPD seguimos el 

protocolo descrito por Williams et al. (1990). Del total de cepas de L. infantum que 

disponíamos procedentes de la isla de Mallorca, elegimos una representación 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 intraespecífica entre los 

aislados por lo que se seleccionaron con distinto origen. 

A pesar de que utilizamos los cebadores arbitrarios A1, A5, A7, A10 y A15 que 

teóricamente permitían buenas amplificaciones de las muestras, niguno de ellos reveló 

ningún tipo de variabilidad, a pesar de que las cepas pertenecían a distintos sujetos y 

zimodemas (Figura 15). 
 

1.2 IRT (Intergenic Ribosomal Typing) 
Los mismos aislados de L. infantum que habíamos caracterizado mediante RAPD 

fueron amplificados según 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 pequeña mediante los cebadores IR1 e IR2 

(Figura 16).  

 

 

Posteriormente se digiere este producto con enzimas de restricción con la intención de 

obtener patrones distinguibles que revelen variabilidad intraespecífica. 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 

pertenecían a sujetos y zimodemas distintos. 

Figura 16. Organización 
del locus ARNr en 
Leishmania. 



  Resultados 45  

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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, 5 y 8, MON-34). 

Figura 17. Caracterización 
de aislados de L. infantum 
mediante IRT. A: productos 
de amplificación, con un 
tamaño de 1,2 Kb. 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 el 
VIH (calles 3, 6 y 7, MON-1; 
calles 4, 5 y 8, MON-34). B: 
digestión de los productos de 
PCR con la enzima Alu I. C: 
digestión con Sph I. D: 
digestión con Hae III 
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1.3 Desarrollo y optimización de una PCR-RFLP para amplificar y caracterizar 
minicírculos de ADNk de Leishmania infantum 

Dado que no obtuvimos ningún tipo de variabilidad intraespecífica mediante el uso de 

las técnicas de RAPD e IRT, nos propusimos desarrollar y optimizar un método de 

PCR-RFLP para amplificar minicírculos 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 optimización de la técnica de PCR. Se partió de las  

condiciones recomendas de mezcla de reacción: 15 pmoles de cada cebador (AJS31 y 

DBY) (desarrollados por Smyth et al., 1992), 0,2 mM de cada uno de los dNTPs, 50 

mM MgCl2, 5 mM KCl, 75 mM tris HCl pH9, 20 mM (NH4)2SO4, 0,001% albúmina de 

suero bovino y 1 unidad de Tth ADN polimerasa, para un volumen total de reacción de 

25 µL. 

El MgCl2 tiene un efecto importante sobre la especificidad y el rendimiento de la 

reacción, pero no tuvimos que modificar este parámetro, ya que el fabricante lo 

incorpora en el tampón de la ADN polimerasa, y la concentración resultó ser la 

adecuada. La concentración inicial de cebadores no resultó óptima, 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 intención de economizar el producto, rebajamos la concentración hasta 

0,7 unidades, sin variar el rendimiento. La eficacia, y sobre todo la especificidad, en la 

amplificación mejoraba notablemente si se añadía la enzima junto con la mezcla de 

reacción en un paso previo o pre-PCR a 80ºC (hot start). 

La sensibilidad de la técnica de PCR se observó tras el procesamiento de diluciones 

de ADN genómico de promastigotes de L. infantum, desde 100 ng hasta 1pg, 

detectándose hasta 10 pg (Figura 18). Se estableció 10 ng como la cantidad óptima 

de ADN genómico para la realización de la amplificación. 

 
 
 
 
 
 

 

Figura 18. Sensibilidad de la PCR directa. 
Resultado de la amplificación de ADN 
genómico 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 tenía el tamaño esperado, 800 
pares de bases. 

800 pb 
1   2   3   4   5   6   7 
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Los cebadores utilizados, AJS31 y DBY (Smyth et al., 1992), son específicos del 

género Leishmania, y así queda comprobado cuando los sometemos a comparación 

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 minicírculo completo de ADNk. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AJS31 

DBY 

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 nucleotídicas GenBank (versión 129.0). Los alineamientos son específicos del 
género Leishmania en ambos caso al estar diseñados en la región conservada de los 
minicírculos de Leishmania. El algoritmo se realiza desde el servidor del NCBI, en la URL: 
www.ncbi.nlm.nih.gov 
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1.3.1 Secuenciación de los productos de PCR 

Con el fin de comprobar que los productos de la PCR directa, aún sabiendo por el 

análisis con BLAST que los cebadores eran específicos para el género Leishmania, se 

correspondían con la secuencia esperada de minicírculos de ADNk, se procedió a la 

realización de secuenciación automática de los productos de PCR. Se hicieron dos 

reacciones de secuenciación, una utilizando como cebador de la reacción el 

oligonucleótido directo de la PCR (AJS31) y otra con el oligonucleótido reverso (DBY). 

La secuenciación directa de los productos de amplificación obtenidos previamente no 

resultó correcta, puesto que, una vez aislado el fragmento de interés, la lectura del 

secuenciador contenía un altísimo número de indeterminaciones. (Figura 20) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Se procedió entonces al subclonaje de estos productos de PCR en un vector 

comercial. La utilización de estos cebadores hace que se amplifique una familia 

mayoritaria de minicírculos del mismo tamaño, es decir, en una misma banda 

visualizada en el gel de agarosa, existen miles de minicírculos con una secuencia muy 

similar, pero no idéntica. Al subclonar, nos aseguramos secuenciar un único 

minicírculo (un inserto por vector). Para ello, en la reacción de secuenciación, 

utilizamos los cebadores SP6 y T7, complementarios a la secuencia del vector en las 

zonas adyacentes al inserto. 

Esta nueva aproximación permitió lecturas de secuenciación de mucha calidad. 

(Figura 21) 

Figura 20. Electroferogramas generados por el secuenciador 
automático AbiPrism 377 de Perkin Elmer, dónde se observa el alto 
número de indeterminaciones 
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De cada producto amplificado y subclonado se eligieron al azar 10 clones que se 

secuenciaron, y se comprobó mediante alineamiento BLAST en GenBank, que los 

productos amplificados eran minicírculos de Leishmania. Además, se creó una 

pequeña base de datos de secuencias para hacer, posteriormente, mapas de 

restricción. Alguna de las secuencias generadas de sometieron al GenBank con los 

números de acceso AJ275319 a AJ275335 (correlativos). 

