
DIAGNOSTICO PRECISO DE ESPECIE EN 
LA LEISHMANIASIS A TRA YES 

DE SONDAS DE DNA 

La Leishmaniasis humana es un problema de 
salud publica mundial con mas de 400.000 
casos nuevos anuales (1) en los tr6picos y 
subtropicos, No sc tienen prevalencias cxactas, 
pero sc cstima que la Leishmaniasis afccta a 20 
millones de personas en cl tercer mundo y en 
algunos pafses desarrollados. 

En Bolivia, la Leishmaniasis cutanco-mucosa y 
cutanca, ha sido reportada dcsdc 1928 en los 
Yungas (2). En cI Alto Bcni, zona continuaci6n 
de los Yungas hacia el Amazonas,la cnfcrmcdad 
fue reportada y comprobada desde 1974 (3) con 
la presencia de Leishmania braziliensis 
brazilicnsis (L.b.b.). 

La Leishmaniasis visceral human a era 
practicamcruc desconocida en Bolivia, 
habicndosc reportado casos aislados (4,5). Desde 
1982 csta patologfa cobra irnportancia, 
habicndosc dcscrito 2 casos en la regi6n de los 
Yungas (6), demostrando la infecci6n en cl 
perro (7) y hallando L. donovani chagasi 
(L.d.c.) en el intestino de Flcbotornos de la 
regi6n. Sc demostr6 tambicn la infcccion doblc 
en humanos con L.b.b. y L.d.c. (Barker, 
comunicaci6n personal, 1987). 

La Leishmaniasis tiene un espcctro amplio de 
signos clfnicos. EI clfnico s610 puede 
dctcrminar en pocos casos que la cnfcrmcdad cs 
causada por una cspccic en particular. La 
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infecci6n inicial gcncralrncnte es una lesi6n 
granulomatosa pequei\a. Una Iesi6n cutanca 
solitaria es cl signo clinico mas cormin y puede 
ser causada por cualquiera de las 15 subespccies 
infecciosas en cl hombre incluyendo las que 
causan Leishmaniasis mucocutanca grave 
(L.b.b.) 0 kala azar (L.d.c.) (8). En la mayorfa 
de los hospitalcs, todos los casos son 
inicialmcntc tratados de acuerdo a si la infccci6n 
es visceral. mucosa 0 cutanca, Las decisiones 
clinicas de tratar con drogas toxicas (9) 
(Antimonialcs Pcntavalcntcs) dcbcria depender 
de la cspccic de Leishmania prcscntc; pero csta 
informaci6n rara vez csui presente en el 
momenta nccesario. 

EI problema diagn6stico no s610 csta restringido 
al medico. Para cl cpidcmiotogo, la 
incriminaci6n de los hucspcdcs de reserva 
prescnta dificultades diagnosticas similares al 
igual que la dctcccion de vcctores. La cxistcncia 
de dos 0 mas ciclos de transmision de la 
leishmania en cierta area complica mas el cuadro 
epidemiol6gico. Actual mente cstas 
considcracioncs ticncn mayor vigencia debido a 
la creaci6n de zonas de colonizaci6n, extension 
de la prospccci6n aurifera y pcirolcra, apertura de 
nuevos cjcs de comunicaci6n. ctc.,.. Esto 
plan lea la ncccsidad de contar con mctodos 
scguros y aplicables, para la dctcccion de cstc 
parasite. 

INTERES DE LAS SONDAS DE DNA 

Hasta ahora los mcjorcs mctodos de 
identificaci6n de la Leishmania han usado 
anti cuerpos monoclonalcs (10). 0 isoenzimas 
(11), pero estes y otros mctodos que usan los 
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factores excretores, tipificaci6n de acidos grasos, 
radiorespirometrfa y experimentos de 
crecimiento, estan sujetos a la variaci6n 
Fenotipica. Un caracter genetico puede ser 
expresado 0 no y su producto (RNA 0 protefna) 
puede ser afectado por arreglos del material 
genetico, 

En cambio, el DNA de un organismo 
usualmente no varia durante su cicIo de vida y 
es el principio de las tecnicas de analisis del 
DNA (12) por: Schizodeme (13), cariotipo 
molecular (14) (usando la localizaci6n de los 
genes de Tubulina). Estas tecnicas muestran 
considerable evidencia de variaci6n genotfpica 0 
alteraciones en la secuencia del DNA. Estos 
estudios pueden complementar el metoda mas 
usado y de mayor suceso: el uso del kDNA. 

CARACTERISTICAS DEL DNA 

DEL KINETOPLASTO 

EI kinetoplasto es un disco microsc6pico 
visible, de I - 2 urn. de diametro, el cual 
contiene aproximadamente 10 bp. de DNA 
mitocondrial. Se 10 encuentra entre la 
membrana mitocondrial en la base del flagelo en 
todos los kinetoplastidos incluyendo a las 
Tripanosomas y Leishmanias (Fig. 1). 

EI DNA del kinetoplasto (kDNA) consiste en 
cerca de 50 maxi-cfrculos que codifican para 
genes mitocondriales, y aproximadamente 
10.000 - 20.000 minicfrculos altamonte 
rcpctitivos con sccuencias de 900 - 2.500 bp 
(Fig. 2). 

