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SUMMARY

LEISHMANIA OF BOLIVIA. 1I: First isolation in the “‘Yungas” of La Paz Department. An isoxymic comparison of
stocks from a human case, dogs and Lutzomyia longipalpis sandflies.

A focus of visceral leishmaniasis was revealed in the ‘‘Yungas' region in the Department of La Paz. The first human
autochtonous case was diagnosed in this focus in 1982. Cutaneous and visceral leishmaniases in dogs were discovered. Finally, in
the same focus, Lutzomyia Longipalpis specimens were found with spontaneous infections (0.8 t0 4.2 % according to the place of
capture). Isoenzyme characterization on cellulose acetate of stocks from a human case, 3 dogs and 5 specimens of L.longipalpis,
compared with reference strains from Brazil and Marocco, showed they were related to the L.donovani s.l. complex Their
similarity for 13 enzymes confirms the reservoir tole of the domestic dog and the role of L. longipalpis as a vector in this focus of
Bolivia. The geographic and evolutive origins of strains of L. donovani s.l. complex, and specially those from Bolivia, are

discussed.
RESUMEN

Un foco de leishmaniasis visceral ha sido
descubierto en los Yungas del Departamento de La
Paz. El primer caso humano autdctono ha podido
detectarse en 1982 en dicha zona. La infeccion cutanea
y visceral del perro ha sido demostrada. Y finalmente,
en este foco, Lutzomyia longipalpis ha sido encontrado
espontaneamente infectado (0.8 a 4.2 % de los
especimenes disectados, segln lugar de captura). La
tipificacion isoenzimatica en acetato de celulosa de las
cepas procedentes del caso humano, de perros (3) y
de L longipalpis (5), comparativamente con cepas de
referencia del Brasil y de las costas mediterraneas, ha
permitido ligarles al complejo L donovani s.L Su simi-
litud, que fué apreciada en 13 enzimas, llevé a afirmar
el papel de reservorio doméstico del perro, asi como
el papel de vector de L longpalpis en este foco de
leishmaniasis visceral. Se discuten los origenes

evolutivos y geogrificos de las cepas del complejo L.
donovani  s.l, y particularmente las de Bolivia.

INTRODUCCION

La leishmaniasis visceral humana era practicamente
desconocida en Bolivia hasta una fecha reciente;
solamente 3 casos habian sido reportados por Gatti y
col. (1939), Monteiro de Barros y Rosenfeld (1942), y
Arruda y col. (1949).

En Ameérica del Sur, los principales estudios epide-
miolégicos sobre esta enfermedad han sido efectuados
en el Brasil, especialmente en el Noreste donde el
fleb6tomo Lutzomyia longipalpis se consideraba desde
mucho tiempo el vector de la leishmaniasis visceral
sobre la base de numerosos argumentos indirectos
(Deane y Deane, 1954b; Lainson y col.; 1977a; Lainson
y Shaw, 1979; Lainson y col., 1983). Pocas infecciones
naturales de L. longipalpis fueron encontradas (Deane
y Deane, 1954a; Lopes, 1956; Sherlock y Pessoa, 1966;
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Sherlock y Guitton, 1969), y ninguna caracterizacion
isoenzimatica habia sido efectuada.

En Bolivia, Velasco, al realizar en 1973 un
inventario de la fauna flebotémina de los Yungas, ha-
bia notado por primera vez la presencia y la frecuencia
de L. longpalpis en areas peridomésticas (65 % de las
capturas).

En cuanto a los estudios sobre los reservorios
animales de la leishmaniasis visceral en América del
Sur, se hicieron mayormente en el Brasil donde la
infeccion del perro ha sido encontrada hace bastante
tiempo (Chagas y col., 1937) y descrita luego por
numerosos autores (Deane y Deane, 1954a; Alencar,
1962; Marzochi y col., 1983). Simultineamente, se
identificaron ciertos reservorios selvaticos: el zorro sal-
vaje Lycalopex wvetulus (Deane, 1956, 1962), otro zorro
Cerdocyon thous  (Lainson y col. 1969; Lainson y
Shaw, 1971; Lainson y col., 1983).

En Bolivia, la existencia de leishmaniasis visceral
canina ha sido revelada recientemente (Angles y col.,
1982) en los Yungas del Departamento de La Paz, sugi-
riendo la presencia de casos humanos autéctonos de
kala-azar. Hasta la fecha, ninguna cepa de
leishmaniasis visceral habia sido aislada en Bolivia.