 

1.3.2 Optimización de las digestiones (RFLP) 
Con las secuencias generadas en el apartado anterior, construimos unos mapas de 

restricción con el objeto de seleccionar endonucleasas de restricción capaces de 

cortar el producto de PCR y ofrecer unos patrones de digestión  de tamaños variables 

capaces de diferenciar minicírculos. 

Para la construcción de estos mapas de restricción utilizamos el programa Remap, 

dentro del paquete EMBOSS (licencia pública), que proporciona los sitios de corte 

para cada enzima y el número de cortes en cada secuencia (Figura 22). 

Posteriormente elegimos las enzimas que por frecuencia y disponibilidad comercial 

mejor se ajustaban a este mapa de restricción. Una ventaja añadida de utilizar suites 

públicas como EMBOSS es que la base de datos de endonucleasas de restricción es 

actualizada semanalmente. 

 

Figura 21. Electroferogramas generados por el secuenciador 
automático AbiPrism 377 de Perkin Elmer a partir de subclonar los 
productos de PCR. 
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Por último, elegimos las enzimas Alu I, Rsa I, Hpa II, Taq I, Tru 9I, Hae III y Pst I, que 

conseguían unos patrones distinguibles y además son asequibles desde un punto de 

vista comercial. 

 

1.4 Desarrollo y optimización de una  PCR-RFLP seminested para amplificar y 
caracterizar minicírculos de ADNk de L. infantum (kDNA snPCR-RFLP) 
La PCR directa descrita en el apartado anterior resultó muy eficaz para la amplificación 

de ADNk de Leishmania a partir de ADN genómico total extraído de cultivos del 

parásito. Nos propusimos desarrollar una técnica de amplificación con la suficiente 

sensibilidad para detectar el parásito directamente en muestras biológicas. 

 
 En el proceso de la primera amplificación fue necesario estandarizar los 

parámetros de temperatura para la los cebadores (siendo 67ºC la temperatura de 

naturalización óptima). Se efectuaron diversas pruebas para la selección de la dilución 

y el volumen de muestra amplificada en la primera PCR para ser añadida a la 

segunda, siendo la dilución de 1:200 y un volumen de 5 µL, los más adecuados. En la 

segunda PCR, y tras diversos ensayos, se eligió la temperatura de 68ºC como la más 

apropiada para el proceso de naturalización. 

La sensibilidad de la técnica de PCR se comprobó tras el procesamiento de diluciones 

de ADN genómico de promastigotes de L. infantum, llegando hasta 100 fg en la 

segunda reacción. También, como se trataban de muestras biológicas, realizamos 

Figura 22. Mapa de restricción parcial de una de las secuencias de 
minicírculos generados mediante Remap (EMBOSS, licencia pública). 



  Resultados 51  

amplificaciones de diluciones crecientes de promastigotes de L. infantum en presencia 

de 200 ng de ADN genómico humano, detectando hasta 0,01 parásitos (Figura 23). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
Para comprobar la especificidad de la reacción usamos ADN procedentes de 

flagelados no patógenos (de los géneros Leptomonas, Herpetomonas, Crithidia, y 

Endotrypanum), así 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 

amplificación. 

 

1.4.1 Diseño de cebadores 

A partir de la base de datos de secuencias de minicírculos que generamos como se 

apuntó en el Apartado 1.3.1, diseñamos dos cebadores nuevos, KLK2 y DRJ, 

localizados en la región conservada del minicírculo, y que como en la PCR directa, 

amplifican todo el minicírculo, obteniendo un fragmento de 800 pb. Los criterios que 

debían cumplir los cebadores eran los siguientes: 

 

El tamaño del cebador debe ser de 18 a 25 nucleótidos de longitud. 

La composición de los cebadores debe tener una proporción óptima de A/T:G/C, 

para que la proporción de bases púricas sea inferior al 65% y para que las 

temperaturas teóricas de naturalización estén situadas en un intervalo de 54ºC-68ºC 

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 más fuertes que las uniones A:T; 

de esta forma la unión de los extremos del cebador a la hebra molde es más estable. 

El más estable de los dímeros de oligonucleótidos formados por una misma 

secuencia (self-dimer) debe tener como máximo 5 pares de bases apareadas, no 

Figura 23. Segunda reacción de amplificación 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 amplificación, 
105, 104, 103, 100, 10, 1, 0.1 y 0.01 promastigotes respectivamente. 
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siendo este apareamiento una consecución de G/C. Igualmente se aplicó esta 

condición a los dímeros formados por dos secuencias distintas, es decir, 

apareamientos entre el oligonucleótido reverso y el oligonucleótido directo (dimer-

primer). 

La formación 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 consecución de apareamientos entre G:C, de 

esta forma, aunque se formen estos bucles, no está impedida la polimerización pues el 

extremo 3’ está libre siendo capaz de unirse al molde, incluso a temperaturas 

subóptimas a la teórica de naturalización. 

 

Para aumentar la sensibilidad de la ténica utilizamos dos cebadores internos, 

DRJ (al utilizar de nuevo un cebador de la primera reacción denominamos a la técnica 

seminested) y AJS31. Nuestro objetivo fue conseguir un fragmento de amplificación en 

esta segunda reacción del mayor tamaño posible, puesto que posteriormente lo 

íbamos a digerir con endonucleasas de restricción, para observar la mayor variabilidad 

posible. El fragmento amplificado era de 780 pb. Además, los mapas de restricción 

generados permitieron utilizar las mismas enzimas de restricción que en la PCR-RFLP 

directa, 

También sometimos los nuevos cebadores diseñados a la base del GenBank, y, 

mediante el algoritmo de alineamiento BLASTN, comprobamos que alinean siempre 

con secuencias del género Leishmania (Figura 24).  
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2. Aplicaciones clínico-epidemiológicas de las técnicas de 
PCR-RFLP en la coinfección por Leishmania/VIH 
 
 
2.1 Aplicación 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 pertenecían a 3 pacientes distintos, 

coinfectados por  VIH y ADVPs (Nºs 7-10, pacientes D, E y F en la Tabla 2, ver pág. 

