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BASES EXPERIMENTALES PARA LA IDENTIFICACION
DE LEISHMANIA SPP,. DE AMERICA POR MORFOMETRIA
DE AMASTIGOTOS

HAIDEE URDANETA”
J.V.SCORzZA™

Estudios morfométricos sobre los amastigotos de dieciocho poblaciones de cua-
tro aislados pertenecientes a dos especies venezolanas de Leishmania (L. braziliensis y
L. garnhami) indican que la posicién del cinetoplasto no se modifica en modo estadistica-
mente significativo cuando los pardsitos son sometidos a pasajes por hamsteres y ratones,
cultivos en medio NNN o por infeccién en un vector { Lu. townsendi). La posicion del ci-
netoplasto, medido como la distancia entre el extremo posterior del amastigoto al cineto-
plasto, dividido entre la distancia del organoide al extremo anterior de la célula, permite
diferenciar a L. braziliensis de L. mexicana y L. garnhami. Los otros pardmetros morfo-
métricos no son tan confiables.

Se repite insistentemente que no existen diferencias morfoldgicas microscopicas
entre las deferentes especies del género Leishmania (Garnham, 1965 ; Gardener, Shchrory
& Chance, 1976: Hommel, 1978 y Williams & Coelho, 1978). Sin embargo se han producido
evidencias que fundamentan una cierta diferenciacion a nivel microscopico entre especies
de una misma region geogrifica. Saf’Janova & Aliev (1973) reconocen observaciones de
Yakimoff (1915) que condujeronle a diferenciar a las dos formas de leishmanias que en la
URSS producen lesiones cutdneas, hasta separarlas a nivel subespecitico como L. trdpica
major y L. trépica minor. En modo similar, Shaw & Lainson (1976) precisaron diferencias
morfométricas entre seis aislados de pardsitos adscritos a los complejos “mexicana™ o
“braziliensis”. En ese trabajo se describen diferencias entre los tamafios de los amastigotos
y sus cinetoplastos y también diferencias menores en las posiciones relativas de los cineto-
plastos v de los niicleos que fundamentan, morfolégicamente, la separacion de las dos es-
pecies.

Los aislados de parasitos utilizados por Shaw & Lainson (1976) tenfan diferentes
periodos de mantenimiento en el laboratorio, dos de los cuatro, identificados como
L. mexicana amazonensis, tenian para la época de la publicacion del trabajo, ocho afios de
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aislados; los otros dos parecian ser mas recientes. De los dos de L. braziliensis braziliensis
Uno parecia reciente, el otro tenia tres afos, por lo menos. Esos pardsitos aparentemente
—no se indica— se habian mantenido por pasajes en hamsteres y de las lesiones en estos
animales se hicieron las preparaciones para los estudios biométricos.

Como quiera que los aislados de L. mexicana amazonensis utilizados por los in-
vestigadores britdanicos mostraron entre si diferencias altamente significativas entre sus
longitudes, con superposiciones de valores de 23% y tambien superposiciones de 12%, por
ejemplo entre las L. braziliensis braziliensis mas grandes y las L. mexicana amazonensis
mas pequefias, hemos querido investigar si ¢l pasaje de cuatro cepas, por variadas condi-
ciones de laboratorio, produce alteraciones en sus pardmetros morfométricos. La secuen-
cia y variedad del tratamiento a los cuales las hemos sometido se precisan en la metodo-
logia de este trabajo e incluyen pasajes in vivo e in vitro con variada duracion.

Si ciertamente los atributos morfométricos de un aislado dado de Leishamania
no varian considerablemente en el curso de un prolongado mantenimiento, las diferencias
biométricas observadas por Shaw & Lainson (1976} adquieren valor practico de gran con-
fiabilidad. En este trabajo no solamente investigamos la estabilidad de los atributos mor-
fométricos, sino comparamos dos parisitos de un grupo bien conocido como ‘“‘brazilien-
sis”’, con otros dos identificados como L. garnhami, que exhiben caracteres comunes a los
dos complejos de Leishmania del Nuevo Mundo (Moreno & Scorza, 1981).

MATERIALES Y METODOS

Aistados de parasitos

H.M.Q., aislada en hamster el 25 de Mayo de 1975, de un caso clinico masculino
de 26 anos de edad, procedente de Onia, Distrito Tovar, Estado Mérida, quien presento
una lesién unica en el dorso de la mano izquierda con tres meses de evolucion. Los amasti-
gotos exhiben el liposoma caracteristico de L. garnhami y su desarrollo es peripilérico en
Lu. townsendi. LEste paciente fue tratado con Glucantime y dos afios después presento
una nueva lesidn por reinfeccion; de esta nueva lesién se hizo un aislamiento en hamster.

son Jas tres poblaciones nimeros 16, 17y 18.

L.M.R., aislada en hamster el 3 Abril de 1975 de un paciente masculino de 4
anos de edad, procedente de Onia, Distrito Tovar, Estado Mérida, quien presenté una le-
sién unica en la pierna derecha con dos meses de evolucién. Los amastigotos muestran el
liposoma de L. garnhami y presenta desarrollo peripilérico en Lu. townsendi. De esta cepa
tenemos las poblaciones 9, 10y 11.

