DIAGNOSTICO PRECISO DE ESPECIE EN

La Leishmaniasis humana es un problema de
salud piblica mundial con mis de 400.000
casos nuevos anuales (1) en los trépicos y
subtrdpicos. No sc ticnen prevalencias exactas,
pero se estima que la Leishmaniasis afecta a 20
millones de personas en cl tercer mundo y en
algunos paises desarrollados.

En Bolivia, la Leishmaniasis cutdnco-mucosa y
culdnea, ha sido reportada desde 1928 cn los
Yungas (2). En ¢l Alto Beni, zona continuacidn
de los Yungas hacia el Amazonas, la enfermedad
fue reportada y comprobada desde 1974 (3) con
la presencia de Leishmania  braziliensis
braziliensis (L.b.b.}.

La Leishmaniasis visceral humana cra
pricticamente desconocida en Bolivia,
habiéndosc reportado casos aislados 4,5). Desde
1982 ésta patologfa cobra importancia,
habiéndosc descrito 2 casos ca la region de los
Yungas (&), demostrando la infeccidn en cl
perre (7) y hallando L. donovani chagasi
(L.d.c.} en ¢l intestino de Flebotomos de la
regidn, Se demosird ambicén ka infeccidn doble
cen humanos con L.b.b. y L.d.c. (Barker,
comunicacidn personal, 1987).

La Leishmaniasis tiene un espectro amplio de
signos clinicos. El clinico sdélo puede
delerminar en pocos casos que ia enfermedad ¢s
causada por una ecspecic cn particular. La
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infcecion inicial gencralmente ¢s una lesidn
granulomatosa pequeiia. Una lesion cutinca
solitaria es el signo clinico mas comin y pucde
ser causada por cualquicra de las 15 subespecics
infecciosas on ¢l hombre incluyendo las que
causan Leishmaniasis mucoculanea grave
(L.b.b.) o kala azar (L.d.c.) {(8). En la mayoria
dc los hospitales, todos los casos son
inicialmente tratados de acucrdo a si la infeccidn
¢s visceral, mucosa o culdnca, Las decisiones
clinicas d¢ tratar con drogas 6xicas (9)
{Antimoniales Pentavalentes) deberia depender
de 1a especie de Leishmania presente; pero ésta
informacidn rara ver ostd presenie en ¢l
MOMER{O ACCCSArio.

El probvlema diagndstico no s6lo estd restringido
al médico. Para cl cpidemidlogo, la
mcriminacién de los hubspedes de rescrva
presenta dificuliades diagndsticas similares al
igual que la deteccidn de vectores. La exisicncia
de dos o mias ciclos de transmisidén de a
Icishmania en cierta rca complica més ¢! cuadro
cpidemiolégico.  Actualmente  estas
consideraciones ticnen mayor vigencia debido a
la creacién de zonas de colonizacidn, cxlension
de la prospeccidn aurifera y petrolera, apertura de
nucvos cjcs de comunicacidn, clc.,.. Esto
planica la nccesidad de contar con métodos
seguros y aplicables, para la detcecion de ésie
parisito.

INTERES DE LAS SONDAS DE DNA

Hasta ahora los mcjores métodos de
identificacién de la Leishmania han usado
anticuerpos monoclonales (10), o 1socnzimas
{11}, pero éstos y otros mélodos que usan los
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factores excretores, tipificacidn de dcidos grasos,
radiorespirometria y experimentos de
crecimiento, estin sujetos a la variacidn
Fenotipica. Un caricter genético puede ser
expresado 0 no y su producto (RNA o proteina)
puede ser afectade por arreglos del material
gendtico,

En cambio, el DNA de un organismo
usualmente no varia durante su ciclo de vida y
es ¢l principio de las 1écnicas de andlisis del
DNA (12) por: Schizodeme (13), cariotipo
molecular (14) (usando la localizacidn de los
genes de Tubulina). Estas técnicas muestran
considerable evidencia de variacién genotipica o
alteraciones en la secuencia del DNA. Estos
estudios pueden complementar ¢l método mis
usado y de mayor suceso; el yso del kDNA.

CARACTERISTICAS DEL DNA
DEL KINETOPLASTO

El kinctoplasto es un disco microscépico
visible, de 1 - 2 um. de didgmetro, ¢l cual
contiene aproximadamente 10 bp. de DNA
mitocondrial. Se lo encuentra entre ia
mesmbrana milocondrial en Ia base del flagelo en
todos los kinetoplastidos incluyendo a las
Tripanosomas y Leishmanias (Fig. 1).

El DNA del kinetoplasto (kDNA) consistc en
cerca de 50 maxi-circulos que codifican para
genes mitocondriales, y aproximadamente
10.000 - 20.000 minicirculos altamente
repetilivos con sccuencias de 900 - 2.500 bp

(Fig. 2).