MATERIAL Y METODOS

A) Bisqueda de casos humanos de kala-azar y
aislamiento de cepas:

Mediante bisqueda pasiva y frente a una sospecha
clinica de leishmaniasis visceral, el estudio inmunolégi-
co del paciente fué efectuado por intradermoreaccién
a la leishmanina, inmunofuorescencia indirecta e inmu-
noelectroforesis. En cuanto al estudio parasitologico,
consistio en una puncion de la cresta iliaca, un frotis,
la coloracion y el cultivo en medio bifisico NNN modi-
ficado (Decker-Jackson y Honiberg, 1978); en caso de
aislamiento positivo, los cultivos eran replicados cada
semana.

B) Captura de flebétomos; zona de estudio, aislamien-
to de cepas:

La encuesta fué realizada en los ““Yungas” del
Departamento de La Paz, a una altura variando de 900
a 1400 metros. Los flebotomos eran identificados por
su genitalia; las hembras eran disectadas, y en caso de
infeccion espontanea, el tubo digestivo era extraido y
sembrado en 2 tubos de medio NNN modificado, con
control semanal.

C) Bisqueda de perros infectados, aislamientos de
cepas:

Los perros clinicamente sospechosos eran estudia-
dos serolégicamente; una vez efectuada la autopsia,
las muestras de higado, bazo y médula 6sea eran siste-
maticamente sembrados en medio de cultivo.

D) Cultivos masivos, preparacion del material para la
electroforesis:

La multiplicacién de los cultivos a partir de tubos
de 10 ml fué obtenida por siembra de frascos de 200
ml. Después de cosechar, los cultivos eran centrifuga-
dos a 40 a 2500 rpm durante 10 minutos, luego lavados
3 veces. Los sedimentos eran guardados a -800.

Un poco antes de la electroforesis, se anadié un
volimen igual de estabilizador hipoténico de enzimas
(Godfrey & Kilgour, 1976). La lisis de los promastigotes
fué obtenida por congelacion/descongelacién efectua-
das 3 veces seguidas.

E) Electroforesis:

Los métodos de electroforesis en acetato de celu-
losa fueron los de Tibayrenc y Le Ray (1984) adaptados
de Lanham y col. (1981). La glutamato oxaloacetato
transaminasa (GOT) fué revelada segin el método de
Kreutzer y col. (1983), utilizando como tampé6n de mi-
gracion el buffer HR Helena (fuerza iénica 0.75).

Se usaron las siguientes enzimas para la caracteri-
zacion bioquimica:

EC.1.1.1.37. MDH
E.C.1.1.1.40. ME
EC.1.1.1.42. ICD
E.C.1.1.1.44. 6PGDH
E.C.1.1.1.49. G6PDH
ECLI1E GDH Nad+
E.C.1.4.1.2. GDH Nadp+
E.C26.1.1. GOT

JUH‘N’ ‘”ﬂ: "w‘ m .. 1asa

tsocttmn deb-dmgenm ;

6 fosfogluconato dehidrogenasa
Glucosa 6 fosfato dehidrogenasa
Glutamato dehidrogenasa (Nad+)

Glutamato dehidrogenasa (Nadp+)
Glutamato oxaloacetato transaminasa

Fosfoglucomutasa E.C2.751. PGM
Peptidasa (substrato L-leucyl-leucyl-leucina) E.C.3.4.11.  PEP
Aconitata hidrolasa E.C4.2.13. - ACON

Manosa fosfata isomerasa
Fosfoglucosa isomerasa

EC5318 MPI
E.C53.1.9.  PGI

Seis cepas de referencia fueron utilizadas:

ORIGEN CODIGO
TAXON HUESPED GEOGRAFICO INTERNACIONAL
L. infantum s.st. Hombre Marruecos - MHOM/MA/67/ITMAP-263
L. chagasi s.I. Hombre Bahia, Brasil MHOM/BR/74/M-2682
L. donovani s.st. Hombre India MHOM/IN/2/H! 70
L. braziliensis braziliensis Hombre ‘Para, Brasil MHOMIBW?‘SMM
L. mexicana amazonensis Lutzomyia flavis cutellata Para, Brasil IFLA/BR/67/PH-8
L. hertigi deanei Coendou prehensilis Para, Brasil MCOE/BR/78/M-5088
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RESULTADOS

A) Primer caso humano autéctono de los Yungas del
Departamento de La Paz:

En un nino de 2 anos y 2 meses, el cuadro clinico
muy caracteristico hizo evocar el diagnéstico de kala-
azar, lo cual fué confirmado serolégicamente. La
puncién de la cresta iliaca, con frotis positivo, fué
sembrada en cultivo y permitié aislar una cepa al
cuarto dia (Desjeux y col., 1983).