L.A.R., aislada el 23 de Marzo de 1979 de un caso clinico feminino de 55 afios
de edad, con una lesién de tres meses de evolucién en un brazo, contraida en el barrio La
Alameda de la ciudad de Trujillo, Estado Trujillo. Con material bidpsico se inoculé un
hamster que desarrolld una lesion evidente de tipo nodular el 5 de Abril de 1979. La evo-
lucién de este aislado en Lu. rownsendi sigue un curso peripildrico caracteristico de L.
braziliensis. De este aislado tenemos las poblaciones 1 al 8.

H.M.T., aislada en hamster el 8 de Marzo de 1979 de un caso clinico feminino
de 50 afios de edad, procedente de la urbanizacion Timirisis en la ciudad de Trujillo, Esta-
do Trujillo, quien presentd nueve lesiones en la espalda. El desarrollo de este aislado en
Lu. townsendi tue del tipo peripildrico, caracteristico de L. braziliensis. De este aislado
tenemos cuatro poblaciones, numeros 12, 13,14 y 15.
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Merodos morfométricos

Todas las preparaciones en estudio fueron hechas a partir de lesiones cutdneas de
las patas posteriores de hamsteres. Los animales fueron sacrificados por sobreanestesia
con éter o cloroformo y quince minutos después de la muerte, se les afeit6 el drea infecta-
da y se tomé un fragmento de piel. Cada fragmento fue comprimido ligeramente sobre pa-
pel de filtro seco e inmediatamente se hizo con €l un serial de improntas sobre una ldmina
desgrasada. Secadas al aire, las improntas fueron fijadas con metanol hasta la completa
evaporacion del fijador y coloreadas con Giemsa al 5% en tamp6n de fosfato M/200 a pH

7,2 durante una hora.

Los amastigotos fueron fotografiados con pelicula Kodak de alto contraste de
35mm, con lente de 1,25 y cdmara M-35 S Nikon. Cada vez que s¢ fotografiaron amasti-
rotos de un aislado, se hicieron fotografias de un micrometro de platina (2 mm/10nm)
como referencia del aumento.

Se fotografiaron solamente pardsitos extracelulares que exhibieran claramente un
nicleo, un cinetoplasto y la bolsa flagelar.

Los negativos fueron coplados en papel de 19 x 24 cms junto con la escala mi-
crométrica. En cada amastigoto se midio la longitud tomandose como extremo anterior al
polo con la bolsa flagelar, la anchura maxima y el didmetro mayor del cinetoplasto, medi-
das que se dan con apreciacion hasta 0,1/um. Se calcularon las siguientes relaciones: cine-
toplasto al extremo posterior sobre parte media del ndcleo al extremo posterior (Cep/
Nep); fndice cinetopldstico como cinetoplasto al extremo posterior sobre cinetoplasto al
extremo anterior (Cep/Cea); indice nuclear como parte media del nicleo al extremo pos-
terior sobre parte media del nicleo al extremo anterior (Nep/Nea).

Manipulacion de cada aislado

H.M.Q. Se estudid la preparacion original de una primera infeccién hecha por im-
prontas dél material bidpsico; los pardsitos fueron mantemidos durante tres afios por pasa-
jes tri-o cuatrimestrales en hamsteres; despu€s de 30 pasajes en cultivo NNN, se inocula-
ron cuatro hamsteres hembras con promastigotos en el dorso de la pata posterior derecha
el 30 de Marzo de 1979 para obtener lesiones el 3 de Mayo de 1979. Con hembras silves-
tres de Lu. rownsendi se hicieron xenodiagndsticos sobre las lesiones de estos hamsteres y
por diseccién de los flebétomos, cinco dias después de la ingurgitacion, se separaron los
promastigotos de la faringe para inocularlos intradérmicamente en las patas posteriores de
dos hamsteres machos: Uno de estos ultimos animales desarrollé una lesion que fue exa-
minada el 8 de Septiembre de 1979; de esta lesion se hicieron improntas para el estudio
biométrico. Se comparan, por lo tanto, los amastigotos del paciente con los de un hams-
ter, tras ser mantenidos los pardsitos en hamsteres, en cultivo en NNN y tras Ia inocula-
cion de formas de flebétomos en un hamster. Se incluyen tambien para comparacion, pa-
rasitos de hamster correspondientes a una segunda infeccion en este mismo paciente que
también resulté producida por L. garnhami.

LM.R. Se estudiaron amastigotos de tres preparaciones. Una fue hecha con el
159 pasaje trimestral en hamster; la segunda fue un pasaje en hamster con parasitos toma-
dos de ratén albino NMRI infectado a su vez con promastigotos de cultivo en NNN y la
tercera, de otro hamster infectado con promastigotos de cultivo.

L.A. Se estudiaron amastigotos de ocho preparaciones; los de la impronta origi-
nal tomada de la paciente y los de los pasajes en hamsteres desde el 1© hasta el 79 pasaje,
sin otra manipulacion.

