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SUMMARY

LEISHMANIA OF BOLIVIA. I: Leishmania braziliensis braziliensis in the La Paz and Béni Departments. First

isolations and enxymic characterization

Fifteen Leishmania stocks were isolated during a clinical, serological and parasitological survey of human cutaneous leishmania-
sis in the La Paz and Béni Departments, Bolivia. Isozyme typing (13 enzymes) by electrophoresis on cellulose acetate plates of 10
of the isolates enabled the authors to link them to the subspecies Leishmania braziliensis braziliensis complex. The diver-
sity of the geographical origins of the stocks, in contrast with their isoxymic homogeneity, is discussed.

RESUMEN

Los autores efectuaron el estudio clinico, serolo-
gico y parasitolégico en pacientes procedentes de dife-
rentes zonas donde existe leishmaniasis cutdnea y cuta-
neo-mucosa humana de los Departamentos de La Paz y
del Beni. Quince cepas fueron aisladas; la tipificacion
isoenzimatica de diez de ellas (13 enzimas) mediante
electroforesis en acetato de celulosa, permitié identifi-
carlas como Leishmania brazliensis  brazliensis. Diez
enzimas eran discriminadas para el diagnostico de sub-
especie dentro del complejo L. brazliensis. La diversi-
dad del origen geografico de las cepas, en contraste
con su homogeneidad isoenzimitica, es discutida.

INTRODUCCION
Si bien la leishmaniasis cutdnea y cutineo-mucosa

es difundida y reportada desde hacen afios en “Los -

Yungas’ del Departamento de La Paz (Veintemillas,
1928; Balcazar, 1946; Walton y col., 1973; Desjeux,
1974; Desjeux y col., 1974; Walton y Chinel, 1979), en
el Alto Beni, zona que prolonga los Yungas hacia el
norte y reune el piemonte andino con la cuenca del

Amazonas, la enfermedad fué reportada recientemente,
habiéndose convertido en un problema de salud
publica, debido a la creacion de zonas de coloniza-
ciéon, la extension de la prospeccion aurifera y
petrolera, la apertura de nuevos ejes de comunicacion,
etc..-.

Un estudio clinico, seroldgico y posteriormente
parasitologico de casos humanos procedentes de estas
dos regiones endémicas, nos permitio aislar 15 cepas y
proceder a la caracterizaciéon enzimatica de diez de
ellas; se pudo asi identificarlas como L. brazlienzs
brazliensis, por primera vez en Bolivia.

MATERIAL Y METODOS
A) Aislamiento de los parasitos, cultivo:

Todas las cepas que tenemos fueron aisladas a
partir de biopsias de lesiones cutineas de pacientes
procedentes de los dos focos estudiados, con prueba
serolégica positiva (IFl). Cada biopsia fué triturada en
solucion PBSS, luego sembrada en medio bifasico NNN
modificado (Decker-Jackson y Honiberg, 1978).
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Los tubos, incubados a 239, eran examinados cada
semana, y descartados después de un mes si eran ne-
gativos. En caso de aislamiento positivo, los
cultivos eran replicados cada semana. Las caracteristi-
cas de su desarrollo en cultivo eran registradas en
cada replicaje (crecimiento, adaptacion).

B) Cultivos masivos, preparacion del material de
electroforesis:

La multiplicacion de los cultivos a partir de tubos
de 10 ml fué obtenida por la siembra en 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 obtenidos eran guardados a -
800.

Un poco antes de la electroforesis, fué anadido un
volumen equivalente de estabilizador hipoténico de
enzimas (Codfrey y Kilgour, 1976). La lisis de los pro-
mastigotes fué obtenida por congelacién/descongela-
cion tres veces.

C) Electroforesis:

Los metodos de electroforesis en acetato de celu-
losa fueron los de Tibayrenc y Le Ray (1984) adaptadas
de Lanham y col. (1981). Una de las enzimas, la
glutamato oxaloacetato transaminasa (GOT) fué revela-
da segun el método de Kreutzer y col. (1980), utilizan-
do como tampon de migracion el buffer Helena HR
(fuerza idnica 0.75).