27). Previamente, se habían analizado por isoenzimas correspondiendo al zimodema 

MON-253, que nunca había sido reportado en España (Chicharro et al., 1999). 

Amplificamos el ADN de estas cepas mediante PCR-RFLP (de 3 pacientes 

coinfectados distintos) y después de la digestión con las endonucleasas (una por 

digestión) Alu I, Rsa I, Hpa II, Taq I, Tru 9I, Hae III y Pst I, comprobamos que los 4 

aislados presentaban un mismo patrón de restricción para cada una de las enzimas, y 

a su vez distinto al resto de aislados de L. infantum incluídos en el estudio. (Figura 25) 

 

Figura 24. Resultados de los 20 primeros alineamientos o hits de cada cebador 
(KLK2, arriba, DRJ, abajo,respectivamente), mediante algoritmo BLASTN y 
frente a la base de datos de secuencias nucleotídicas GenBank (versión 129.0). 
Los alineamientos son específicos del género Leishmania en ambos casos, al 
estar diseñados en la región conservada de los minicírculos de Leishmania. El 
algoritmo se realiza desde el servidor del NCBI, en la URL: 
www.ncbi.nlm.nih.gov 
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Figura 25. Patrones de restricción (RFLP) de los aislados de Badalona con distintas 
enzimas. A: digestión con Rsa I, M: marcador molecular PCR Marker (Sigma) de 2000, 
1500, 1000, 750, 500, 300 150 y 50 pb respectivamente.Calles 1-4: aislados de Badalona, 
1 y 2 del mismo paciente, 3 y 4 de dos pacientes distintos. B: digestión con Taq I. M:PCR 
Marker. Calles 1-4: aislados de Badalona. C: digestión con Hae III. M: PCR Marker. Calles 
1-4:aislados de Badalona. D: digestión con Hpa II. M:PCR Marker. Calles 1-4: aislados de 
Badalona. E: digestión con Tru 9I. M:PCR Marker.Calles 1-4: aislados de Badalona. F: 
digestión con Pst I. M: PCR Marker. Calles 1-4:aislados de Badalona.   
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2.1.1 Secuenciación de los aislados de Badalona 

Con el objetivo de confirmar que la similitud de los patrones de restricción 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 secuenciación. 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 eliminó la parte 

correspondiente al vector. Se sometiron al GenBank y mediante BLAST se confirmó 

que eran secuencas de minicírculos. Así preparadas, se procedió a un alineamiento 

múltiple mediante ClustalX (versión 1.8, licencia pública) y se vió que todas poseen un 

altísimo grado de similitud, lo cual confirma que los patrones son iguales puesto que 

las dianas de restricción se conservan (Figura 26). 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Alineamiento múltiple mediante Clustal de las secuencias de 40 clones 
elegidos al azar de los aislados de Badalona. Sólo se señalan las regiones dónde los 
nucleótidos  difieren, del total de 800 pb. 
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Figura 26 (cont.). Alineamiento múltiple. 
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2.2 Aplicación de la PCR-RFLP directa para estudios epidemiológicos de 
Leishmania infantum en la isla de Mallorca 
Puesto que la isla de Mallorca puede considerarse un nicho ecológico 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). Así 

mismo incluímos 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 entomológicos realizados en la isla de Mallorca en los veranos de 1997, 

1998 y 1999 respectivamente. 

La cepa aislada de un flebotomo presentó un patrón de restricción idéntico al de una 

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Figura 27. Patrones de restricción de minicírculos de L. infantum amplificados y 
digeridos con Taq I. M: Marcador molecular PCR marker (Sigma). Calles A y B: 
aislados de un mismo flebotomo caracterizados después de una semana de cultivo 
(A) y después de 3 meses de subpases semanales (B). Calle C: aislado de un 
perro. Las calles sin señalar son otros aislados caninos de la Isla. 
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2.2.1 Construcción de un dendograma UPGMA a partir de los datos de PCR-
RFLP 
Con los patrones de restricción 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) contruímos un dendograma por el método de UPGMA. 

Utilizamos únicamente los perfiles obtenidos mediante digestión con la endonucleasa 

de restricción HpaII, puesto que es la que proporciona unos fragmentos más 

adecuados para un tratamiento informático con LaneManager (Figura 28) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Digestiones con HpaII de las cepas de L. infantum aisladas de 
humanos, tanto coinfectados con VIH como IC, de la Isla de Mallorca, y 
utillizadas para el análisis mediante LaneManger. 
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Como ya se explicó en Material y Métodos, el software LaneManager “codifica” las 

bandas obtenidas y construye una matriz binaria según 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 

II). El cluster I agrupa a su vez 4 clusters (A,B,C y D). El cluster A sólo reúne 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 II agrupa exclusivamente cepas aisladas de enfermos 

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

Como se ha comentado, el análisis isoenzimático, aún siendo la técnica taxonómica de 

referencia en Leishmania, tiene evidentes limitaciones 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 análisis de individuos coinfectados por sus frecuentes recaídas. 

 

En la Tabla 2 (ver pág. 27) aparecen las características de los aislados 1-4 de 

los pacientes coinfectados A y B. Estos aislados de médula ósea 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 restricción también se conservan 

(Figura 30), confirmando que los pacientes sufrieron una recaída, concordando ambas 

técnicas. Es destacable el período de tiempo existente entre los 2 aislados del 

paciente B (3 años). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
También, los distintos aislados obtenidos del mismo paciente coinfectado a lo 

largo del tiempo presentaron los mismos patrones de restricción, con independencia 

del origen de las muestras de biológicas (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 recaídas (Figura 31). 

 
 
 
 

 
 
 
 

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

1    2 1    2 
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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 restricción  claramente distintos, sugiriendo la posibilidad de que este 

paciente coinfectado se hubiese reinfectado (Figura 32). En la Tabla 2 (ver pág. 27) 

aparecen las características de dichos aislados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Patrones de restricción obtenidos de diferentes aislados de L. infantum del 
mismo individuo coinfectado con VIH digiriendo los productos de la PCR-RFLP con la 
enzima Hpa II. 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 ósea antes (3) y después (4 y 6) del tratamiento. Calle 5: aislado 
de piel después del tratamiento. 

