CLASIFICACION ISOENZIMATICA POR ELECTROFORESIS
EN AGETATO DE GELULOSA DE AISLADOS DE LEISHMANIA
REALIZADOS EN ANTIOQUIA
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RESUMEN

¥e realizd un estudio descriptivo, retrospectivo,

en el que se clasificaron per la técnica de
olectrofdroeie do iecoonzimae an aestats de eslula-
84, 77 aislados de Leishmania provenientes de

pasientes de diferentes zenas endémisas del De-
partamants da Antisquia y ds stras Departamen-

t0s. Todas las lesiones de estos pacientes fueron
sutdneas, sin presentar GEMPromMise MuUGso,

Para gu idontifieacion ee uearsn |ae snzimae
Glucosa Fosfato Isomerasa, Aspartato Amino

Transferasa y ¢ Feosfeglusenate Reshidregenasa
(CPI, ABAT y EPCDH) y 8n algunss cascs Mancsa

Fosfoto Isomerasa y Fosfoglucomutaga (MBI y
PGM): Tedos 108 77 aislados fueron clasificados

séme L. Panam.n-l-i con las enzimas GFl, ABAT
y 6FGDH so identificaron 73 aigladoe y con la
ayuda de PGM y MPI 10s 4 restantes. No se idens
tificé L, colombiensie ni otras eepevies.
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SUMMARY

A retroprospective and descriptive study was made. 77

Leishmania lsvlates were dlassified wsing an isesnzims
alastrapharatia tashnigua in aallulsss asstats. The

iISolates were obtained from patients living at endemic

&ones of Nerth Yvestern area of Golombia, South
America. All )

Paﬂenis I'lﬂd culaneoua leishmanlans

without muecoeal involvemant.

Clusese phosphate isomerase, Slutamateenaleasstate
traneaminasa and Phasphagluasnats dahydwgeau

(GPI. ASAT, 6FGDH) and in somae [golatee Mannose

phesphate Isemerase and phosphoglucomutase (MPI
and FGM} were used for enzyme identification. Al

ieoiatee were elaeified ae L panamaneie’ 7,3 wara
identined using GFIl, ASAT and 6PGDH and 4 were

identified using PEM and MP| ensimes in addition k.
ealambianeie and athare wara nat idantifiad.
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INTRODUCCION

La Laishmaniasis Tegumentaria Americana (LTA)es
una enfermedad parasitaria producida por un protnzoo

pereneeients a la ramilia Tripanesomatidas y al géne-
ro Lai.hmanla' el cual es transmitide peor la hembra de

un vactor flebotomineo del género Lutzamyia y
Fayehedopygus y QUG pucdes causar manifestaciones

munns. Mucssas 6 mucsculdneas <'|~4}
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La Organizacion Mundial de |a Salud (O.M.S.)) ha
identificade la Isishmaniasis como una enfermedad

tropical de impeortancia internasienal y seme la menes
entandida ds las prinsipales enfermedades para-

sitariag del hombre (8).

Desde 1980 el Ministerio de Salud de Colombia, hace
@ la Leishmaniasis una enfermedad de notificacion
ebligateria ya que el numero de casos aumentaba
dramaticamente (6),

Su diagnéstics requiere de la visualizacion del pardsi-
to) para lo eual ee eusnta ean variss métodos (7-11).
Tambien se puede evaluar la respuesta inmunalégiea
del paciente, lo que muestra indirectamente el contac-
to del agente con el paciente (12-14). Una vez hecho
¢l diagnostico y aislado el parasito, es importante
clasificarle, porque sirve para estudiar su epide-
miologia, comportamiente, inmunelegia y la resisten-
cia que puede tener a diferentes medicamentos,

El propésito de este trabajo fue determinar la distribu-
cion de la leishmaniasis en Antioquia y hacer el mapa
de la distribucion geografica de las varias especies
que causan la enfermedad; para ello se hizo la clasifi-
cacion por electroféresis de isoenzimas por la técnica
descrita por Kreutzer y colaboradores (15-17).

Recientemente se describieron 9 aislados de
Leishmania colombiensis (18) de los cuales dos
fueron en humanos en el Departamento de Antioquia,
por lo que fue importante buscar esta especie en el
presente trabajo.