Las enzimas siguientes fueron utilizadas para la
caracterizacion bioquimica:

ENZIMA No.

e

EC.1.1.137 - MDH
E.C.1.1.1.40. ME
E.C.1.1.1.42. ICD

Malato dehidrogenasa
Enzima malica
Isocitrato dehidrogenasa
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Se utilizaron seis cepas de referencia representan-
tes de la clasificacion de Lainson y Shaw (1979) para las
leishmanias del Nuevo Mundo: (Ver cuadro 1)

D) Anticuerpos monoclonales:

En el Instituto Evandro Chagas de Bélem, Brasil
(Dr. J.J. Shaw), cuatro de las cepas fueron probadas en
inmunofluorescencia frente a los anticuerpos monoclo-
nales siguientes:

CODIGO  CLONO  ESPECIFICIDAD IF

L. braziliensis

B2 V1-4B9-D10

B5 - VII-2C5-C5 L. b. braziliensis

B11 VI-5G3-F3 L. b. panamensis

B12 XHI-3H6-F9 L. braziliensis

B13 XLIV-5H2-E9 L. braziliensis
Bl - XLV-2A5-A10 L. b. braziliensis

B19 XLIV-5A2-H2 L. b. guyanensis

E) Inoculacion al hamster:

Cada cepa fué sistemiticamente inoculada a 2
hamsters, por via subcutanea (patas, nariz). Se hizé un
control semanal de los animales.

RESULTADOS:
A) Aislamiento de las cepas:

Quince cepas humanas fueron aisladas, todas pro-
cedentes de lesiones cutineas; cinco fueron perdidas.
Las diez restantes fueron mantenidas en laboratorio y
estudiadas bajo los aspectos parasitolégico, bioquimico
e inmunolodgico. Los enfermos presentaban las caracte-

6 Fosfogluconato dehidrogenasa E.C.1.1.1.44. 6PGDH risticas siguientes: (Ver cuadro 2)
Glucosa 6 fosfato dehidrogenasa EC1.1.149.  G6PDH
Glutamato dehidrogenasa +) EC1.2.12. - GDH Nad+ . . . ;
Glutamato mmmm-mﬂ EC.1.412. GDH Nadp-+ Es interesante destacar la diversidad del origen
Glutan:q'm oxaloacetato transaminasa Egig;: : GON‘I; : geografico de esas cepas, procedentes de tres biotipos

ucomutasa = WLt PG 3 g ¢ 3
F"‘.ﬁ.’slm.ﬁl S = o ieehiel P sumamente diferentes: Yungas, Alto Beni, Beni (Ver

leucyl-leucina) Mapa):
Aconitata hidrolasa EC4.2.13. ACON
”""F_"’" f"‘f“;" S gg;g:: : :g‘ 1) Los Yungas (5 casos), que se di.v’iden en Nor-
Yungas y Sud-Yungas segln la orientacién, son valles
C WA RICY 2%
: : ORIGEN

TAXON HUESPED - GEOGRAF!CO NTERNACIONAL

L. brazilienis braziliensis Hombre Para, Brasil MHOM!SR/?S[M;%

L. braziliensis guyanensis Hombre Pard, Brasil MHOM/BR/75/M-4147

L. braziliensis panamensis Hombre Panama NSy MﬂOM?PAf?’S!mm?

L. mexicana amazonensis _ Lutzomyia Par, Brasil  IFLA/BR/67/PH8

: flaviscutellata Sl :
L. mexicana mexicana Nyctomys ~ Belize
S : ~ sumichrasti . - e
L. mexicana pifanoi Hombre Venezuela ~ MHOMIVE/77)
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CUADRO 2

- TIPO DE  LOCALIZACION LUGAR DE
No g FOAR SER0. TRORGEN (raioN*  CORPORAL CONTAMINACION

MHOM/81/LPZ-04 6 M Agricultor CM (4) Cabeza Sud - Yungas
M. sup.
M. inf.

MHOM/BO/82/LPZ-13 11 M Agricultor CM (10) Cabeza Nor-Yungas
Torax
M. inf.

MHOM/BO/82/LPZ-14 33 M Agricultor CM (2) Cabeza Sud-Yungas

MHOMIB__@?BZ‘)’LPZ-% 11 M Agricultor CM (2) M. sup. Nor-Yungas
M. inf.