H.M.T. Se estudiaron amastigotos de tres preparaciones; la original de la biopsia
de la paciente y los dos pasajes en hamsteres; sin otra manipulacion.
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Tratamiento de la informacion

Cada preparacién microscOpica corresponde a una poblacion de pardsitos con n
amastigotos.

Se distinguen tres y tres poblaciones de L. garnhami respectivamente para los ais-
lados HMQ de la primera y segunda infecciones y LMR procedentes del Estado Mérida y
también ocho y tres poblaciones respectivamente, para los aislados LAR y HMT de L. bra-

ziliensis del Estado Trujillo.

En cada poblacién, a cada individuo, se le han calculado seis pardmetros. Se ha
calculado la X y s, con la varianza, para cada pardémetro.

En una primera aproximacion estadistica se han comparado graficamente las me-
dias y las desviaciones estandard de los parimetros de las poblaciones de un mismo aisla-
do, con la finalidad de visualizar semejanzas o diferencias entre las poblaciones de un muis-
mo aislado vy entre los aislados, partiendo del prejuicio de que los de los estados Mérida y
Trujillo son diferentes entre si porque han sido adscritos taxondémicamente a dos especies
diferentes y que, los aislados de un mismo Estado son semejantes entre si.

En una segunda aproximacion, hemos hecho un analisis de varianza y prueba de
Duncan entre los pardmetros de las poblaciones de un mismo aislado, con excepcion de
los de la segunda infeccion de HMQ, para precisar cual o cuales de los parametros eran
iguales o significativamente diferentes. Este analisis nos informaria si la manipulacion pa-
decida por un aislado dado introduce modificaciones importantes en algunos parametros,
o lo que es similar, si los pardmetros permanecen inmodificables en el curso del manteni-

miento de un zislado dado.

RESULTADOS

Una primera aproximacion al estudio comparativo de seis pardmetros en los
amastigotos de cuatro aislados de dos especies de Leishmania de los Andes venezolanos,
revela algunas diferencias biométricas. La Fig. N© 1 muestra las medias (X) de los seis pa-
rametros de diecisiete poblaciones de amastigotos.

A la izquierda se sitiian los dos aislados de L. braziliensis (LAR y HMT) y a la de-
recha los de L. garnhami (LMR y HMQ). En la Fig. 1 A se observa que la relacién entre las

distancias del cinetoplasto y del nicleo con respecto al extremo posterior del parasito, se-
paran a las dos especies; la media minima de las seis poblaciones de L. garnhami es de 1,2
en tanto que ocho de las once poblaciones de L. braziliensis tienen una media igual o infe-
rior a 1,2. El indice cinetoplasto-nuclear es mayor en L. garnhami que en L, braziliensis,
lo cual indica que los cinetoplastos en la primera especie se sitian prenuclearmente en
L. garnhami, en tanto que en L. braziliensis son paranucleares.

En la Fig. 1B se representan las medias de los indices cinetopldsticos que en
L. braziliensis son menores de 0,7 y en L. garnhami son mayores de 0,7.

Los indices nucleares (Fig. 1C) no revelan diferencias como tampoco las longitu-
des y anchuras de los amastigotos de una y otra especie (Fig. 1D y E). El didmetro mayor
de los cinetoplastos (Fig. 1F) parece ser mayor o tiende a ser mayor en L. braziliensis que
en L. garnhami.

Examinadas preliminarmente estas diferencias, veamos ahora los resultados del
anilisis de varianza y de la prueba de Duncan entre los seis pardmetros dentro de cada ais-
lado. Compararemos primero a las tres poblaciones de L. garnhami HMQ.
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Fig. 1 A
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Fig. LA — X y s de las relaciones cinetoplasto extremo posterior y nucleo extremo posterior en amasti-
gotos de 17 poblaciones de Leishmania spp del Occidente de Venezuela.
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Aislado HMQ de L. garnhamt

Las tres poblaciones HMQ corresponden a dos infecciones del mismo paciente.
Las de la poblacion 16 son los pardsitos de la primera infeccion de este paciente y los de
la 18 son los mismos pardsitos que han sido pasados por el vector (Lu. townsendi); el ais-
lado 17 son los amastigotos de la segunda infeccién contraida tres anos despues por la
misma persona. En el Cuadro I presentamos los resultados del anilisis estadistico.

Cuatro de los seis parimetros en los amastigotos de un aislado de L. guarnhami
no muestran diferencias estadisticamente significativas cuando se comparan a los parasitos
de la lesion original con los de un hamster infectado cuatro afios después, cuando con es-
tos mismos pardsitos se habian hecho pasajes en el mismo roedor durante tres anos, cuan-
do durante un afio se le mantuvo por cultivo en medio NNN y finalmente se le paso por el
vector (L. townsendi) para inocular otra vez con estos promastigotos a otro hamster. El
mismo andlisis, midiendo cien (100) amastigotos de una segunda infeccion contraida por
el mismo individuo en la misma zona endémica, revela igualmente que la morfometria de
los amastigotos de esta segunda infeccién, con excepcion del indice nuclear y de la lon-
gitud de los parisitos, es igual a la de la primera infeccién. Los indices cinetoplasto-nu-
clear y cinetopldstico asi como el didmetro de los cinetoplastos sirven de indicadores bio-
métricos para caracterizar a este aislado de L. garnhami.