B) Captura, tasa de infeccion de L. longipalpis:

L. longpalpis representd 96 % del conjunto de los
fleb6tomos capturados en zonas peridomésticas. 2,578
hembras fueron disectadas. La tasa de infeccion natural
en 3 pueblos diferentes varia de 0.8 a 4.2 % (Le Pont y
Desjeux, 1984). La localizacién suprapilérica y el tama-
no grande de los parasitos sugerian su pertenencia al
complejo L. donovani s.l. (Lainson y col., 1977b).

C) Aislamiento de leishmanias de los especimenes de
L. longipalpis:

Cinco cepas fueron aisladas de hembras de L.
longipalpis, luego mantenidas en cultivo en medio bi-
fasico NNN modificado, con replicados semanales.

D) Busqueda de perros infectados, aislamiento de
cepas:

Cinco perros sospechosos, con confirmacién
serologica, fueron sometidos a autopsia. Muestras de
higado, bazo y médula osea fueron puestas en cultivo.
Cinco cepas fueron aisladas, dos se contaminaron y
tres pudieron ser mantenidas en cultivo.

E) Caracteristicas de las cepas:

En resimen, 9 cepas autoctonas fueron tipificadas:
5 procedentes de hembras de L. longipalpis , 3 de
perros, y una de un caso humano.

F) Caracterizacion isoenzimdtica de las cepas:

1) Cepas autoctonas: (Ver diagramas)

Los resultados electroforéticos mostraron, para las
13 enzimas estudiadas, un perfil isoenzimatico idéntico
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comin a las 9 cepas, demostrando asi su completa
simitud. Por otra parte, esas 9 cepas eran totalmente
similares a las dos cepas de referencia M-2682 (L.
chagasi 5.l ) del Brazil y ITMAP-263 (L. infantum) de Ma-
rruecos. Al contrario, eran diferentes de HS-70 (L.
donovani)  de la India, con 7 enzimas sobre 13 discrimi-
nativas (6PGDH, ICD, MDH, G6PDH, GPI, GOT, MPI).

Las tepas de referencia representativas de otros
complejos: L. mexicana amazonensis (PH-8), L. brazliensis
braziliensis (M-2904 y [. hertigi deanei (M-5088), se mos -
traron bien diferentes.

2) Cepas de referencia: (Ver diagramas)

El estudio del grado de similitud protéica entre las
cepas de referencia de complejo donovani s.l. (porcen-
taje de bandas comunes) era del 100 % entre L. chagasi
sl (M-2682) y L. infantum (ITMAP-263); mientras era
solamente del 40.5 % entre L. donovani (HS-70) y las
dos otras L. infantum y L. chagasi s.I. (ver Tablas 1y 2).

TABLA 1: GRADO DE SIMILITUD PROTEICA ENTRE
SUBESPECIES DEL COMPLEJO DONOVANI

% de bandas comunes en electroforesis
de izoenzimas en acetato de celulosa.

L. infantum L. chagasi

L. chagasi 1313 =

100 %

6/13
40,5 %

6/13
40,5 %

L. donovani

TABLA 2:
RELACION FILOGENICA SUPUESTA ENTRE SUBESPECIES DEL

COMPLEJO DONOVANI BASADA SOBRE EL GRADO DE SIMILITUD
PROTEICA (% de bandas comunes)

L. infantum

L. chagasi

L. donovani

No. DE CEPA HUESPED ORIGEN ORGANO INFECTADO
ILON/BO/83/LPZ-391 L. longipalpis Nor-Yungas Tubo digestivo
ILON/BO/83/LPZ-392 L. longipalpis Santa Barbara (suprapilérico)
ILON/BO/83/LPZ-422 L. longipalpis & i &
ILON/BO/83/LPZ-443 L. longipalpis & & &
ILON/BO/83/LPZ-597 L. longipalpis £ d &
MCAN/BO/81/LPZ-06 Perro Sud-Yungas Médula o6sea, higado, bazo
MCAN/BO/81/LPZ-08 Perro Sud-Yungas - T &
MCAN/83/83/LPZ-225 Perro Nor-Yungas « G &
MHOM/82/82/LPZ-18 Hombre Sud-Yungas Meédula ésea
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diagramas de los perfiles enzimaticos

1P 3as5 6 78 9101112 19:3_’55678910111? 1923 a6 7 011 12
ME MDH 6PGDH
1 B 3as 6 B 910114 %