Figura 32. Patrones de restricción de las muestras obtenidas antes (calles 1) y 
después (calles 2) del tratamiento del paciente coinfectado C, digiriendo los productos  
de PCR con HpaII (A), RsaI (B) y TaqI (C). 

M       1       2 M      1      2 M     1      2 
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 Los resultados preliminares por los que se podía diferenciar entre 

reinfecciones y recidivas, se siguió de un estudio a gran escala. Así analizamos las 

muestras y los aislados en cultivo de 40 pacientes coinfectados por Leishmania 

infantum y VIH. Para ello dispusimos de 256 muestras biológicas y 56 cepas aisladas 

de éstas, como queda resumido en la Tabla 3 (ver pág. 29). 

Todos los aislados en cultivo se caracterizaron isoezimáticamente, y siempre tuvimos 

dos o más muestras biológicas secuenciales obtenidas antes y después del 

tratamiento de cada paciente. 

 

En este estudio también confirmamos recidivas previamente caracterizadas 

mediante análisis isoenzimático. En la Figura 34 (A) se muestran 6 aislados 

secuenciales del mismo paciente coinfectado. La PCR se realizó sobre muestras de 

médula ósea, y los productos se digirieron con la endonucleasa de restricción Hpa II. 

Como se puede observar, los patrones de restricción son idénticos, confirmando una 

recaída. Todos los aislados se caracterizaron como MON-1 y es destacable la 

estabilidad del patrón de restricción a pesar del tiempo trancurrido entre el primer y 

último aislado (2 años). En la Figura 34 (B) se observa otra recaída, con resultados 

idénticos independientemente de la enzima con la que se digieran los productos de 

PCR; en este caso Hpa II y Rsa I. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 34. Análisis mediante sn kDNA PCR-RFLP de muestras biológicas de pacientes 
coinfectados. A: aislados secuenciales de médula ósea a lo largo de 2 años. M: 
marcador molecular PCR marker (Sigma). Calles 1-6: patrones de restricción después 
de la digestión con Hpa II de los productos de la segunda reacción de PCR. B: Ejemplo 
de recaída usando dos enzimas diferentes. Calles 1-3: aislados de MO, digeridos con 
Hpa II. Calles 4-6:patrones obtenidos tras digestión con Rsa I. 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 producía un cambio de patrón en la/s muestras 

postratamiento, sugiriendo que el paciente se había reinfectado con una cepa de 

nueva adquisición (Figura 33).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Sin embargo, el análisis isoenzimático 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 restricción antes y después del tratamiento son 

distintos (Figura 34). Las características clínicas de estos 3 pacientes coinfectados 

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

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 34. Cambio en los patrones de restricción de 3 pacientes coinfectados que 
indican una reinfección. A, paciente GRJ, calles 1-3: aislados digeridos con Hpa II, 
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 3 y 6 
muestran un patrón claramente distinto.  

Figura 33. Porcentaje de reinfecciones observado en los 40 pacientes 
coinfectados analizados mediante kDNA snPCR-RFLP. 
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Además, el criterio clínico de “fallo terapéutico” es erróneo al comprobarse con el 

trazador molecular que son reinfecciones y, por tanto, no imputables al medicamento. 

 
 
 
 
 
 
 

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

Figura 34 (cont.). B, paciente JAE, patrones obtenidos mediante digestión Hpa II, 
mostrando un perfil diferente en la calle 3. C, paciente APB, cambio en el patrón de 
restricción (calle 2 y 3) al digerir con Hpa II. 
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2.3.1 Estudios de clonalidad del parásito en placas de agar-sangre 

Con el objetivo de confirmar que las diferencias que observábamos en los patrones de 

restricción no eran debidas a la detección 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 límite del parásito. 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 sí e idénticos a la cepa parental. Para el paciente 

JAE, obtuvimos 4 y 3 clones, cuyo patrones eran iguales entre sí 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), descartándose la existencia de poblaciones mosaico que 

pudieran haberse seleccionado con la medicación. 

 
 
Figura 35. Patrones de restricción, tras la aplicación de la sn kDNA PCR-RFLP, de las cepas 
parentales antes y después del tratamiento,así 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 restricción Hpa II. En los 3 pacientes se confirma que no existía una 
población mosaico previa puesto que los patrones son idénticos entre los clones y respecto a 
las cepas parentales. 
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Figura 35 (cont.).  
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2.3.2 Ausencia de selección en cultivos de Leishmania 

Cuando fue posible, aislamos y cultivamos el parásito a partir de las muestras clínicas 

analizadas en el apartado anterior como queda reflejado en la Tabla 3 (ver pág. 29). 

Así cultivamos 56 cepas de Leishmania infantum aisladas de médula ósea. En todos 

estos casos, los patrones de restricción eran idénticos cuando realizábamos la técnica 

de kDNA snPCR-RFLP directamente sobre la muestra biológica o cuando 

trabajábamos con la cepa aislada y cultivada a partir de esa misma muestra clínica 

(Figura 36), lo que indica que el cultivo y los subpases que éste conlleva no 

seleccionan ninguna población o clon preexistente en la muestra aislada. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 36. Patrones de restricción obtenidos mediante kDNA sn PCR-RFLP de 
muestras clínicas y de los aislados cultivados a partir de ellas en 2 pacientes 
coinfectados del estudio. A: digestiones con la enzima Hpa II. M: marcador molecular 
PCR marker (Sigma). Calles 1-3: aspirados de médula ósea. Calles 4-6: cepas 
cultivadas y aisladas a partir de las mismas muestras clínicas, dónde no se aprecia 
ninguna diferencia en los patrones. B: digestiones con Hpa II de 2 médulas óseas 
(calles 1 y 2) y los cultivos a partir de ellas (calles 3 y 4). Tampoco se aprecia ninguna 
diferencia entre los patrones. 
 