Las sccuencias de los minicirculos evolucionan
ripidamente y la mayoria de los laboratorios
han mostrado divergencias de éstas secuencias
cntre  cspecies. Al contrario de  los
Tripanosomas que tienen 300 clases de
secuencias de minicirculos, las leishmanias
tiencn un nimere hmitado de clases de
sccuencias mayores (usualmente menos de 10).
En la mayoria de los casos, 80% de los
minicirculos son d¢ cuatro o menos clases de
sccuencia mayor. Este pequefio ndmero de
clases de secuencia significa que hay muchas
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copias {mds de 3.000) de unos pocos 600 bp.
listos para la hibridizacién.

Asi el KkDNA tiene algunas  caracteristicas
tnicas que lenan el criterio general aplicado al
diagnéstico con sondas de DNA, Tiene
sceuencias repetitivas suficientes para realizar un
buen blanco, estd libre de cédigos de restriccion
como los Intrones y los spacers. El kDNA es
ficilmente aislado y purificado de hasta tan poco
como 10 organismos.

MATERIAL Y METODOS

Los pardsitos fueron obtenidos de cultivos
realizados en el laboratorio de Inmunologia
Parasitaria del LB.B.A., a partir de cepas
autSectonas. El aislamiento, purificacidn, y
digestion con enzimas de restriccién en gel de
Agarosa al 2% realizado como descrito en el
manual de laboratorio del Dr. D.C, Barker y coll

(15).

Transferencia del kDNA al papel de
nitrocelulosa

Para la técnica de transferencia con el método de
Southern (149), ¢l gel de agarosa al 2% f{ue
tratado como sigue: se desnaturalizé ¢l DNA
con 0.5 M N-OH, 1.5 M NaCl, con agitacion
constante por espacio dc 60 minutos. Se
ncutralizé ¢l DNA con 1.5 M NaCl,L 0.5 M tris
HCl, 0.05 M Na2 EDTA pH 7.2 por 60 min.
con agilacion conslanic, Se lavé el filtro de
nitroceiulosa 10 min. en agua destilada y oucgo
15min. en2 x SSC (I x SSC =0.15 MNA
CITRATO pH 7.0). Se realiz6 el transporte de
DNA det gel al filiro de nitrocelulosa con 20
SS8C como buffer en 16 hrs, segin ¢l método de
Southern Blot, El papel de nitrocelulosa ya
transferido fué lavado con 2 x SSC 1 minuto,
secado a 42° G/t hora y cocido a 70° C/1 hora.
El filtro fué lavado en Baja "Stringency” en 2 x
§SC 0.1% sds a 65 C/2 horas y la
autoradiografia se realizd a -80° C con pantalla
intensificadora duranie 1 semana usando el probe
radioactivo L. .b.g. 4147.



Hibridizacién "in situ™ sobre portaoch-
jetos con sondas de DNA

La técnica de microscopia "in situ" necesita
menos de 100 microorganismos sobre un
portaobjelos.

Los pardsitos s¢ tomaron de un paciente, y
cultivos de cepas, entre las cuales tenemos a:

—{..maPH 8§

- L.d.c. LEM 379 (venez)
— L.b.g. 4147

— L.b.b.

~— L.m.m. 379

Se confrontaron con dos sondas realizadas en ef
Laboratorio de Parasiiologia, Instituto Molteno,
Universidad de Cambridge por el equipo de D.C.
Barker siendo csta:

ay P/L.m.a, PH 8.
b) P/L.b.b. 2903,

S¢ siguid el protocolo corregido para la
identificacidn 12 horas scgun cf Pr. D.C.
Barker y Lorna J. Gibson. Sc tomd una gota de
los culuives, los cuales se fijaron en 3 partes
cthanol y una paric de acido acélico,

El kDNA nuclear y kinctoplastido fuc
desnaturalizado en hebras simples con NaOH

0.07 W por 5 minutos, v la hibridizacién fué
realizada en ¢l portachjctos con ia sonda en
gotas dc 30 - 50 gl Posteriormentc sc
rcalizaron los lavados de "Stringency” en 2 x
SSC a 65°C por 15 minutos. La deteccidn sc
rcalizé con cl kil dc Beteshda Rescarch
Labhoratorics para 1a deteccidn con fotobiotina
siguicndo sus propias instrucciones pero con
modificaciones de ticmpo. Sc realizd la
visualizacién dc los pardsitos en un
rHCroscopio a contraste de fases (Ver fig Sy 6).
La scial de hibridizacién sc observa al
microscopio de iuz por la fotobioting, detectada
por un tratamicnto sccucncial con streptaviding,
{osfatasa alcalina biotinilada y un sustrato
cromogénico.