METODOLOGIA

Se realiz6 un estudio descriptivo, retroprospectivo, el
cual incluyo 77 aislados de Leishmania procedentes
de pacientes con leishmaniasis cutanea, mucosa o
mucocutanea captados en la consulta del Laboratorio
Departamental de Salud Publica y en los Laboratorios
del Instituto Colombiano de Medicina Tropical.

Con las cepas de Leishmania aisladas en el medio
NNN modificado por Restrepo y Gémez (19) y luego
mantenidas en el laboratorio en el medio de Schneider
suplementado con suero bovino fetal (SBF) al 20% y
antibiéticos (20), los cuales son repicados men-
sualmente, o con los aislamientos que se conservan
en congelacion en N2 liquido, se procedid a hacer
cultivo en masa para su identificacién bioquimica ya
que se requieren abundantes organismos para la
obtencién de buena cantidad de extractos solubles.

Cultivo on maea

Con ecte procedimients ee pratanda abtanar una gran
cantidad de promastigotes (entre Zx10E6 « Zx10ERB)

suficientes para ebtensr sl material para la clasifica-
aidn issansimatiaa. El eullive en masa se hace en

medio de Schneider euplementads eon SBF al 20%, y
antibioticos en cajas de cultivo celular de 25 cm? con
tapa de resca. Estas cajas son inoculadas con I0s
promastigotes de las cepas a estudiar y se dejan &
diae an eultiva a tamparatura ambisnte entre 240C y
26°C.

Preparacion del lisado

Centrifugar el material de |as cajas de cultivo en tubos
plasticos de 50 cc., a 3.000 revoluciones por minuto
(rpm) x 15 minutes, Descartar ¢l sobrenadante y
hacer 3 lavades eon sslucién salina 0.85% por 15
minutos a 3.000 rpm.

Resuspender €l sedimento en 0.5 - 1 ml. de Solucion
Salina 0.85%. Transferir a un tubo plastico de 2 ml. y
centrifugar como antes. Remover todo el liquido
sobrenadante con pipeta Pasteur.

Agregar 15 ul de tampén membrana para GPI (14
partes de agua destilada: 1 parte de 0.1 M Tris/Acido
Maleico/EDTA/MgC12, pH 7.4). Homogenizary hacer
3 congelaciones y descongelaciones sucesivas con el
fin de hacer ruptura de las membranas y permitir la
liberacion de las isoenzimas.

Centrifugar nuevamente a 3.000 rpm x 5 minutos,
separar el sobrenadante a otro vial y congelarlo en N2
liquido.

La electroféresis se realizo con el sistema de Helena
Laboratories, (Beautmont, Texas); teniendo en cuenta
que la membrana no quedara con burbujas y haciendo
una aplicacién de una o dos lamdas; pasado el tiempo
que requeria el corrido electroforético se procedia a
revelar bien fuera a la luz de dia o a la luz ultravioleta
como en el caso de la ASAT; luego las membranas se
juagaban con agua y se dejaban secar.

CONTROLES
Se usaron los siguientes controles:
Leishmania panamensis

MHOM/CO/84/CL132 MHOM/CO/87/CL412

Leishmania braziliensis
MHOM/CQ/86/CL250

Leishmania guyanensis
MHOM/CO/86/CL293 MHOM/CO/90/CL662
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Lelshmania mexicana Cepa control recibida en
danacian par la dactora Clara Gorodezky del Departa-
mento de Inmunogenética del Instituto Nacional de
Diagnostise y Referensia Epidemivlogives,

Los Gentreles s usaren en sl sentre; las muestras sn
estudio se usaron én los extremos. En cada acelals

de eslulaea ea aarriaran aicladse deeesnseidoe y eon-
troles.