A B
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2.4 Aplicación de la técnica de kDNA snPCR-RFLP para la detección y 
caracterización de Leishmania en jeringuillas desechadas por ADVPs 

 
Nos propusimos establecer el papel que juegan las jeringuillas compartidas entre 

ADVPs en la transmisión de Leishmania en España. 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). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aplicando la técnica de kDNA snPCR-RFLP a las jeringuillas del grupo A pudimos 

observar que 53 muestras presentaban un patrón único y distinto entre sí, pero que 12 

de las muestras pertenecían a 3 genotipos distintos:  3 muestras pertenecían a un 

genotipo, otras 3 pertenecían a otro y otras 6 muestras pertenecían al tercero (Figura 
37). 

 

 

Figura 36. Porcentajes de detección de Leishmania en las jeringuillas 
compartidas por ADVPs en 2 períodos 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.  
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Figura 37. Caracterización 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.Caracterización de Leishmania por técnicas moleculares basadas en 
PCR 

La aplicación de la técnica de amplificación de ADN mediante iniciadores arbitrarios 

(RAPD) en Leishmania ha demostrado valor en el análisis de genética de poblaciones 

(Tibayrenc et al., 1993; Bañuls et al., 1999) . Otros autores han planteado la 

posibilidad de diferenciar entre especies del género Leishmania, básicamente como 

respuesta al problema de solapamiento de distintas especies circulantes en la misma 

región, 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 ningún 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 pág. 45). Los protocolos de amplificación fueron 

rigurosamente comprobados así 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 sí 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 ecológico 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 intraespecífica 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 relación 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). Además, el 

ADN tiene que estar libre de cualquier otro ADN, puesto que los cebadores, al ser 

inespecíficos pueden reconocer esta secuencia extraña y los patrones obtenidos no 

serían representativos del organismo en estudio. Por lo tanto, siempre es necesario 

cultivar el parásito, no pudiendo trabajar directamente con muestras biológicas. Por 

último, con una técnica tan poco reproducible es muy difícil asegurar la estabilidad 

temporal de los patrones obtenidos, característica y objetivo primordial a la hora de 

definir un marcador microbiológico. 
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Los genes que codifican las subunidades pequeña y grande de ARN ribosomal 

(SSU y LSU rRNA) están muy conservados y se han mostrado muy útiles en estudios 

filogenéticos entre tripanosomátidos (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 mutación más altas 

que los propios genes, lo que se traduce en una mayor variabilidad. La amplifcación de 

estas regiones en Leishmania mediante PCR y posterior digestión con endonucleasas 

de restricción 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, no encontramos variabilidad entre ellos, con niguna 

de las enzimas empleadas (Alu I, Sph I, Hae III) como se aprecia en la Figura 17 (ver 

pág. 45). Las cepas empleadas fueron las mismas que utilizamos para RAPD. La 

técnica es más reproducible que ésta última, principalmente porque los cebadores son 

más específicos, pero para obtener un rendimiento aceptable en las amplificaciones se 

necesita partir de una gran cantidad de ADN, lo que se traduce en la práctica en que 

sólo es aplicable a cepas previamente cultivadas. Si perseguimos unos objetivos 

taxonómicos o filogenéticos, esta herramienta puede ser relativamente útil, pero en 

ningún caso es capaz de poner de manifiesto variaciones intraespecíficas. 

 

Es necesario desarrollar técnicas moleculares basadas en PCR que sean 

capaces de discriminar entre aislados de Leishmania, a diferencia de la RAPD y la 

IRT, como alternativa a la caracterización 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 recaída o una reinfección, más 

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; Gállego et al., 2002). 

 

La técnica PCR para la amplificación de secuencias diana de los minicírculos 

del ADN del kinetoplasto de Leishmania ha sido ampliamente utilizada sobre todo con 

fines diagnósticos (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 específicas, generalmente de 

la región variable del minicírculo, para la identificación específica de la especie. 
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Por otra parte, se ha empleado a lo largo de los últimos 20 años el análisis por RFLP 

del ADN del kinetoplasto de varios tripanosomátidos, incluída Leishmania, separado 

previamente del ADN genómico 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 

análisis clásico de esquizodemas tiene el principal incoveniente de que es obligatorio 

cultivar el parásito y el proceso de separación del ADNk es muy laborioso. Además, la 

variabilidad intraespecífica encontrada, por ejemplo en L. infantum, es muy limitada 

(Angelici et al., 1989). Estos autores realizan un análisis multifactorial de los 

esquizodemas para concluir que es posible agrupar patrones específicos según el 

zimodema, es más, concluyen que las cepas de L. infantum viscerotrópicas y 

dermotrópicas se diferencian claramente por este tipo de análisis. 

 

 La PCR-RFLP directa (un solo proceso de amplificación) sobre los minicírculos 

del ADNk de Leishmania infantum solventa la limitación del análisis isoenzimático 

cuando queremos hacer un seguimiento secuencial de los aislados de un mismo 

paciente coinfectado. En principio, no es necesario cultivar el parásito ya que la 

técnica de PCR tiene suficiente sensibilidad como para detectar ADN de Leishmania 

en cantidades mínimas. Además, ya no es necesario separar el ADNk del ADNg, como 

se hace en el análisis tradicional de esquizodemas, puesto que la especificidad de los 

cebadores hace posible trabajar con ADN total y sólo se amplifican los minicírculos de 

Leishmania. Estos cebadores están diseñados en la región conservada del minicírculo 

de tal forma que aseguran la amplificación de todo el mincírculo linearizado (Figura 
38). 
 

 

 

 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 38. Esquema de un minicírculo de ADNk de Leishmania, mostrando la 
posición de los cebadores utilizados. 
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Los productos amplificados tienen un tamaño 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 está muy limitada. Varios autores han comprobado en los últimos 

años que utilizando cebadores específicos para la región conservada de los 

minicírculos se amplifica siempre un fragmento del mismo tamaño (800 pb para L. 

infantum) que corresponde a la familia o clase  mayoritaria de minicírculos, es decir, 

las secuencias más 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 minicírculos individuales, sino con la clase mayoritaria, formada por 

un gran número de minicírculos con secuencias altamente similares pero no idénticas. 