2345678 9101112 FL’ga 5 z8 9101112

G6PDH

f_ 45_’_6 78 91011 12 A= a

ICD GPI
6 7 8 910 1112
leyenda
- MHOM/MA/67/ITMAP-263
. MHOM/BR/ThL/M~2682
. MHOM/IN/?/HS-TO

- MHOM/BR/TkL/M-2682
- MHOM/BO/B2/LPZ-18
- MCAN/BO/83/LPz-225
- ILON/BO/83/LP2-392
- ILONW/BO/83/LPZ-LkL3
- ILON/BO/83/LP2Z-597
10. MHOM/BR/T75/M-200k

O D= AW W

11. IFLA/BR/67/PH-8
12. MCOE/BR/78/M-5088

ACON
DISCUSION

A) Cepas autodctonas:

Este estudio representa la primera caracterizacion
de cepas del complejo L donovani s.. en Bolivia. El
mismo precisa las caracteristicas epidemiolégicas del
foco de leishmaniasis visceral humana y canina de los
Yungas del Departamento de La Paz, y plantea el
problema del origen autéctono o importado de esas
cepas.

1) Cepas de L longipalpis:

La identificacion de las cepas aisladas de L
longipalpis  como ligadas al complejo L donovani s.l.,
junto con otros argumentos como la localizacién su-
prapilérica de las infecciones espontineas en el tubo

PGM

digestivo de L. longipalpis , el tamafio grande de los
promastigotes y sobre todo su similitud con cepas ais-
ladas en la misma region de un caso humano y de pe-
rros, todos esos datos permitieron concluir formalmen-
te al rol de vector de L. longipalpis en el foco estudia-
do. Hasta la fecha, en América del Sur, la presuncién
del rol de vector de L. longpalpis estaba basada
solamente sobre argumentos indirectos (Lainson y
Shaw, 1979).

Simultineamente con nuestro estudio, Ryan y col.
(1984) reportaron la infeccion espontinea suprapildrica
masiva en 0.5 % de los fleb6tomos L. longipalpis en la
isla de Marajo (Estado de Para, Brazil); una cepa se
revelo totalmente semejante, por sus caracteres
biolégicos y bioquimicos, a L chagasi aislada de casos
humanos y de zorros de la misma regi6n.
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Finalmente, en 1984, Lainson y col. encontraron en
el foco de Santarem (Pard, Brasil) 7.14 % de L. longpal-
pis infectados y el parasito fué transmitido al hamster
por picadura de fleb6tomos salvajes.

2) Cepas caninas:

Los resultados isoenzimaticos permitieron determi-
nar el rol de reservorio doméstico del perro en este
foco de los Yungas, donde la infeccion canina (tanto
cutanea como visceral) es muy difundida. Sin embargo,
la evolucién rapida de la infeccion hasta la muerte del
perro hace suponer la existencia paralela de un otro
reservorio doméstico para dicha enfermedad.

B) Cepas de referencia del Antiguo Mundo: individua-
lizacion de L. donovani y L. infantum,

Al principio, numerosos autores han clasificado los
agentes etiologicos de la leishmaniasis visceral humana
en diferentes especies y subespecies, basandose en
argumentos morfolégicos, biogeograficos y epidemiolo-
gicos (Nicoli, 1963; Garnham, 1971; Lainson y Shaw,
1972; Bray, 1974; Hommel, 1978). Mas tarde, los carac-
teres intrinsecos, y particularmente la mobilidad
electroforética de los isoenzimas, se impusieron como
criterios mayores de clasificacién (Schnur y col., 1972;
Ebert, 1973; Chance y col., 1977a; Gardener y col.,
1974; Kilgour y col., 1974; Schnur y Zuckerman, 1977;
Brazil, 1978; Al Taqui y Evans, 1978; Chance, 1979;
Lainson y Shaw, 1979; Rioux y col. 1980).

