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Resumen 

  Las leishmaniosis comprenden un conjunto de formas clínicas 

producidas por parásitos del género Leishmania que puede afectar al ser 

humano y otros hospedadores. En Misiones podemos encontrar principalmente 

la forma cutánea y visceral de esta patología. El presente trabajo determinó, 

mediante técnicas moleculares (PCR-RFLP y secuenciación), el agente 

etiológico de una serie de casos humanos y caninos, así como la descripción 

de características clínico-epidemiológicas.  

En la serie canina se encontró como único agente a L. infantum. La serie 

de humanos, estaba constituida por casos de leishmaniosis visceral y casos de 

leishmaniosis cutánea. Los casos de leishmaniosis visceral tenían como agente 

etiológico a L. infantum, mientras que de los 4 casos de leishmaniosis cutánea 

L. braziliensis resultó el agente identificado en 2 casos y L. infantum en dos. 

Entre los pacientes se incluyó a una mujer embarazada que resultó caso 

confirmado de leishmaniosis visceral. Al neonato se le realizaron los estudios 

para diagnóstico de la enfermedad, resultando positivo por microscopía de 

aspiración de médula ósea. Sin embargo, la falta de signos clínicos y los 

resultados moleculares negativos plantean la posibilidad de que este no sea un 

caso de trasmisión vertical.  

Estos serían los primeros estudios de caracterización molecular a nivel 

de especie en estos pacientes y en la provincia. 
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Abstract 

Leishmaniasis comprises a set of clinical forms produced by parasites of 

the genus Leishmania that can affect humans and other hosts. In Misiones we 

can mainly find the cutaneous and visceral form of this pathology. The present 

work determined, through molecular techniques (PCR-RFLP and sequencing), 

the etiological agent of a series of human and canine cases, as well as the 

description of clinical and epidemiological characteristics. 

In the canine series only L. infantum was found as agent. The human 

series consisted of cases of visceral leishmaniasis and cases of cutaneous 

leishmaniasis. The cases of visceral leishmaniasis had as etiologic agent to L. 

infantum, whereas of the 4 cases of cutaneous leishmaniasis L. braziliensis the 

agent was identified in 2 cases and L. infantum in 2. Patients included a 

pregnant woman who was a confirmed case of visceral leishmaniasis. The 

newborns underwent the studies to diagnose the disease, being positive by 

microscopy of aspiration of bone marrow. However, the lack of clinical signs 

and negative molecular results raise the possibility that this is not a case of 

vertical transmission. 

These would be the first studies of molecular characterization at species 

level in these patients and in the province. 
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Nomenclatura 
ADNk: Ácido desoxirribonucleico del kinetoplasto. 

AFLP: Amplificación de fragmentos polimórficos. 

IFI: Inmunofluorescencia indirecta. 

IMuSA: Instituto Municipal de Sanidad Animal. 

ICT: Test inmunocromatográfico rápido basado en el antígeno recombinante K39. 

ITS-1: Espaciador transcripcional interno 1. 

LC: Leishmaniosis cutánea. 

LCan: Leishmaniosis canina. 

LV: Leishmaniosis visceral. 

LVA: Leishmaniosis visceral antroponótica. 

LVZ: Leishmaniosis visceral zoonótica. 

MLEE: Electroforesis de isoenzimas. 

MLMT: Tipificación por microsatélites. 

OMS: Organización mundial de la salud. 

PAMO: Punción aspiración de médula ósea. 

pb: Pares de bases. 

PCR: Reacción en cadena por la polimerasa. 

PCR-RFLP: Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción.  

RAPDs: Amplificación aleatoria de ADN polimórfico. 

Taq polimerasa: Polimerasa de Thermus aquaticus. 

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana. 
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CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN  

l.1. Leishmaniosis en Misiones. 

l.1.1. Leishmaniosis en Misiones: Manejo de casos. 

Este trabajo propone una metodología para la identificación de especies 

de Leishmania mediante técnicas de biología molecular. Generalmente, las 

muestras de los casos sospechosos de leishmaniosis cutánea (LC) o 

leishmaniosis visceral (LV) son sometidas a evaluación microscópica (frotis), 

método patrón para diagnóstico de infección por Leishmania spp. 

Una vez diagnosticado el caso no se realizan estudios para determinar 

la especie infectante.  

l.1.2. Estudios realizados en Misiones sobre LV 

En el 2006 se realizó en la ciudad de Posadas un estudio piloto de 

leishmaniosis visceral canina (LCan), el cual encontró que el 57,8% resultó 

positivo por alguna de las pruebas empleadas. En ese estudio el 75% de los 

animales vivían en condiciones de hacinamiento (perreras), lo que supone un 

sesgo para el estudio, pero esta información confirmó el foco emergente de 

LCan en Posadas (Cruz y col., 2010). 

En el 2009 se llevó a cabo un estudio de prevalencia de leishmaniosis 

en canes de la ciudad de Posadas, el cual se realizó en base a un muestreo 

aleatorio simple, y reveló una prevalencia del 22,3% de LCan en los perros de 

la ciudad (Acosta, 2013). 