Sólo subclonando en vectores (comerciales) es posible tener la secuencia individual 

de cada minicírculo.  

 

 Este producto amplificado se somete a una digestión con endonucleasas de 

restricción para obtener unos patrones distinguibles (PCR-RFLP). Para ello es 

necesario purificar el producto de PCR puesto que determinados componentes de la 

reacción anterior, como el MgCl2 o el tampón de la ADN polimerasa puede afectar el 

proceso de corte enzimático. Las seis enzimas de restricción empleadas 

proporcionaron un número suficiente de bandas como para poder observar variabilidad 

entre los aislados estudiados, según los datos de los mapas de restricción generados. 

En la optimización experimental se comprobó que las digestiones eran reproducibles y 

que todas las enzimas funcionaban correctamente. Además, se hicieron pruebas con 

exceso de enzima para evitar la posibilidad de que se estuviesen produciendo 

digestiones parciales. El uso de seis enzimas de restricción (una por digestión) 

asegura en un altísimo porcentaje la similtud o no de los patrones observados entre 

dos aislados de L. infantum, teniendo en cuenta el número 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 minicírculos de 

Leishmania concluyendo que las dianas para las enzimas de restricción empleadas en 

los estudios de PCR-RFLP se conservan a lo largo de un tiempo considerable, incluso 

más de 2 años, y se conservan entre minicírculos de cepas de la misma especie 

aisladas en zonas distanciadas geográficamente, proporcionando a la técnica la 

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

minicírculos evolucionan muy rápidamente, principalmente en la región 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 recaídas, y en los que observamos 

cómo se mantienen los patrones de restricción idénticos en todas las muestras, a lo 

largo de 3 y 2 años respectivamente, tiempo suficiente para que se hubiese producido 

algún tipo de divergencia en las secuencias. 

 

 Con la sensibilidad teórica de esta PCR somos capaces de detectar el ADN 

corespondiente a un parásito, pero en la práctica esta sensibilidad se puede ver 

afectada por la presencia de ADN exógeno, bien humano, de perro o de flebotomo, 

cuando trabajamos directamente con muestras clínicas. Por lo tanto, es fundamental el 

desarrollo de una técnica con la suficiente sensibilidad como para poder trabajar con 

muestras biológicas, ya que en bastantes ocasiones no es posible cultivar el parásito, 

los cultivos sufren contaminaciones o la carga parasitaria en la muestra es muy baja. 

Para ello diseñamos y optimizamos una PCR seminested, con dos procesos de 

amplificación, lo que aumenta enormemente la sensibilidad (kDNA snPCR-RFLP). 

Nuestro objetivo se centraba en que el producto final amplificado fuese del mayor 

tamaño posible para realizar posteriormente el análisis de RFLP, por lo que los 

cebadores de la primera reacción se diseñaron en la región conservada de 

minicírculos de L. infantum, de tal manera que amplificamos todo un minicírculo 

linearizado (800 pb). Los cebadores de la segunda reacción se diseñaron contiguos a 

los primeros ofreciendo un fragmento de 780 pb, correspondiente a casi toda la 

longitud de un minicírculo (Figura 39). 
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Es destacable en nuestros resultados el hecho de que al analizar mediante la 

kDNA snPCR-RFLP 56 cepas de Leishmania infantum aisladas y cultivadas a partir de 

aspirados de médula ósea de pacientes coinfectados y comparar los resultados con la 

técnica realizada directamente sobre esas mismas muestras biológicas, nunca 

observamos ninguna diferencia en los patrones de restricción. Es decir, nuestros 

resultados indican que el cultivo en medio NNN no selecciona de manera alguna 

posibles subpoblaciones presentes en los aislados originales, más 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 más 

rápidas y que evitan el cultivo, obligatorio, en el análisis por isoenzimas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 39. Esquema de los productos de amplificación y posición de los cebadores en la 
kDNA snPCR-RFLP. 
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2. Estudios clínico-epidemiológicos de la coinfección por Leishmania/VIH 
 
Disponíamos de 4 cepas de Leishmania infantum aisladas de 3 pacientes coinfectados 

por VIH adictos a drogas por vía parenteral (ADVPs) que vivían en la misma ciudad 

(Badalona) y nunca habían viajado fuera de España (Tabla 2, pág. 27). El zimodema 

encontrado en los 4 aislados, MON-253, sólo había sido descrito en un paciente 

sueco, con una lesión cutánea (Montelius et al., 1998). Los enfermos fueron 

diagnosticados por el mismo médico entre diciembre de 1997 y marzo de 1998 (tres 

meses) lo que sugería que se trataba de un brote de leishmaniasis. Los datos de PCR-

RFLP confirman este brote ya que los patrones de restricción son idénticos entre los 4 

aislados, independientemente de la enzima de digestión que utilicemos, como 

observamos en la Figura 25 (ver pág. 54).  

Era fundamental comprobar que la identidad de los patrones de restricción era un 

reflejo de su secuencia nucleotídica, ya que ésto nos permitiría 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 altísimo grado de similaridad, con lo que 

adicionalmente queda demostrado la homología entre los minicírculos (Figura 26, pág. 

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 relación final entre los tres pacientes no puede ser corroborada en toda 

su extensión debido a la confidencialidad de los datos, lo que confirmaría la 

transmisión mecánica  y antroponótica del parásito.  

 

 Ha habido estudios bastante extensos de carecterización isoenzimática de 

pacientes coinfectados en toda la cuenca mediterránea (Gramiccia et al., 1995; 

Pratlong et al., 1995; Jiménez et al., 1995a; Jiménez et al., 1995b; Gállego et al., 

2002). Las conclusiones principales de estos trabajos son la mayor variabilidad del 

parásito en estos pacientes, la detección de nuevos zimodemas y la visceralización de 

zimodemas normalmente cutáneos. Sin embargo, hay escasez de estudios 

epidemiológicos con herramientas moleculares en nichos ecológicos cerrados, dónde 

el comportamiento epidemiológico del parásito podría ser distinto, cómo la isla de 

Mallorca. Sí se disponen de datos fiables respecto a los índices 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-Gállego et al., 2001). 
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La aplicación de la técnica de PCR-RFLP puso de manifiesto la identidad de patrones 

de restricción 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, lo que encaja con el ciclo zoonótico clásico del 

parásito. 