Aislado LMR de L. garnhami

En este caso se estudian las variaciones morfométricas de un aislado después del
150 pasaje en hamster (9), de una infeccién después de ser pasados por el raton albino
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Fig. 1 B
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Fig. 1B — X y s de los indices cinetoplasticos en los amastigotos de 17 poblaciones de Leishmania spp
del Occidente de Venezuela.

(10) y de una infeccion en hamster después de ser cultivado en NNN (11). Los resultados
se presentan en el Cuadro I1.

En este caso (LMR), cuatro de los seis pardmetros no mostraron variaciones bio-
métricas estadisticamente significativas. Como en el caso del aislado HMQ de L. garnhami,
este otro aislado fue consistemente invariable en los indices cinetoplasto-nuclear, cineto-
plastico y también en la longitud total de los amastigotos.

Aislado LAR de .. braziliensis

Este aislado fue obtenido en Marzo de 1979 y desde entonces fue pasado sucesi-
vamente ocho veces en hamsteres por inoculacion subcutdnea de amastigotos de las lesio-
nes en las patas posteriores de los roedores. Se tienen as{ las poblaciones | al 8. En el Cua-
dro III presentamos los valores extremos de las X de cada uno de los seis pardmetros, los
estadisticos F y P, ademds de los grupos que a partir de la prueba de Duncan constituyen
para las ocho poblaciones que se comparan. Se midié un nimero minimo de ocho amasti-
gotos en la impronta de la biopsia de la paciente, hasta un maximo de 74 para las impron-
tas de hamsteres.

El andlisis de los resultados revela que dnicamente el indice cinetoplasto-nuclear
con relacién al extremo posterior del amastigoto no varia en modo estadisticamente signi-
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CUADRO ]

Analisis de varianza y prueba de Duncan entre tres poblaciones de L. garnhami correspondientes a dos
infecciones en el mismo paciente (HMQ).

p Diferencias X extremos y n® de | Observaciones sobre
Pardmetros F < entre las amastigotos por la primera y segunda
poblaciones poblacion infeccion
Cep/Nep 2,89 0.05 Ninguna entre 1,68 - 1,54 No hay diferencias
16 v 18 (26) - (220) entre la primera y
segunda infeccidn
Cep/Cea 8,78 0,0002 Ninguna entre 0,95 — 0,86 No hay diferencias
16 ¥y 18 (26) (220) entre la primera y
segunda infeccion
Nep/Nea 18.11 0,0001 Ninguna entre 045 -042 La segunda infeccion
16 y 18 (26) — (220) es diferente
Longitud 10,59 0,0001 Ninguna entre 4,27 — 4,23 nm La segunda infeccion
16y 18 (26) — (220) es diferente
Anchura 18,14 0,001 Hay diferencias 3.0 —2,43 nm No senala diferencias
entre 16 y 18 (26) (220) entre la primera y
segunda infeccidén
Diametro No sefiala diferencias
mayor del 46,13 00,0001 Hay diferencias 140 — 1,10 nm entre la primera y
cinetoplasto entre 16 y 18 (26) (220) segunda infeccion
CUADRO 11

Analisis de varanza y prueba de Duncan entre tres poblaciones de L. garnhami (LMR) después de
pasajes por hamsteres, raton albino y cultivo en NNN

Diferencias x y n? de amastigotos
Parametros F <P entre las por poblacion
poblaciones 9-—-10-11
Cep/Nep 2,23 0,112 ninguna 1,40 -1,28 — 1,22
(59) (26) (27)
Cep/Cea 0,35 0,70 ninguna 0,80 — 0,86 — 0,85
59y 26) (27)
Nep/Nea 9,89 0,0001 Difieren el 9 046 - 0,60 — 0,59
del 10y 11 (59) (26) (27)
Longitud 0,75 0473 ninguna 418 —4,21 —4,33 nm
(59) (26} (Q27)
Anchura 18,19 0,001 Los tres son 2,69 — 2,18 — 247 nm
diferentes (59) (26) (27)
Diametro mayor 148 - 1,44 — 1,61 nm

del cinetoplasto 2,38 0,097 ninguna (59) (26) (27)
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Fig. 1C — X y s de los indices nucleares de los amastigotos de 17 poblaciones de Leishmania spp del
Occidente Venezolano.