RESULTADOS
1.- Hibridizacidn en gel de Agarosa al 2%:

Se aislé ¢l KDNA de varias cepas de Leishmania
como ser;

~ L.b.b. 2903, cepa de referencia de 1a O.MLS.
y cepas autdctonas como ser:

~~MHOM/BO/B2/LPL 17
—~MHOM/BO/83/LPZ 155
~—MHOM/BO/83/LPZ 355
~—MHOM/BO/84/LPZ 714
~WH 8601 {cepa desconocida).

Se realizaron dos digestiones:

1.- ECO R1 (G/aatic)
2.- Bel 1 (T/GATCA)

En la digestion realizada, los minicirculos son
cortados s6lo 1 vez y se liberan de las redes de
kDNA. En la clectroforesis del gel de Agarosa,
aparecen, gracias a Ia accién del Bromuro de
Ethidium y los U.V,, como upa banda (nica de
DNA dc aprox. ... bp. y otra banda
quedindose en el pozo del depdsito. El tamafio
de los minicirculos parece conscrvado dentro de
una misma ecspecie de Leishmania, aungue la
ulilizacidn de difercntes condiciones de gel y de
migracién han establecido difcrencias dentro de
las sub-especics. (Fig. 3). ’

Después de realizar Ia autoradiografia del gel con
la sonda L.b.b. se comprucba la hibridizacion
total con la copa MHOM/BO/B3LPZ 155 en las
digestiones con ambas enzimas y la cepa L.b.b.
2903 cn la digestién con la enzima Bel L Se
observa hibridizacién débil con la cepa
MHOM/BO/B4/LPZ 714 con ambas ¢nzimas,
as{ como la ccpa MHOM/BO/83/LPZ 355,
siendo la hibridizacion totalmente negativa con
la cepa desconocida WH 8601 concluyéndose
gue Gsta no cs del complejo L. braziliensis.

{Fig. 4).

13



Hibridizacion DNA-DNA sobre por-
taobjetos.

Se observa positvidad en In reaccion enure fas
cepas:

-~ L.m.a. PH8 y la sonda P/PHE (Lm.a.).
- Pacientc y sonda P/PHR (L.m.a.)

La hibridizacion es negativa cn;

—Cecpa L.d.c. LEM 379 con sonda P/PHS
(L.m.a.).

—Ccpa L.b.g. 4147 con sonda P/PHS.

-Cepa L.m.a. PII8 con sonda P/2903
(L.b.b.}.

—Paciente con sonda Pf2903 (L.b.b.).

—Cepa L.m.m. con sonda P/2903 (L.b.b.).

Ver figuras 5a9.
CONCLUSIONES

Los resultados anunciados mucstiran
especificidad cntre 1as sondas de kDNA usadas y
los parisitos complementarios, demostrando de
ésta manera la ventaja principal de éste método,
que consiste en la demostracién de homologia
de secuencia con muy pocos pardsitos.

Este método nos permite discriminar las cepas
cntre complejos. Otras veniajas son quc ¢§ un
métlodo que sc pucde utilizar en biopsias de
pacienies y se pucde aplicar en flebdtomos con
cl consiguiente inferés epidemioldgico.

Es un método relativamente répido ya que no
necesita coltivo, Es bastante discriminativo ya
que en Bolivia contamos con Leishmanias que
pertencee a los complejos L.b., Ld y Lom,
guc no ticnen problema de hibridizacion
cruzada.
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L. AETHIOPICA

Fig 1. Fotografia por microscopio electrénico (X 27,712) de un corte sagital dela
C. Aethiopica mostrando el Kineloplasto (K).
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Fig 2. Fotografia por microscopio electrénico (X 35,136) mostrando Ia arquitectura
del Kinetoplasto.
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GEL DE AGAROSA AL_Z_A
I.- L. b. brasiliensis 2903 (OMS, ref)
2-WH. 8601 ?
3.- MEOM/80/8Y lpz 355.
4.- Marcador Lambda Hind 111
5.- MHOM/80/83/ Ipz 155
6.- MHOM/80/83/ lpz 714
7.- MHOM/82/80/ Ipz 17,
1'.-id. 1 '
2'-id. 2,
Y.id. 3.
4'.- Marcador Lambda Hind TiL
5.-id. 5.
6.~ id, 6,
T-id. 7.
Las bandas son evidenciables gracias a la reaccion
entre el bromuro de Ethidio y 1a luz Ultravioleta,
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Fig 4. La sonda de KDNA marcda con Tritio radioactivo se Hibridiza al KDNA. del
filtro de nitrocelulosa, dando posteriormente una senal positiva al expo-
nerse a una placa sensible.
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Fig. 7

*

Dan—P-PH8

o .,:‘._:.

CONTRASTE

Fig. 8

Dan-P.2903
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Fig. 9

PH8 — P-PHS
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