- MHOM/BO/82/LPZ-17 26 M  Agricultor CU M. sup. Alto Béni
MHOM/BO/83/LPZ-155 18 M Agricultor Cu M. inf. Beni
MHOM/BO/83/LPZ-264 68 M Agricultor CM (7) Cabeza Nor-Yungas

Térax

M. sup

M. inf
MHOM/BO/83/LPZ-355 30 M Prospeccion CU M. sup. Alto Beni

petrolera
MHOM/BO/84/LPZ-399 37 M Agricultor CM (2) M. inf. Alto Beni
MHOM/BO/84/LPZ/464 52 M Agricultor Cu M. sup. Alto Beni
* Tipo de lesion: CU = cutdnea unica
CM = cutinea miltiple; ( ) = ndmero de lesiones.

bordeados por los cerros de la Cordillera oriental,
entre la cuenca amazénica y el Altiplano; los 5 casos
estudiados provienen de la zona de baja altura (900 a
2000 metros), con clima subtropical himedo;

2) El Alto Beni (4 casos) encierra los ultimos cerros
de la Cordillera (altura 250 a 900 metros), con un clima
tropical himedo;

3) El Beni (1 caso) es una zona de bajas planicies
tropicales (altura inferior a los 200 metros), con
sabanas y galerias forestales a lo largo de los rios; esta
region prolonga los Yungas hacia el Norte-Noreste.

Todas las cepas fueron dificiles de mantener en
medio bifisico después de su aislamiento, vy
presentaban un crecimiento lento; su adaptacion en
medio semi-sintético (GLSH + 15 % SVF) fué también
delicada; esas caracteristicas se observaron
constantemente.

B) Caracterizacion isoenzimatica de las cepas:

Los resultados electroforéticos mostraron, para 11
enzimas sobre 13, un perfil isoenzimatico monomorfo
comin a las 10 cepas estudiadas, y similar al de la
cepa de referencia L b. brazliensis (M-2904). Se obser-
varon variantes en 2 sistemas enzimaticos (MDH y
ICD). Ver diagramas.

a) Estudio de las enzimas discriminativas: (Ver Tabla 1).

Las 13 enzimas se mostraron discriminativas para
diferenciar los complejos mexicana y  brazliensis , y

permitieron identificar el conjunto de las cepas como
siendo del complejo braziliensis. Diez de las 13
enzimas estudiadas fueron discriminativas para separar
las subespecies del complejo brazliensis. (L. b.
braziliensis, L. b.  guvanensis, L. b. panamensis ); entre
ellas, 7 enzimas son discriminativas para cada una de
las 3 subespecies frente a las dos otras (G6PD, GDH
Nad+, GDH Nadp+, MDH, MPI, PEP, PGM). Tres otras
enzimas son discriminativas para dos subespecies frente
a una otra (ME, GPI, 6PGDH) (Ver Tabla 1). Esas 10 en-
zimas permiten afirmar que las 10 cepas humanas
estudiadas son muy parecidas a L. b. braziliensis; en
efecto, entre las cepas de referencia, es la cepa M-2904
(L. b. brazliensis) que presenta la mayor cantidad de
similitudes izoenzimaticas con nuestras cepas humanas.

TABLA 1

ELECTROFORESIS DE ISOENZIMAS
EN ACETATO DE CELULOSA

1) Complejo L. braziliensis:

10/13 enzimas / 3 subespecies: L. b. braziliensis
L. b. guyanensis
L. b. panamensis

2) Complejo L. mexicana:

13/13 enzimas / 3 subespecies: L. m. mexicana
L. m. amazonensis
L. m. pifanoi
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MAPA: BOLIVIA, origen geografico de las cepas

estudiadas.
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DIAGRAMAS DE LOS PERFILES ENZIMATICOS
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elo]e Cepas de referencia:

— bg — L. braziliensis guyanensis
— bp —L. braziliensis panamensis
— bb — L. braziliensis braziliensis
— ma — L. mexicana amazonensis
— mm — L. mexicana mexicana
— mp — L. mexicana pifanoi

Cepas autoctonas: 04 - 14 - 16.
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medio a 2 meses y medio), con dos tipos diferentes de
evolucién:

— en 5 casos: ulceracion de tamano creciente a
nivel de la nariz, con deformacién y mutilacién;

— en 3 casos: regresion progresiva de la tumefac-
cion hasta su desaparicion total (lesion transito-
ria), a nivel de las patas.

DISCUSION
A) Cepas autoctonas:

El estudio comparativo de las 10 cepas humanas ha
demostrado una gran similitud de sus caracteres extrin-
secos:

— comportamiento en cultivo: multiplicacion
lenta, adaptacion dificil en medio monofasico
semi-sintético (GLSH);

— poder patogeno moderado en el hamster: apari-
cion lenta de las lesiones, ausencia de metasta-
sis;

— positividad en inmunofluorescencia frente a los
anticuerpos monoclonales especificos de L b.
braziliensis  (para las 4 cepas estudiadas).