Para eaete actudio ea uearon 3 enzimae; ellag eon:

CLUCOSA FOSFATO ISOMERASA
GPI (5.31.9)

ASPARTATO AMINO TRANSFERASA
ASAT (2.61.1)

8 FOSFOGLUCONATO DESHIDROGENASA
6FPGDH (1.1.1.44.)

La GPI fue la primera en COrferse para cada aislado.,

puUssle que wsta enzima separa les cemplejes
braziliensis y mexicana; lusgs sa 2srrié |a anzima

BRGDH que cepara Leighmania panamensis de

Leishmania guyanensis y de Leishmania bra-
zillensis. La ACAT separa electroforéticamenteé L.

eslambisneie, L. panameneie y L. guyanengie de L.
braziliensis. La PGM nos permite separar k.

colomblensis Y L. braziliensis de L. panamensis
L. guyaneneig. En algunos casos se corrio tambien |a

gnzima MP| que separa las subsspesvies keishmania
panamensis y Laishmania guyansneie da Ia

Leishmania braziliensis y Leishmania coloms
Rignsis,

Los compenentes y cantidades de reaclivos (QIOMA,
Chamiecal Cﬁmnﬂny St. Louig. Mo) utilizados para pres

parar 1os distintes sistemas slestroferétices se hisie-
raA sagiin las rassmandacianae da Krautzar (15-18-

1).

Representacion diagramatica del patren de las
enzimas usadas en este estudis:

ASAT L L]

1 2 5 4 3% 8 7 Lo 3 % 3 & T

i

aPr oM GPGOH

Més de una banda aa una aslumna indiza palimar-
fiema (mae de un alomorfo); bandae unicag en una
columna indican que todos |os aislados de las
subespecies producian una banda de migracion idén-

tiva de actividad engimatisa (menemerfica), La flecha
indica el alomerdse méas eomiin antre lss aisladas da

astas aspaciae. Elansds eetd donde indiealaeruzyla
O indiea ol origen. En eada zimograma: Columna 1: L.
mexicana, 2 L. colombiensig, 3. L. MCHO/ec/az/
Lsp1, 4: L. lainsoni, 5. L. panamensis, 6. L.
guyanensis, 7: L. braziliensis.

Los datos obtenidos se procesaron en un eomputadsr
CLON aampatibla aan |.B.M. ean memoaria RAM:
1.024 K Bytee, dieco duro de 20 megas, impresora
EFSON 1.050

RESULTADOS

S¢ estudiaren en tetal 77 aislades de Leishmania,
provenientes de pacientes da difarantas 3snae anda-

mieae' del Departamanto de Antioquia 91% y de otrog
Departamentos 9%. Todas las lesiones de estos
pacienies fusren eutdnsas, sin presentar sompromise

MuUCcoso.

Al hacer los aullivas an masa ap madia da Cahnaidar,
g€e Consiguid una buena concentracion de parasitos

para la preparacion del exlracio prelsiee @ lisade; s
recuento total de células de Leishmania aatuva antra

7.1 ¥ 10E8 y 171.72 x 10E8. obtaniendo los
promastigotes durante la fase logaritmica de GreGi-
miente, que ¢ gleanze entre ¢l quinto y aéplimo dia;
para asts aa utiliza un vsluman da madio da eultivo por
aislado. entre 50 y 120 mi.

La mayoria dé subespecies de keishmania inclu-
yendo L. colomblensis (18, 21) Pueden seridentifica-

dae sartaramanta por ectudio de tree enzimae GEI,
MPIl y 6PGDH.

La enzima Glucosa Foslato Isomerasa (GF1), identifi-
¢¢ todos los aislados dentro del compleja L.

brazilianeie y deeeartd |a poeibilidad de que fuera L.
mexicana.

La enzima Manosa Fosfato Isomerasa (MPI), emplea-
da para diferenciar las subespecies, presenté proble-
mas para su interpretacion, pues aparecieron bandas
dobles y migraciones que no correspondian a lo des-
crito, aun con las cepas patrones, lo cual se atribuyo a
calidad del sustrato. Se tomé entonces la decision de
reemplazar esta enzima por la enzima Aspartato
Aminotransferasa (ASAT), que cumple la funcién de
separar L. colombiensis, L. panamensis, y L.
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guyanensis de L. brazilienais. En ests estudie sam-
blande la enzima MPI por ABAT se logré identifizar 73
aisladss, las aualaz eaasrracpondieron a L.
panamengis.

Canrespactaala enzima PGDH ea obeerva |a apari=
eidn de una banda de migracion menor a |a esperada
en 4 aislamientos que fueron clasificados como L.
panamensis. con especial atencion por su peca mi-
gracion anddica en une de slles,

Hubo también 4 aislamientos Que tuvieren una migra-

gidn gue se lesalize sntre ks braziliensis y L.
panamensls, pers fusrsn sanfirmadse aams L.