Las sccuencias de los rniniclrculos evolucionan 
rapidamcntc y la mayorfa de los laboratorios 
han mostrado divergencias de estas secuencias 
entre especies. Al contrario de los 
Tripanosomas que tienen 300 clases de 
secuencias de minicfrculos, las leishmanias 
tienen un mimcro limitado de clases de 
secuencias mayores (usual mente menos de 10). 
En la mayorfa de los casos, 80% de los 
minicfrculos son de cuatro 0 men os cIases de 
secuencia mayor. Estc pequei'lo mimcro de 
cIases de secuencia significa que hay muchas 
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copias (mas de 3.000) de unos pocos 600 bp. 
listos para la hibridizacion. 

Asf el kDNA tiene algunas caracteristicas 
iinicas que Henan el criterio general aplicado al 
diagnostico con sondas de DNA. Tiene 
secuencias repetitivas suficientes para realizar un 
buen blanco, esta libre de codigos de restriccion 
como los Intrones y los spacers. EI kDNA es 
facilmente aislado y purificado de hasta tan poco 
como 10 organism os. 

MATERIAL Y METODOS 

Los parasites fueron obtenidos de cultivos 
realizados en el laboratorio de Inmunologfa 
Parasitaria del I.B.B.A., a partir de cepas 
autoctonas. EI aislamiento, purificacion, y 
digestion con enzimas de restriccion en gel de 
Agarosa al 2% realizado como descrito en el 
manual de laboratorio del Dr. D.C. Barker y coIl 
(15). 

Transferencia del kDNA al papel de 
nitrocelulosa 

Para la tecnica de transferencia con el metoda de 
Southern (16), cl gel de agarosa al 2% Iue 
tratado como sigue: se desnaturalizo el DNA 
con 0.5 M N-OH, 1.5 M NaCI, con agitacion 
constantc por espacio de 60 minutos. Se 
neutralize el DNA con 1.5 M NaCI, 0.5 M tris 
HCI, 0.05 M Na2 EDTA pH 7.2 por 60 min. 
con agitacion constante. Se lava el filtro de 
nitrocelulosa 10 min. en agua destilada y luego 
15 min. en 2 x SSC (1 x SSC = 0.15 M NA 
CITRA TO pH 7.0). Se realize el transporte de 
DNA del gel al filtro de nitrocelulosa con 20 
SSC como buffer en 16 hrs, segiin el mctodo de 
Southern Blot. EI papel de nitrocelulosa ya 
transferido fue lavado con 2 x SSC 1 minute, 
secado a 42° C/I hora y cocido a 70° C/1 hora. 
EI filtro fue lavado en Baja "Stringency" en 2 x 
SSC o. I % sds a 65 C/2 horas y la 
autoradiograffa se realize a _800 C con pantalla 
intcnsificadora durante 1 semana usando el probe 
radioactive L.b.g. 4147. 
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Hibridizaci6n "in situ" sobre portaob­ 
jetos con sondas de DNA 

La tecnica de microscopia "in situ" necesita 
menos de 100 microorganismos sobre un 
portaobjetos. 

Los parasites se tornaron de un paciente, y 
cultivos de cepas, entre las cuales tcnemos a: 

-L.m.a PH 8 
- L.d.c. LEM 379 (venez) 
- L.b.g. 4147 
- L.b.b. 
- L.m.m. 379 

Sc confrontaron con dos sondas realizadas en el 
Laboratorio de Parasitologia, Instituto Molteno, 
Universidad de Cambridge por el cquipo de D.C. 
Barker siendo csta: 

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

Se sigui6 el protocolo corregido para la 
identificaci6n 12 horas scgun cl Dr. D.C. 
Barker y Lorna 1. Gibson. Se tomo una gota de 
los cultivos, los cualcs se fijaron en 3 partes 
ethanol y una parte de acido acctico, 

EI kDNA nuclear y kinctoplastido fue 
dcsnaturalizado en hebras simples con NaOH 
0.07 N por 5 minutos, y la hibridizaci6n fuc 
rcalizada en el portaobjetos con la sonda en 
gotas de 30 - 50 ,.11. Postcriorrncntc se 
realizaron los lavados de "Stringency" en 2 x 
SSC a 65°C por 15 minutes. La dctcccion se 
realiz6 con el kit de Bctcshda Research 
Laboratories para la detccci6n con fotobiotina 
siguiendo sus propias instrucciones pero con 
modificaciones de tiempo. Sc realiz6 la 
visualizaci6n de los parasites en un 
microscopio a contraste de fascs (Ver fig 5 y 6). 
La scnal de hibridizaci6n se observa al 
microscopio de luz por la Iotobiotina, detcctada 
por un tratarnicnto secucncial con strcptavidina, 
Iosfatasa alcalina biotinilada y un sustrato 
cromogcnico, 

RESULTADOS 

1.- Hibridizaci6n en gel de Agarosa al2%: 

Se aisl6 el kDNA de varias cepas de Leishmania 
como ser; 

- L.b.b. 2903, cepa de referencia de la O.M.S. 
y cepas aut6ctonas como ser: 

-MHOM/B0/82/LJYZ 17 
-MHOM/BO/83/LJYZ 155 
-MHOM/BO/83/LJYZ 355 
-MHOM/BO/84/LJYZ 714 
-WH 8601 (cepa desconocida). 