Este estudio, asociado al de los caracteres intrinse-
cos (caracaterizacion bioquimica por electroforesis de
isoenzimas) permitio afirmar que las 10 cepas humanas
eran muy parecidas a nuestra cepa de referencia de L
b. bragliensis  (M-2904). Se trata de la primera caracte-
rizacion de cepas de Leishmania a nivel de subespecie
en Bolivia. Hay que subrayar la gran extension geogra-
fica de L b bragliensis en esta region de Bolivia
(Departamentos de La Paz y del Beni), sobre biotipos
radicaimente diferentes: nuestras cepas provienen tan-
to de los valles montanosos, de las uGltimas colinas an-
dinas, como de las llanuras de la cuenca amazdnica.

B) Cepas de referencia:

El estudio de las cepas de referencia (subespecies
de los complejos braziliensis y mexicana) permitio pre-
cisar su tipo.

Anteriormente, Miles y col. (1981), comparando L
mexicana amazonensis, L. braziliensis braziliensis y L.
braziliensis  guyanensis  en electroforesis sobre gel de
almidon con 14 enzimas, habian notado la facil dife-
renciacion de L. m. amazonensis con L. b. brazliensis
o L b guyanensis (5 enzimas discriminativas), confir-
mando su identidad de especies diferentes. Al contra-
rio, destacaban la dificultad que encontraron en dife-
renciar L b. brazliensis con L b guyanensis (4
enzimas con pocas diferencias), y la imposibilidad de
separar, L b. guyanensis de L b panamensis con 10
enzimas.

Kreutzer y col. (1983), estudiando 44 cepas con 25
enzimas en electroforesis sobre acetato de celulosa,
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definieron un indice promedio de similitud, basado en
el nimero de bandas comunes entre cepas; luego pro-
pusieron que se considerard de la misma especie las
cepas presentando un indice de similitud de 75 % y
mas. Definieron ademas, para las Leishmania, 5
complejos mayores (entidades presentando menos de
15 % de similitud entre ellas) braziliensis, mexicana, dono
vani, tropica, hertigi.

Esos autores obtuvieron en el complejo  braziliensis
un indice de similitud siempre igual o superior al 50%,
y para ciertas cepas igual o superior al 75 %; dentro
del complejo mexicana , aunque mas heterégeno, en-
contraron una tasa de bandas comunes siempre igual o
superior al 35 %, y entre los subgrupos mexicana vy
amazonensis, superior al 65 %.

En 1984, Evans y col., al estudiar 22 cepas por elec-
troforesis en gel de almidén con 10 enzimas, lograron
diferenciar netamente (L. b.  brazliensisc y L. b

guyanensis o L. b panamensis con 6 enzimas, y L m.
mexicana con L m. amazonensis con 9 enzimas sobre
10.

Nuestros resultados permitieron individualizar un
nimero mas grande de enzimas discriminativas, princi-
palmente dentro del complejo braziliensis: 9 enzimas
diferencian L. b. braziliensis de 2 otras subespecies, 6
enzimas diferencian L. b panamensis de L. b. guyanen-
sis. Esto permite concluir que tendriamos una hetero-
geneidad mas grande que lo supuesto anteriormente,
siendo todavia mas neta la heterogeniedad dentro del
complejo mexicana que la del complejo  brazgliensis
Esos resultados demuestran por lo tanto esa importan-
te heterogeneidad en organismos considerados
clasicamente como subespecies.

La estandarizacion de las técnicas isoenzimaticas y
el uso de cepas de referencia comunes parecen indis-
pensables para lograr una comparacién rigurosa de los
resultados de los diferentes laboratorios.

El hecho de fijar limites taxonémicos arbitrarios
basandose en los grados de similitud isoenzimatica nos
parece discutible. En primer lugar, si una diferencia re-
productible de migracién entre dos bandas enzimaticas
es un dato valido y definitivo, al contrario la similitud
entre dos bandas es un dato provisorio que puede de-
berse a una técnica particular revisable a cada momen-
to. Los grados de similitud protéica observados en el
presente estudio podran ser modificados posteriormen-
te, y la terminologia actual se debe considerar como
una terminologia de espera.

En segundo lugar, los estudios comparados han
mostrado definitivamente que la concordancia entre el
nivel taxonémico y el grado de parentezco bioquimico
no era sino estadistico, y debe aplicarse con reserva a
un caso particular (Pasteur y Pasteur, 1983).