En el 2011 se llevó a cabo en la ciudad de Puerto Iguazú un estudio de 

la situación de la LCan en esa ciudad y se realizó un primer diagnóstico de este 

problema de salud pública. En este estudio se encontró una prevalencia de 

LCan del 5,26% (Acosta y col., 2015). 

  En el 2013 se realizó en Bonpland un estudio para estimar la 

seroprevalencia de L. infantum en canes de este municipio. Se estudiaron 

mediante Test inmunocromatográfico rápido basado en el antígeno 

recombinante K39 (ICT) e Inmunofluorescencia indirecta (IFI) 99 canes 

distribuidos aleatoriamente en cuatro estratos del centro del municipio. En este 

estudio se encontró que el 22,2% de los canes incluidos presentaban 

reactividad para alguna de las técnicas utilizadas (Gutiérrez y col., 2013). 
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l.1.3. Introducción sobre técnicas diagnósticas de LV 

El diagnóstico de LV es complejo debido a la falta de signos clínicos 

patognomónicos, esto quiere decir, signos que se correlacionan fuertemente 

con esta enfermedad. Si bien hay signos o síntomas que aparecen muy 

frecuentemente en esta enfermedad en humanos, como la fiebre, no son 

indicadores específicos, y no alcanzan para diferenciarla de la malaria, 

esquistosomiasis u otra infección sistémica. Lo mismo ocurre en canes. 

A su vez, hay signos que tienen una fuerte correlación con esta patología, 

pero que aparecen en baja frecuencia, como la esplenomegalia en humanos o 

la onicogrifosis en perros (OMS, 2010). Por esta razón son necesarias las 

pruebas de laboratorio. 

Las pruebas serológicas basadas en IFI, enzimoinmuno ensayo  o 

Western Blot han mostrado eficiencia en el diagnóstico de la enfermedad en la 

mayoría de los estudios, pero requieren un equipo que no está adaptado al uso 

en campo (Boerlaert y col., 2007; OMS, 2010). 

La aglutinación directa y el ICT fueron desarrollados específicamente para 

el uso en campo y han mostrado una buena precisión diagnóstica en las zonas 

endémicas (Boerlaert y col., 2007; OMS, 2010). 

El ICT es un test fácil, rápido, barato y da resultados reproducibles y por 

lo tanto pueden ser de utilidad para el diagnóstico precoz de la LV tanto en 

zonas periféricas como centrales. Estas técnicas se desarrollaron para mejorar 

el acceso de los pacientes con LV a un diagnóstico, inclusive los de áreas 

rurales pobres, que es donde vive la mayoría de ellos. Esta técnica es 

específica para detectar anticuerpos contra el complejo Leishmania donovani 

(Boerlaert y col., 2007; OMS, 2010). 

Actualmente los estudios moleculares han demostrado ser útiles para un 

diagnóstico rápido, temprano, de alta sensibilidad y especificidad (Cortes y col., 

2004; Cruz y col., 2013). Esta técnica también es recomendada por el 

Ministerio de Salud de la Nación para el diagnóstico de LV (Ministerio de Salud 

de la Nación, 2010). El espaciador transcripcional interno 1 (ITS-1) es un 

blanco genético eficaz, este se encuentra en el operón ribosomal de 

Leishmania, es altamente repetitivo y capaz de amplificar todas las especies de 

Leishmania. Esta región es suficientemente conservada para realizar una 

amplificación por PCR y a la vez presenta suficiente polimorfismo para facilitar 
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la tipificación de especie. Se encuentra en la bibliografía numerosas 

recomendaciones para la utilización de dicha región debido a su alta 

variabilidad, lo que facilita su posterior identificación de especie (Aransay y col., 

2000; Schönian y col., 2003; Cruz y col., 2013). 

l.1.4. Utilidad de las herramientas moleculares en epidemiología  

La elección de método de genotipificación depende no solo del poder 

discriminatorio y de las aplicaciones epidemiológicas, sino además de sus 

características operacionales (Botilde y col., 2006). 

En los focos endémicos de LV del mediterráneo, la principal zimodema 

encontrada para Leishmania infantum es MON-1. En estos focos, el bajo poder 

discriminativo de la técnica Electroforesis de isoenzimas (MLEE) impide a los 

investigadores encontrar correlaciones entre características clínicas, 

preferencia entre hospederos (perros, niños normo-inmunes y personas con 

inmunodeficiencias), y grupos particulares de variantes genéticas (Bulle y col., 

2002). 