CUADRO III

Analisis de varianza v prueba de Duncan para los seis parametros biometricos de ocho poblaciones de
L. braziliensis, aislado LAR

Pagrametros F P jf;f ;: ;f;;i; X extremas
Cep/Nep 0,86 0,54 Forman un unico grupo 1,10 - 1,17
Cep/Cea 3,44 0,0018 134567, 2345, 23458 0,43 — 0,66
Nep/Nea 1,61 0,13 13567, 2345678 0,35 - 0,52
Longitud 57,92 0,0001 124;35,67v 78 3,28 —4.57 nm
Anchura 15,82 0,0001 1234:234;56,;78 2,32 - 3,24 nm

Diametro mayor
del cinetoplasto 67,28 0,0001 123;34;5678 1,34 — 2,46 nm
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Fig. 1D — x y s de las longitudes de los amastigotos de 17 poblaciones de Leishmania spp del Occiden-
te Venezolano.

ficativo con los pasajes del aistado LAR de L. braziliensis a través del hamster. Los otros
cinco pardmetros morfométricos, con excepcién de los indices nucleares y cinetoplasti-
cos, segregan a las ocho poblaciones en mas de dos subgrupos con diferencias estadistica-
mente significativas entre si. El indice cinetopldstico agrupa seis de las ocho poblaciones
dejando por fuera al primero y octavo pasajes en hamsteres; el indice nuclear agrupa en
un Unico conjunto a siete de las ocho poblaciones, segregando a la poblacion original de
procedencia humana.

En el curso de los siete pasajes de un mismo aislado de L. braziliensis a traves del
hamster el cinetoplasto, que aparece colocado en posicion ligeramente prenuclear, se des-
plaza hacia el extremo anterior aumentando la distancia entre los dos organelos. Tanto el
cinetoplasto como el micleo se desplazan anteriormente, se alejan ambos del extremo pos-
terior del amastigoto y el cinetoplasto mismo se hace mas largo. El tamafio del amastigoto
aumenta.

Aislado HMT de L. braziliensis

Como en el caso anterior, disponemos solamente de la pobliacion de amastigotos
original del caso clinico y de tres pasajes sucesivos en hamsteres. Los resultados del anali-
sis de varianza entre estas poblaciones, medidos respectivamente los seis parametros en
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Fig. | E  x y s de las anchuras de los amastigotos en 17 poblaciones de Leishmania spp del Occidente
Venezolano,

31, 37, 20 y 25 amastigotos, se presentan en el Cuadro IV. En este caso, con los pasajes
sucesivos por hamsteres, aumenta la distancia entre el cinetoplasto y ¢l nicleo; mientras el
cinetoplasto se hace mas anterior, el nicleo por el contrario, se aproxima mas al extremo
posterior del amastigoto. La longitud de la célula casi no se modifica en tanto que el pro-
tozoo se hace mas ancho. Aumenta ligeramente el didmetro mayor del cinetoplasto. Com-
parando los valores de F de los seis pardmetros y exceptuando el correspondiente a la lon-
gitud, donde las diferencias entre las cuatro poblaciones no son significativas (< P:0,43),
los valores F del indice cinetopldstico y del indice nuclear (2,98 y 2,55) son relativamente
bajos para probabilidades respectivas menores de 3% y 6%. Estos valores indican que,
comparadas con las variaciones interpoblaciones del indice cinetoplasto-nuclear y del did-
metro mayor del cinetoplasto, aquellos indices variaron en menor proporcion.

Variaciones comunes a los cuatro aislados de Leishmania spp

Se han comparado las variaciones morfométricas de los amastigotos de L. gar-
nhamiy de L. braziliensis cuando dos aislados de cada una de estas especies se hacen pasar
por manipulaciones en condiciones de laboratorio que incluyen pasajes por hamsteres, por
ratén albino, por cuitivo en medio NNN y por un vector, la Lu. townsendi.

En el caso de L. garnhami, ¢l prolongado tratamiento por variadas condiciones in
vitro e in vive no introduce modificaciones estadisticamente significativas en tres de los
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CUADRO IV

Analisis de varianza y prueba de Duncan para seis parametros biometricos de cuatro poblaciones
(12,13,14 y 15) del aislado HMT de L. braziliensis

Parametros F F Agrup amﬁ?nms X extremas
de poblaciones

Cep/Nep 6,19 0,0008 12-13;14-15 1,05 -1,64

Cep/Cea 2.98 0,03 12—-13;14 15 6,57 - 0,86

Nep/Nea 2,35 0,06 12-13;14-15 0,57 - 0,39

Longitud (0,94 0,43 12;13;14 — 15 467 —4.46
un unico grupo

Anchura 1,71 0,16 12 -13 y 14, 2,97 - 3,74
13—~14 y 15

Diametro mavor

del cinetoplasto 7,22 0,0003 13-14y15;12y 15 2,20 — 2,36

Fig. 1| F

N > 0@ O N &

| 2 3 4 - & 7 8 2 13 I4 ‘ f WO 1 16 17 18

HMQ

L AR ‘ HMT L MR

mes——— {_. gornhami

L. braziliensis

Fig. 1F — X y s del diametro mayor de los cinetoplastos de los amastigotos de 17 poblaciones de Leish-
mania spp del Occidentie Venezolano.



seis pardmetros que se han tomado en cuenta para compararlos biométricamente con los
amastigotos hallados originalmente en las lesiones de pacientes de los cuales se los aislo.
No se registraron variaciones en la relacion entre las distancias del cinetoplasto al extremo
posterior y la del nicleo al extremo posterior del amastigoto, en el indice cinetopldstico,
como tampoco en la longitud total del amastigoto.