El agrupamiento de cepas de L. infantum aisladas de enfermos coinfectados por VIH 

en un único cluster (Figura 40), en el que todas las cepas estudiadas procedían de 

ADVPs, refuerza la idea de la existencia de un ciclo antroponótico y artificial en el que, 

como ya se ha señalado, 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 zoonótico natural, implicando cepas aisladas de perros, 

flebotomos y humanos (tanto inmunocompetentes como inmunodeprimidos por VIH, 

quienes también están expuestos a la picadura de Phlebotomus). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Dendograma construído 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 parásito 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, necesitaríamos datos de la 

segregación y recombinación, las dos características fundamentales de la 

reproducción sexual, y así determinar su ausencia o presencia en la población del 

parásito (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  recombinación genética (Kelly et al., 1991). Se ha sugerido que la reproducción 

sexual  se produce en tan baja frecuencia que no es capaz de alterar el patrón clásico 

de población clonal. Es más, esta hipótesis no implica que las cepas caracterizadas 

con el mismo zimodema sean un grupo o unidad heterogénea, sino que están 

formadas por clones más o menos relacionados, como en el caso del zimodema MON-

1, donde la PCR-RFLP pone de manifiesto un gran número de clones distintos.  

Si se hubiese producido recombinación genética en la población de Leishmania 

infantum en la isla de Mallorca, como norma general deberíamos haber detectado una 

mayor variabilidad y un mayor número de clusters. Además, la técnica de PCR-RFLP 

ha puesto de manifiesto la estabilidad temporal de los clones (2-3 años), a pesar de 

que ha sido descrita una alta tasa de mutación de los minicírculos, situación que sólo 

es compatible con una estructura clonal de Leishmania. La compleja discusión sobre la 

definición estricta de una población clonal ha llevado a definir nuevos términos como 

“clonalidad epidémica” (Tibayrenc y Ayala, 1999), en la que hay propagación clonal en 

especies con reproducción sexual de manera esporádica, en contraste con las 

definiciones extremas de estructura clonal o sexual, y que podría 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 parásito descrita por 

otros autores con cepas aisladas de enfermos coinfectados y de diversa procedencia 

geográfica (Jiménez et al., 1997). 

 

 Como ya se ha apuntado, L. infantum es muy variable en individuos 

coinfectados por VIH, y la caracterización isoenzimática, aunque útil, tiene evidentes 

limitaciones a la hora de seguir los aislados secuenciales del mismo paciente, ya que 

la conservación del zimodema antes y después del tratamiento no implica 

necesariamente que el paciente haya sufrido una recaída. 

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

isoenzimáticamente, como en el caso de los aislados 1-4 (1 y 2 del paciente A; 3 y 4 
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del paciente B) de la Tabla 2 (ver pág. 27), dónde los patrones de restricción se 

conservan en las muestras tomadas antes y después del tratamiento (Figura 30, A y 

B, pág. 61). Es muy destacable el período de tiempo existente entre los dos aislados 

del paciente B (3 años) y que confirma la estabilidad ya discutida de los minicírculos. 

Por otra parte la ténica reveló en los aislados 6 y 7 del paciente coinfectado C (Tabla 
2), y caracterizados como MON-24, que los patrones de restricción diferían claramente 

en las muestras tomadas antes y después del tratamiento (Figura 32, pág. 62), lo que 

sugería que el paciente podría haberse reinfectado. 

No obstante, para validar este trazador molecular necesitábamos un estudio más 

amplio y con muchas más muestras para poder confirmar la fiabilidad de la técnica. 

Además, como ya se discutió, nunca alcanzamos la sensibilidad teórica de la PCR 

cuando trabajamos con muestras clínicas directamente. 

 

 Una vez desarrollada y optimizada una nueva PCR entre 100 y 1000 veces 

más sensible que la anterior (kDNA sn PCR-RFLP), abordamos el estudio de 256 

muestras clínicas (aspirados de médula ósea y sangre periférica) y 56 cepas 

cultivadas a partir de éstas, aisladas de 40 pacientes coinfectados, y que pertenecían 

a un ensayo clínico aleatorio y multicéntrico en el que se comparaba la eficacia de la 

anfotericina B complejo lipídico (Abelcet) frente a antimoniales. 

Como esperábamos, la técnica fue mucho más sensible, llegando a detectar y 

amplificar el ADN correspondiente a 0,01 parásitos. Además, la especificidad probada 

aseguraba que no se podía amplificar ADN de flagelados no patógenos, que pueden 

estar presentes en las muestras procedentes de enfermos inmunodeprimidos por VIH 

y ADVPs, como consecuencia de sus hábitos de inyección de la droga, (Jiménez et al., 

1996; Noyes et al., 2002) 

Como en el caso de la PCR directa, sólo la clase mayoritaria de minicírculos se 

encuentra en el producto amplificado y la fiabilidad de los datos queda asegurada 

también por el uso de las 6 mismas enzimas de restricción (una por digestión). Aún 

más, la estabilidad de la técnica fue confirmada con el mantenimiento de perfiles en 

recaídas sucesivas de pacientes confectados (Figura 34, pág. 63), a lo largo de 2 

años. 