Pll\lmnlll esn bace en el comportamiento con |a
FGM.

La lieta de Municipioe Antioquenos de donde proces
dieron Ilog pacientes y el numero de aislados de
Leishmania que fueron estudiades, fus el siguients
(Mapa 1)

MAPA 1

MUNICIPIOS ANTIOQUENOS DE DONDE
BROCEDIAN LOS FACIENTES CON LEISHMANIA
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Unos pocos aislamisntss prasadian da stree Daparta-
mantae (Mapa 2).

MARA 2

AISLAMIENTO Q& LEISHMANIA BE PACIENTES
QUE PROVENIAN DE OTROS DEPARTAMENTOS

Qérdoba
Tolima
GChoco
Galdas

e || Tl

DISGUSION

La laishmaniasie ae andémieca en Ia mayoria de zonas
del pais (22). compartiendo la zona malarica; durante
1961 en Gelembia pase a ssr una enfermedad de
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notificacion obligatoria (8), moments daeda al aual las
GAsos vienen en aumento.

Es interesante anotar que la forma cutanea de |a
enfermedad gue 86 presenta en el Depanamento de
Antioquia, se debe en su gran mayeria a L.
panamensis (3, 23, 24, 25). No obtuyimes pasientes
con compromies de musssa, ns sbstante que esta
subespecie se ha reportado produeiends lasidn
mucosa (24, 26). En los informes publicados (27) ee
menciona la existencia de L. braziliensis en el Munis
cipio de Meontebello; sin embarge en nuestro estudio
no hubo aislamientos de esta subespecie, ni pacien-
tes procedentes de este lugar.

El cultivo de los parasitos en material de las lesiones
cutaneas es facil de realizar, pero en la gran mayoria
de los aislamientos que se obtienen en los centros de
leishmaniasis en Antioquia, corresponden a L.
panamensis (4, 28, 29, 30). en las mucosas es dificil
de obtener una buena muestra y existe una flora
bacteriana acompafante, que no favorece el creci-
miento de los parasitos en los cultivos. En pacientes
que presentan compromiso cutaneo y mucocutaneo,
es mas facil el crecimiento de los parasitos tomados
de la lesién de piel que de la mucosa. En lesiones
cronicas de muchos afios de evolucién, es también
dificil hacer el diagnéstico parasitolégico por métodos
directos y conseguir un aislamiento en los cultivos.

Puede explicar también el predominio de L.
panamensis la labilidad de L. braziliensis en cultivo,
puesto que, la L. braziliensis se pierde faciimente en
lineas que sean solamente cultivo y que ademas no es
facil su aislamiento (31).

Aunque algunos aislados presentaron poca migracién
anddica con 6PGDH y se clasificaron como L.

T

panamansis inlarpe&léadess &6Mmé una variante de la
subespecie.

L. mexicana y L. guyanensis no se han reportado en
Antiequia, pere si 8¢ ha identificade en Departamen-
tse ds Coslsmbia como Narifo, Risaralda, Meta,
Santanderee, Caqueta, Guainia y Amaszsnas (24).
También se ha informado de paises localizados alre-
deder de Gelombia, Gemo Venezuela, Brazil. Ecuador,
Panamé, Perl y algunes del Caribe (3, ve),

Otra subespecie de Leishmania que se ha identifica-
do en Antioquia, es L. colombiengie de |a cual se han
informado dos casos humanos (18); a dicha
subespecie se le puso especial cuidado, pero no fue
posible identificarla, no obstante disponer de ocho
pacientes que procedian de San Carlos, la misma
region donde fue aislada por primera vez L.
colombiensis.

Con el método de electroféresis de isoenzimas en
acetato de celulosa se puede clasificar gran nimero
de aislados por lo que es un método que se debe tener
como referencia para clasificacion de las subespecies
de Leishmania. La utilizacién de tres enzimas (GP!,
6PGDH y ASAT) para la clasificaciéon de aislados de
Leishmania es altamente confiable y disminuye los
costos del procedimiento sin detrimento de la calidad.
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