variaciones notables en |
que, estadisticamente, el
variacion en el curso de |

En el caso de L. braziliensis, las variaciones morfométricas de dos aislados mante-
nidos en hamsteres son mayores que las de los aislados de L. garnhami. No se registraron

os indices nucleares y cinetopldsticos unicamente. Esto significa
indice nuclear y el indice cinetopldstico sufren poca o ninguna
os pasajes de los aislados por los hamsteres. Las variaciones de ta-

mafno no son regulares; mientras en un aislado (LAR} la longitud total aumenta ligeramen-
te (3, 284, 57 nm). en otro (HMT) no se modifica substancialmente. La anchura, en am-
bos aislados aumenta ligeramente y también el didmetro mayor del cinetoplasto.

Considerando en un solo conjunto a las 737 observaciones que comprenden 16
poblaciones de los cuatro aislados, el andlisis de varianza y la prueba de Duncan arrojan
informacién sobre agrupamientos cuando se analizan los valores de las relaciones cineto-
plasto-nuclear. de los indices nucleares y de los indices cinetoplasticos. En esta compara-
cién no hemos considerado a los aislados 17 y 15. Al niimero 17 por ser los de una segun-
da infeccién en un mismo paciente, aun cuando estos pardsitos parecieron pertenecer al
mismo demos que produjo la primera infeccion y al aislado 15 por estar representado uni-
camente por siete amastigotos. En el Cuadro V se ordenan en orden decreciente las me-
dias de las relaciones cinetoplasto-nicleo con respecto al extremo posterior de los amasti-

CUADRO V

Analisis de varianza entre poblaciones y prueba de Duncan para el indice cinetoplastico-nuclear entre

- cuatro aislados de Leishmania spp. de los Andes de Venezuela

Nivel de significacién: 0,05 N© de observaciones: 737

Agrupamientos Medias Poblaciones Aistados Procedencia
~
A 168 16 HMQ
A B 1,54 18 HMQ
\ Mérida

B 141 9 LMR
B 1,34 14 HMT

B C 1,28 10 LMR_J

BCD 1,23 3 LAR )
B CD 1,22 5 LAR
B CD 1,22 11 I1MR
B CD 1,21 2 1LAR

B CD 1,17 1 AR |

p Trujllo

BCD 1,14 4 LAR
B C D 1.10 8 LAR
BCD 1,07 7 LAR
CD 1,06 6 LAR
CD 1,05 12 HMT
1,00 13 HMT

P
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gotos (Cep/Nep) que van desde 1,68 hasta 1.00; esto es, desde amastigotos con cinetoplas-
tos prenucleares hasta aquellos con distancia al extremo posterior exactamente igual a la
distancia de la parte media del nicleo al extremo posterior. Se observa que las poblacio-
nes de Trujillo, correspondientes a los dos aislados de L. braziliensis (LAR y HMT), se
agrupan con medias de 1,23 hasta 1.00. Las poblaciones de L. granhami del Estado Méri-
da, con excepcién de la poblacion 10, que comparte individuos con indices iguales a los
de Trujillo (agrupamiento C), constituyen un solo grupo A-B. Amastigotos con atributos
B tambien aparecen en las poblaciones de Trujillo (LAR y HMT). Dentro de estos ultimos
el aislado LMR-11 aparece incluido dentro del agrupamiento L. braziliensis. Lo mismo
ocurre con el aistado HMT-14 que perteneciendo a L. garnhami, apareéce con atributos de
I braziliensis. En resumen, la distancia relativa del cinetoplasto y del nucleo con respecto
al extremo posterior del amastigoto no separa mtidamente a los aislados de L. garnhami

de los de L. braziliensis.

Con respecto a los indices nucleares de las 16 poblaciones, en el Cuadro V] se or-
ganizan las medias desde 0,60, con nicleos centrales o alejados del extremo posterior, has-
ta 0,35 con nicleos definitivamente colocados en el extremo posterior del pardsito. Aqui
otra vez se agrupan los aislados de Trujillo con individuos C v D que van desde 0,57 hasta
0,35 y que poseen también amastigotos A-B de los aislados de L. garnhami del Estado Mé-
rida. Los amastigotos con indices de 0,59 hasta 0.50 se ubican, por el indice nuclear, den-
tro de L. braziliensis o L. garnhamu.

CUADRO VI

Analisis de varianza entre poblaciones y prueba de Duncan para ¢l indice nuclear entre cuatro aislados
de Feishmania spp. de los Andes de Venezuela

Nivel de significacién: 0,05 N° de observaciones: 737

Agrupamientos Medias Poblaciones Aislados Procedencia
A 0.60 10 LMR-L
A (3,59 13 *HMT Ménda
A B 0,59 11 LMI%_.,
ABC 0,57 4 LAR
ABC 0,57 12 HMT
ABC 0,52 3 LAR
B C (0,50 2 LAR
CD 047 6 LAR
C D 0,46 5 LAR
C D 0.46 9 LMR [ Trujillo
C D 0.46 7 LAR
CD 45 16 *HMQ
CD 0,44 14 HMT
CD 0.44 3 LAR
D 042 18 *HMQ |
D 0,35 1 LAI}J
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El indice cinetoplastico (Cuadro VII) es el que separa mas claramente a las po-
blaciones de L. braziliensis del Estado Trujillo, de los L. garnhami del Estado Mérida.