Se rca1izaron dos digcstiones: 

1.- ECO Rl (G/aattc) 
2.- Bel I (T/GATCA) 

En la digesti6n realizada, los minicirculos son 
cortados s610 1 vez y se libcran de las redes de 
kDNA. En la electroforesis del gel de Agarosa, 
aparecen, gracias a la acci6n del Bromuro de 
Ethidium y los U.V., como una banda iinica de 
DNA de aprox. bp. y otra banda 
qucdandose en el pozo del dep6sito. El tamano 
de los minicirculos parece conscrvado dentro de 
una misma especie de Leishmania, aunque la 
utilizaci6n de diferentcs condiciones de gel y de 
migraci6n han cstablccido diferencias dcntro de 
las sub-espccies. (Fig. 3). 

Dcspucs de rca1izar la autoradiograffa del gel con 
la sonda L.b.b. sc comprueba la hibridizaci6n 
total can la ccpa MHOM/B0/83LJYZ 155 en las 
digcstioncs con ambas enzimas y 1a cepa L.b.b. 
2903 en la digestion can la enzima Bel I. Se 
observa hibridizaci6n debil con la cepa. 
MHOM/BO/84/LPZ 714 con ambas enzimas, 
asf como la cepa MHOM/BO/83/LPZ 355, 
siendo la hibridizaci6n totalmente negativa con 
la cepa desconocida WH 8601 concluyendose 
que esta no es del complejo L. braziliensis. 
(Fig. 4). 
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Hibridizaci6n DNA-DNA sobre por­ 
taobjetos. 

Se observa positividad en 1a rcacci6n entre las 
ccpas; 

- L.m.a. PIlB y 1a sonda P/pH8 (Lm.a.). 
- Pacientc y sonda P/pH8 (L.m.a.) 

La hibridizaci6n es negativa en: 

-Cepa L.d.c. LEM 379 con sonda P/pH8 
(Lim.a.). 

-Cepa L.b.g. 4147 con sonda P/PH8. 
-Cepa L.m.a. Pl1B con sonda P/2903 

(Libb.). 
=-Paciente con sonda P/2903 (Lb.b.), 
-Cepa L.m.m. con sonda P/2903 (Lbb.i. 

Ver figuras 5 a 9. 

CONCLUSIONES 

Los resultados anunciados rnucstran 
cspccificidad entre las sondas de kDNA usadas y 
los parasites complementarios, demostrando de 
csta manera la ventaja principal de cstc rnctodo, 
que consiste en la demostraci6n de homologfa 
de secuencia con muy pocos parasites. 

Este metoda nos pcrmitc discriminar las ccpas 
entre complejos. Otras vcntajas son que es un 
metoda que se puede utilizar en biopsias de 
pacientes y sc pucde aplicar en Ilcbotornos con 
cl consiguientc intcrcs epidemiol6gico. 

Es un rnctodo relativamente rapido ya que no 
necesita cultivo. Es bastante discriminativo ya 
que en Bolivia contamos con Leishmanias que 
pertenece a los complejos L.h., L.d. Y L.m. 
que no tienen problema de hibridizaci6n 
cruzada, 
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L. AETHIOPICA 

Fig 1. Fotografia por microscopio electr6nico (X 27,712) de un corte sagital de la 
C. Aethiopica mostrando el Kineloplasto (K). 
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KDMA .•. maxicirculOs 
• minicirculOs 

Fig 2. Fotografia por microscopio electronico (X 35,136) mostrando la arquitectura 
del Kinetoplasto. 
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Fig 3. 

1.- L. b. brasiliensis 2903 (OMS, ref) 
2.· W.H. 8601 ? 
3.- MHOM/80/83/ lpz 355. 
4.- Marcador Lambda Hind ill. 
5.- MHOM/SO/83/ Ipz 155 
6.· MHOM/80/83/ Ipz 714 
7.- MHOM/82180/ Ipz 17. 
1'.- id.l. . 
2'.- id. 2. 
3'.-id.3. 
4'.· Marcador Lambda Hind m. 
5'.· id. 5. 
6'.· id. 6. 
7'.· id. 7. 
Las bandas son evidcnciables gracias a la reaccion 
entre el bromuro de Etbidio y la luz Ultraviolcta. 

AUTO RADIOGRAF IA 
ECO RI BCL I 

2 3 4 5 6 7 

Fig 4. La sonda de KDNA marcda con Tritio radioactivo se Hibridiza al KDNA del 
filtro de nitrocelulosa, dando posteriormente una serial positiva al expo­ 
nerse a una placa sensible. 
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Fig. 5 

Fig. 6 
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CONTRA5TE 

Dan-p·2903 
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Fig. 8 

( 
• 

19 



Fig. 9 

PH8-P-PH8 
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