En este estudio se detectó un cambio en los patrones de restricción 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 pág. 64), a pesar de que la 

caracterización isoenzimática predecía una recaída, ya que el zimodema (MON-34, 

MON-1 y MON-24) se mantenía en todos los aislados. En los tres casos se había 

determinado erróneamente un fallo terapéutico (Tabla 4, pág. 65). Los zimodemas 
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caracterizados corrresponden a aquellos  de mayor frecuencia en enfermos 

inmunodeprimidos (Alvar, 2001), lo que hace más 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 patrón observado podría ser consecuencia de la detección de 

poblaciones minoritarias con resistencia innata y que sobreviven tras la quimioterapia, 

pero, aunque se han descrito infecciones mixtas por distintas especies y por distintos 

zimodemas dentro de la misma especie, éstas son poco probables. También 

podríamos especular con la posibilidad de que aunque no ocurran estas infecciones 

mixtas, sí exista un estructura “mosaico” en la poblacion original, en la que distintos 

clones, con pequeñas diferencias en su material genético, causan la infección primaria 

(Bastien et al., 1990). Si este fuese el caso, detectaríamos un cambio en el patrón de 

restricción que no implicaría una infección de nueva adquisición, sino la detección de 

un clon específico y cuyo ADN kinetoplastídico es diferente, en cuanto a su secuencia 

nucleotídica, al clon detectado en la muestra antes del tratamiento. Sin embargo, los 

estudios de clonalidad del parásito en el caso de los tres pacientes con cambio de 

patrón demuestran que los clones son idénticos entre sí e idénticos a la cepa parental 

(Figura 35, pág. 66). En total analizamos 33 clones de 3 pacientes (16, 7 y 10 

respectivamente), un número significativo para haber detectado algún 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 análisis isoenzimático.  

Aunque los pacientes coinfectados por Leishmania/VIH tienden a sufrir recidivas 

después del tratamiento (López-Vélez et al., 1998), el hecho de que la mayoría de 

estos enfermos sean ADVPs, incrementa el riesgo de reinfección al compartir las 

jeringuillas, hábito que repiten sucesivamente. 

Por lo tanto, la técnica de kDNA snPCR-RFLP se ha mostrado útil, fiable y 

reproducible para la detección de reinfecciones en pacientes coinfectados, lo que 

proporcionará mucha más información a los clínicos para determinar si determinadas 

leishmaniasis que no responden al tratamiento y que se pensaba, por la 

caracterización isoenzimática, que eran recaídas son, de hecho, reinfecciones. 

 

Puesto que parece evidente la participación de las jeringuillas compartidas 

entre ADVPs como vector mecánico para la transmisión de la leishmaniasis entre 

enfermos coinfectados, nos propusimos el objetivo de detectar ADN de Leishmania en 
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estas jeringuillas desechadas. Este análisis sólo era posible una vez que disponíamos 

de las herramientas de detección y caracterización 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 contaminación desde el análisis de blancos de extracción del 

ADN de la sangre coagulada en las jeringuillas (1 blanco de extracción por cada 8 

extracciones) hasta los controles negativos propios de la PCR. Además, el número de 

muestras positivas obtenidas por esta PCR coincide con los positivos obtenidos por 

otro miembro del laboratorio, utilizando una diana para la amplificación distinta, en la 

región ribosomal. 

El descenso en los porcentajes desde el 52% (grupo A,  año 1998) hasta el 34% 

(grupo B, período 2000-2001), a pesar de que el estudio no fue estadísticamente 

diseñado, podría ser consecuencia de la introducción de los programas de intercambio 

de jeringuillas en España, y más en concreto en la Comunidad de Madrid. En otros 

países, 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 español podría ser válido también para la 

leishmaniasis, aunque para confirmar en su totalidad esta presunción deberíamos 

diseñar un estudio epidemiológico riguroso en el que contrastar los datos de 

prevalencia entre los grupos de jeringuillas. 

Otro factor que quizás ha influído directamente en el descenso de los porcentajes ha 

sido la disminución de los nuevos casos de coinfección en España desde la 

introducción, en 1997, de la terapia antirretroviral HAART (Highly Active Antiretroviral 

Therapy).  

La caracterización molecular mediante el uso de kDNA snPCR-RFLP de las jeringuillas 

del grupo A (Figura 37, pág. 70), reveló la presencia de 53 genotipos distintos y 

únicos, mientras que 12 de las muestras pertenecían a 3 genotipos distintos:  3  

pertenecían a un genotipo, otras 3 a otro y las  6 últimas pertencían al tercero. La 

presencia de 53 genotipos distintos evidencia que los positivos de PCR no parten de 

una contaminación de laboratorio, en la cual encontraríamos, invariablemente, un 

único genotipo. Por otra parte, los genotipos compartidos sugieren la propagación 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 último, el análisis 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 tenían 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 transmisión del parásito. Queda por discutir si la 

detección de este ADN de Leishmania implica también  la viabilidad de la infección. 

Estudios recientes (Morillas-Márquez et al., 2002), apuntan a que es posible la 

infección, 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 infección. 
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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 análisis isoenzimático. 

 

2. La PCR-RFLP es una técnica altamente fiable y reproducible, ya que el uso de seis 

enzimas de restricción 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 útil para la confirmación de un 

brote de leishmaniasis entre ADVPs. 

 

4. Un marcador traza como éste es válido para contestar a cuestiones 

epidemiológicas, como aquellas derivadas del estudio en la isla de Mallorca donde, a 

partir de los patrones de restricción obtenidos, hemos sido capaces de establecer 

clusters específicos con clones de Leishmania infantum, que han revelado la 

cooexistencia de un ciclo antroponótico con el zoonótico convencional. 

 

5. La técnica de kDNA snPCR-RFLP, además de las ventajas que tiene la técnica 

directa, añade su alta sensibilidad, lo que permite trabajar directamente con muestras 

clínicas de pacientes coinfectados por Leishmania/VIH. 

 

6. La aplicación de la técnica de kDNA snPCR-RFLP ha permitido distinguir 

claramente entre reinfecciones y recidivas en un estudio amplio (40 pacientes 

coinfectados, 256 muestras clínicas y 56 cepas cultivadas), mostrándose como una 

herramienta de elección y complementaria al análisis isoenzimático. Esto proporciona 

más información a los clínicos para determinar si determinadas leishmaniasis que no 

responden al tratamiento no son recaídas, sino reinfecciones. 

 

7. La técnica de kDNA snPCR-RFLP ha sido muy útil para la detección de Leishmania 

en jeringuillas desechadas por ADVPs, poniendo de manifiesto la alta prevalencia del 

parásito en estas poblaciones, hallazgo que culmina la idea de la cooexistencia de un 

ciclo antroponótico artificial, dónde las jeringuillas sustituyen al flebotomo como vector 

mecánico, con el ciclo zoonótico natural. 
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