CUADRO VII

Analisis de vanianza entre poblaciones y prueba de Duncan para el indice cinetoplastico entre cuatro
aislados de Leishmania spp. de los Andes de Venezuela

Nivel de significacion: 0,05 N© de observaciones: 737

Agrupamientos Medias Poblaciones Aislados Procedencia
A B 0,96 16 HM(?
B C 0,86 18 HMQ
B C 0,86 10 LMR Mérida
B C 0,85 11 LMR
B C 0,80 9 LMR
C 0,69 14 HMT|
C 0,66 8 LAR
C 0,64 2 LAR
C 0,60 3 LAR
C 0,59 4 LAR
C 0,57 12 HMT > Trujillo
C 0,56 5 LAR |
C 0,52 7 LAR
C 0,52 13 HMT
C 0,50 6 LAR |
C 0,44 1 LAR

Los primeros poseen indices cinetopldsticos que van desde 0,69 hasta 0,44. Las
poblaciones de L. garnhami poseen indices que van desde 0,96 hasta 0,80. El indice ci-
netoplastico, por lo tanto, separa a L. garnhami de L. braziliensis; algunos amastigotos de

esta Gltima especie poseen indices similares a los de L. garnhami (B-C). Esto significa que
los -amastigotos de L. garnhami se identifican por poseer el cinetoplasto en la parte media
del amastigoto, mientras que en L. braziliensis el cinetoplasto se ubica posteriormente.

DISCUSION

En las regiones intertropicales del Nuevo Mundo, donde existen simpdtricamente
subespecies de Leishmania de los complejos “mexicana™ y “braziliensis” (Zuckerman &
Lainson, 1977), la correcta identificacion del agente etioldgico de las lesiones cutdneas
tiene importancia particular para el pronéstico de las infecciones, para la quimioterapia
que se use y para el siguimiento que merecen los pacientes, particularmente aquellos que
han contraido infecciones producidas por L. braziliensis.

| Se conocen criterios variados, con dificuldades précticas, para identificar taxoné-
micamente a nivel de especies a las Leishmania que producen lesiones cutdneas. Por el
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lado de la serologia, el test de Adler, Foner y Montiglio (1966) exige ¢l cultivo de los pa-
rdsitos o la obtencién de sobrenadante de los mismos medios en cultivo para los ensayos
con factores de excrecidn, desarrollados por Schnur, Zuckerman & Greeblatt (1972), que
ademds demandan técnicas de inmunodifusién con sueros hiperinmunes contra las glico-
proteinas segregadas por los mismos pardsitos en los medios en que se cultivan.

La inoculacién de Leishmania en hamsteres y el tipo de lesiones que en elios se
producen, es otra técnica que arroja informacién confiable (Lainson & Shaw, 1972).
Otros procedimientos exigen equipamiento costoso y técnicas bioquimicas mas elabora-
das, como los criterios de densidad de flotacién del DNA cinetopldstico y nuclear (Chance,
Shchrory & Peters, 1974) o el estudio de las isoenzimas (Gardener, Chance & Peters,
1974) que tambien arrojan resultados taxonémicos de gran valor. Todas estas técnicas, sin
embargo, son de resultados tardios, costosos y escasamente prdcticos. Lo ideal es que al
lado del diagnéstico clinico, de la aplicacién de la prueba de Montenegro y de la confir-
macion del diagndstico por la visualizacién de los pardsitos, hecho éste que siempre es po-
sible, la observacién cuidadosa de la morfologia de los amastigotos pueda informar sobre

la identidad de los parisitos.

El hallazgo de Yakimoff (1915), precisando diferencias de tamafio en las leish-
manias de casos clinicos de Turkestan y la confirmacién de estos mismos resultados por
Kellina (1962), sirve de antecedente al trabajo de Shaw & Lainson (1976) quienes aplican
los indices morfométricos de tripanosomas al estudio de Ias leishmanias del Nuevo Mun-
do. Este Gltimo trabajo toma en cuenta pardsitos aislados de un reservorio natural, de un
vector y de casos clinicos y concluye, sefialando especificamente, que el tamafio de los
amastigotos y el didmetro del cinetoplasto constituyen caracteres confiables para la sepa-
1acién de los dos complejos de Leishmania que producen lesiones clinicas en el Neotropi-
co; afiaden ademds que las posiciones del nicleo y del cinetoplasto — consideradas secun-
dariamente — tambien sirven para separar a los dos complejos.