Recientemente, unas cepas procedentes de zonas
geogrificas muy diferentes (América del Sur, Medite-
rrineo, Africa, India), fueron estudiadas segin diversos
métodos: gradiente de densidad de flotacion del DNA,
factor excretado, electroforesis de isoenzimas. Schnur
y col. (1981) compararon de esta manera en 7 sistemas
enzimaticos diferentes, 84 cepas, incluyendo cepas del
Nuevo Mundo procedentes de Honduras y del Brasil.
76 de ellas eran similares o a veces con un enzima va-
riante; los autores concluyeron en la gran homogenei-
dad de las cepas en contraste con la diversidad de su
origen geogréfico. :

Simultineamente, Peters y col. (1981) estudiaron
en 4 sistemas enzimaticos la mobilidad electroforética
de cepas procedentes de casos de kala-azar de
diferentes regiones de la India. Demostraron entre las
cepas del Nor-Bihar la prevalencia de L. donovani
diferente de L. infantum del Mediterraneo, destacando
la existencia de L. infantum en la region de Calcutta.
lgualmente, Lanotte y col. (1981) estudiaron 146 cepas
del Antiguo Mundo por electroforesis en gel de
almidén, con 8 enzimas. Individualizaron por taxono-
mia numérica diferentes complejos, entre ellos el
complejo L. donovani. Dentro de ese tltimo, describie-
ron 2 grupos distintos: el uno oriental, L donovani , el
otro occidental, L. infantum , demostrando una impor-
tante heterogeneidad.

Finalmente, Lainson y col. (1981) separaron unas
cepas de L donovani s.l de la India, del Kenya y de la
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Etiopia, de una cepa L. infantum de Francia, mediante
un sistema enzimético (ASAT) en gel de almidon.

Nuestros propios resultados, aunque logrados
sobre solamente dos cepas de referencia (H5-70 e
ITMAP-263), han confirmado netamente las diferencias
existentes entre L donovani y L. infantum, ya que 7
sistemas enzimaticos han permitido separarlas.

C) Origen de las cepas de leishmaniasis viscerales del
Nuevo Mundo:

Los resultados de nuestro estudio, total similitud
(100 %) entre la cepa de referencia L chagasi s.I. (M-
2682) del Brasil y L infantum (ITMAP-263) de Marrue-
cos, se inscriben en el cuadro de un gran debate refe-
rido al origen autdctono o importado de las cepas de
las leishmaniasis viscerales del Nuevo Mundo.

Diversas hipdtesis se emitieron sucesivamente:

1) Adler (1957, 1964) se opuso a la hipotesis de
una importacién de las cepas viscerales del Nuevo
Mundo, basindose en la improbable adaptacion de
L. d infantum al vector del Nuevo Mundo L. longipalpis.

2) Gardener (1977), Chance (1979), Schnur y col.
(1981) sugieron la posibilidad de una importacion por
los colonos o los esclavos, en razén de la similitud
observada en electroforesis de isoenzimas, de las
cepas del Nuevo y del Antiguo Mundo.

3) Al contrario, Lainson y Shaw (1979), aunque no
hayan podido diferenciar cepas del Brasil y de
Honduras con cepas del Meditérraneo, opinaron sobre
el origen autoctono basindose en los argumentos si-
guientes:

— diseminacién muy rapida de la enfermedad de
México hasta Argentina,

— escasez de casos humanos en Africa del Oeste,
y diferencia del cuadro clinico en Africa del
Este,

— existencia probable de la enfermedad canina
antes de la colonizacion por Europeos, por
encontrarse extensamente difundida,

— finalmente, gran estabilidad de la epidemiologia
de la leishmaniasis visceral mediterranea, y par-
ticularmente la gran especificidad vectora del
Phlebotomus.

4) Sin embargo, Killick-Kendrick y col. obtuvieron
en 1980 el desarrollo de L d infantum en el intestino
medio de L. longpalpis, demostrando la posibilidad de
transmision de las cepas del Antiguo Mundo por fleb6-
tomos neotropicales, argumentos que llevaba a la im-
portacién de ciertas cepas por los perros de los
colonos.




168

5) Finalmente, Lainson (1982a y 1983) sugirid la
posibilidad de una multiplicidad de los parasitos agen-
tes de la leishmaniasis visceral americana, unos siendo
autoctonos, otros importados, la dificultad de cultivo
de ciertas cepas provocando tal vez una falsa selec-
cién.

Nuestros resultados (similitud entre las cepas de
referencia L chagasi y L infantum estudiadas) parecen
inducir la importacion reciente de las cepas del Nuevo
Mundo, pero para poder concluir definitivamente,
numerosas cepas procedentes de América del Sur y
América Central deberan ser tipificadas. Ademas la
estandarizacion de las técnicas y el uso de cepas de
referencia comunes, son indispensables para proceder
al estudio comparativo de los resultados de diferentes
laboratorios. Y finalmente, otras técnicas, como el
estudio del ADN kinetoplastico o el logro de anticuer-
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pos monoclonales, deben utilizarse en paralelo con los
estudios isoenzimdticos para hacer una comparacién
global.
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