La interpretacion genética de los zimogramas (Tait,
1980; Tibayrenc y col., 1981; Maazoun y col., 1981) no
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Dentro del complejo mexicana, las 13 enzimas es-
tudiadas se mostraron discriminativas para las
diferentes subespecies (L. m. mexicana, L. m. amazo-
nensts, L. m. pifunm).  Entre esas, 9 enzimas permiten
diferenciar las 3 subespecies frente a las dos otras, y
las 4 enzimas restantes para dos subespecies frente a
una otra (G6PD, ME, MPI, 6PGDH)

b) Estudio del grado de similitud protéica (tasa de ban-
das comunes) entre las subespecies del complejo L
braziliensis:

Este estudio permitio obtener los resultados
siguientes: entre L b brazlensis y las dos otras sub-
especies (L. b guyanensis y L b panamensis), existe
un grado bajo de similitud protéica (31 %), mientras
aparece mas elevado entre L. b panamensis y L. b. gu-

yanensis (62 %) (Ver Tablas 2 y 3). Dentro del complejo
mexicang, el grado de similitud protéica entre L m.
pifanoi y las dos otras subespecies es nulo (0 %),

mientras es de 31 % entre
mexicana  (Ver Tablas 4 y 5).

L. m. amazonensis y Lm.

TABLA 2:

GRADO DE SIMILITUD PROTEICA ENTRE
SUBESPECIES DEL COMPLEJO BRAZILIENSIS

(% de bandas comunes en electroforesis
de izoenzimas en acetato de celulosa)
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TABLA 3:

RELACION FILOGENICA SUPUESTA ENTRE SUBESPE-
CIES DEL COMPLEJO BRAZILIENSIS BASADA EN EL
GRADO DE SIMILITUD PROTEICA ( De bandas comu-

~ L b. b L-h g
413
LYE 31 % =
413 7113
L& P i 31 % 62 %

C) Anticuerpos monoclonales:

El estudio por los anticuerpos monoclonales (Dr.

nes)
L. b. guyanensis
L. b. panamensis
L. b. braziliensis
0% 3;$ : 62 % I : u;ne;,
TABLA 4:
GRADO DE SIMILITUD PROTEICA ENTRE
SUBESPECIES DEL COMPLEJO MEXICANA
(% de bandas comunes en electroforesis
de isoenzimas en acetato de celulosa)
L. m. m. L. m. a.
L. m. a 4113 =
31 %
L.m. p 0/13 0/13
0 % 0 %
TABLA 5:
RELACION FILOGENICA SUPUESTA ENTRE

SUBESPECIES DEL COMPLE]JO MEXICANA BASADA EN
EL GRADO DE SIMILITUD PROTEICA (% de bandas
comunes)

J.J. Shaw, Bélem) de 4 de las 10 cepas, demuestra una -

neta positividad para los monoclonales especificos de

L b brazlensis, y negatividad para los especificos de Ry

L. b guyanensis y L. b panamensis, confirmando los E

resultados izoenzimdticos: I bt et
|

D) Inoculacién al hamster: |
P e e e L. m. pifanoi

Ocho cepas han producido lesiones caracteristicas
en el hamster (patas, nariz):, tumefaccion local progre-
siva sin metastasis, dentro de lapsos variables (1 mes y : e e
PRUEBA POR LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES (IFI)

CEPA No. IDENTIFICACION B2 B12 B13 B11 B18 B19 B5
MHOM/BO/82/LPZ-13 L.b.b. 2+ 4+ n - 4+ S 3%
MHOM/BO/82/LPZ-17 L.b.b. 1+ 4+ n - 44 - 2+
MHOM/BO/83/LPZ-155 L.b.b. 1+ 4+ n =44 = e
MHOM/BO/83/LPZ-344 L.b.b. T 4+ n - 4+ - 3+
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ha sido aplicada a nuestros resultados, porque ciertos
perfiles complejos plantean problemas. Se puede sin
embargo prever, a partir de los grados de divergencia
observados, que las distancias genéticas (Nei, 1972) son
superiores a 1 entre el grupo L. b. guyanensis /L. b.
panamensis y L. b. braziliensis, y entre el grupo L. m.
amagzonensis, Lm. mexicana y L m. pifanci, lo que
estaria de acuerdo a los resultados obtenidos por
Lanotte y col. (1981) sobre leishmanias del Antiguo
Mundo.
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