Nosotros hemos estudiado la variabilidad de estos pardmetros y de otros indices
en cuatro aislados de L. garnhami y de L. braziliensis, cuando a tales pardsitos se les so-
mete a diferentes manipulaciones de laboratorio. De este estudio se deriva, como aporta-
cidn esencial, que el indice cinetopldstico y la posicion relativa de este organelo con res-
pecto al nicleo, es un pardmetro relativamente rigido y estable que no se modifica tras
cultivar prolongadamente a un aislado dado o subinoculario sucesivamente en un hospe-

dador susceptible como el hamster.

La distancia del cinetoplasto al extremo posterior de los tripanosomas y la distan-
cia entre este mismo organelo y el nicleo han sido comumente utilizadas para diferenciar
tripanosomas de mamiferos (Bruce, Hamarton & Bateman, 1909; Hoare & Broom, 1938).
Estos indices han sido repetidamente empleados como herramientas morfométricas para
caracterizar, por ejemplo, a los tripanosomas que parasitan al hombre en América. Renji-
fo, Groot & Uribe (1950), Pifano (1954) y Grewal (1956) han usado estos valores para -
caracterizar al Trypanosoma rangeli (1,2-1,7 para el {ndice cinetopldstico y 1,6-2,0 para el
indice nuclear). En el caso de T. cruzi, Hoare (1972) transcribe valores de siete referencias
de protozoolégicos latinoamericanos que calcularon los indices nucleares de pardsitos san-

gujicolas.

En el caso de las Leishmania que producen lesiones cutdneas, los pardsitos de
mayor tamafio, como acontece entre L. ftropica major y L. tropica minor, parecen ser mas
pat6genos que los pequefios (Moskovski & Southgate, 1971). Algo similar acontece con L.
mexicana y L. braziliensis en los hamsteres; la primera produce lesiones hipertréficas con
metdstasis, en tanto que la L. braziliensis provoca pequeiias lesiones nodulares (Lainson &
Shaw, 1972). En el caso de L. garnhami, la inoculacion en el hamster sigue un curso de ti-
po intermedio con produccién de hipertrofias de lento desarrollo y metastasis tardias a
los seis meses de evolucién (Moreno & Scorza, 1981). En este mismo trabajo, los indices
cinetopldsticos de los amastigotos, en siete aislados de L. garnhami, van desde 0,81 hasta
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1,07 y se sitan dentro de los cuatro aislados de L. mexicana amazonensis a los cuales
Shaw & Lainson (1972) asignan valores entre 0,85 y 0,95. Por otra parte los mismos auto-
res dan valores de 0,69 y 0,78 para dos aislados de L. braziliensis braziliensis, en tanto que
nosotros calculamos valores entre 0,43 y 0,86 para otros dos aislados de L. braziliens:s del
Estado Truyjilio; asi pues, mientras los valores de los autores britdnicos diferencian a L.
mexicana amazonensis de L. braziliensis braziliensis, los nuestros tambien revelan diferen-
cias claras entre L. garnhami y L. braziliensis de l1a region de los Andes de Venezuela y son
sensiblemente inferiores a los de los aislados brazilefios. En todo caso, los cinetoplastos de
los aislados brazileflos y venezolanos de I. braziliensis se sitian posteriormente en los
amastigotos con respecto a la posicidn mas anterior de los aislados de L. mexicana amazo-
nensis y L. garnhami. Para efectos prdcticos, los amastigotos de L. garnhami y de L. mexi-
cang amazonensis se diferencian de los de L. braziliensis por la posicidn relativa de los c¢i-
netoplastos en los estadios amastigotos y esta diferencia permite distinguir pardsitos que
producen lesiones mucoso-cutineas, de otros que tan solo afectan a la piel, como las lesio-
nes producidas por . garnhami o por L. mexicana amazonensis.

En conclusion, podemos afirmar que [os amastigotos de aislados de L. garnhami
del Estado Mérida y de L. braziliensis del Estado Trujillo, poseen indices cinetopldsticos
que poco o nada se modifican en el curso del mantenimiento de tales pardsitos en condi-
ciones de laboratorio; que existen diferencias significativas entre estos indices para ambas
especies y que esas diferencias son comparables a las que se hallan entre aislados de L. me-
xicana amazonensis y L. braziliensis braziliensis de Brasil. Los resultados acd descritos per-
miten diferenciar, a nivel de microscopia de luz, amastigotos de Leishmania spp. que pro-
ducen cuadros clinicos diferentes, sefialando su utilidad para el diagnéstico diferencial de
pardsitos que producen lesiones relativamente benignas como L. garnhami (Valera, More-
no & Scorza, 1978; Scorza et al, 1979).
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SUMMARY

Morphometric studies on amastigotes of eigtheen populations from four isolates
of two species of Venezuelan Leishmania (L. braziliensis and L. garnhami) indicate that
the position of the kinetoplast is not significantly modified when parasites are submitted
to pasages into hamsters, and cuiture in NNN medium or infection in a vector (Lu. rown-
sendi). The location of the kinetoplast measured as the distance from the posterior end of
the -amastigote to the kinetoplast divided by the distance of the same organoid to the an-
terior end of the amastigote allows to differenciate L. braziliensis from L. mexicana and
L. garmhami. Other morphometric parameters are not so confiable.
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