En otro estudio se encontró que la técnica de Polimorfismo en la longitud 

de los fragmentos de restricción (PCR-RFLP) del ADN del cinetoplasto (ADNk) 

combinado Tipificación por microsatélites (MLMT) tiene un poder de resolución 

mayor y reveló ser más adecuado para identificación genética que la 

Amplificación aleatoria de ADN polimórfico (RAPDs) o una PCR-RFLP de 

genes antigénicos. Además, los resultados del análisis que realizaron sobre 

diferentes muestras de la Península Ibérica, apuntaban que esas poblaciones 

de parásitos son homogéneas con una dispersión muy reciente. Sin embargo, 

realizar ambas tareas resulta más laborioso y requiere mayor tiempo para la 

obtención de resultados (Kuhls y col., 2008). 

En una revisión sobre MLMT, se menciona tres estudios donde hubo 

asociación entre los perfiles de MLMT y las características clínicas de los 

pacientes estudiados, dos en L. infantum y uno en Leishmania tropica; en los 

demás estudios mencionados de la recopilación no se encontró asociación. 

Tampoco se encontró asociación entre los perfiles y la resistencia a drogas. 

Adicionalmente discuten la posibilidad de diferenciar con esta herramienta 

infecciones nuevas de recaídas relacionadas a fallo terapéutico. Esto sería 
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posible siempre y cuando la nueva infección se produzca con una cepa de 

genotipo distinto (Aluru y col., 2015). 

La caracterización de variantes genéticas por MLMT demuestra que un 

amplio espectro de cuadros clínicos pueden obtenerse de variantes genéticas 

estrechamente relacionadas, y en general las manifestaciones clínicas de 

pacientes infectados no puede predecirse mediante MLMT (Laurent y col., 

2007; Aduadi y col., 2011; Subba y col., 2012; Aluru y col., 2015). 

Se ha utilizado MLMT para estudiar variantes genéticas en pacientes 

con fallo terapéutico con el fin de esclarecer si genotipos específicos se 

asocian con fallo terapéutico. Se han llevado a cabo estudios con variantes 

genéticas de Leishmania donovani y L. braziliensis resistentes a los 

antimoniales pentavalentes. No se encontró asociación entre variantes 

genéticas y resistencia a drogas o al cuadro clínico que producían (Laurent y 

col., 2007; Aduadi y col., 2011; Subba y col., 2012; Jeddi y col., 2014; Aluru y 

col., 2015). 

En un estudio realizado en el 2010, donde se compararon muestras de 

distintos focos de América del sur mediante MLMT, se encontró que todos los 

aislados de L. infantum estudiados se correspondían con MON-1 presentando 

alta homogeneidad. Pero, no se observó una correlación estricta entre los 

cuadros clínicos y la asignación de la población (Kuhls y col., 2011). 
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I.2. Alcances y definición del problema de investigación 

La LV es la forma clínica más grave de Leishmaniosis y en ausencia de 

tratamiento resulta mortal (OMS, 2015). Según la OMS, esta enfermedad está 

ligada a factores como condición socioeconómica, desnutrición, cambios 

climáticos y ambientales, movimientos poblacionales, inmunosupresión y, en 

algunas zonas, a la rápida urbanización o establecimientos de nuevos 

asentamientos. La distancia que deben recorrer los pacientes es descrita por la 

OMS como una de las causas principales de las limitaciones del acceso al 

diagnóstico y tratamiento (OMS, 2015).  

La evolución de la enfermedad depende de la interacción entre el parásito 

y el sistema inmune del hospedador y las intervenciones sanitarias. Por tanto, 

es necesario conocer la especie del parásito infectante, su virulencia, si 

produce síntomas graves o leves, si presenta resistencia a drogas, y otras 

informaciones que podrían estar disponible lo que permitiría tener un 

pronóstico definido (Herwaldt, 1999; Murray, 2005). 

Actualmente en nuestra región no es posible diferenciar entre una recaída 

o fallo terapéutico y una reinfección. En un estudio se logró distinguir las 

reinfecciones de las recaídas en ciclos de enfermos coinfectados por 

Leishmania/VIH mediante técnicas moleculares (PCR-RFLP), una información 

de suma importancia para los médicos al momento de elegir el tratamiento 

adecuado de la enfermedad (Morales, 2004). Esto resulta de gran importancia 

epidemiológica debido a que ciertos casos en los que se asume que el 

paciente se reinfecta (se expone a una nueva introducción del parásito a su 

organismo), podría tratarse de un caso de  un fallo terapéutico, esto podría 

deberse a que el parásito es resistente al tratamiento, al abandono del 

tratamiento u otros factores. Esto sería posible determinar con estas técnicas 

de biología molecular y genética (Morales, 2004). 

Así, también podría estar ocurriendo que en áreas donde estas 

enfermedades son endémicas, la tasa de reinfección puede ser más alta que la 

esperada. Esto puede llevar a los médicos a pensar en una recaída cuando de 

hecho, el paciente ha adquirido una infección nueva. Por lo tanto, la 

incapacidad para distinguir recaídas de reinfecciones puede ser un 
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impedimento importante para la evaluación de protocolos de tratamiento de 

Leishmaniosis (Morales y col., 2002; Botilde y col., 2006). 

Al ser los canes el reservorio urbano de esta parasitosis, es importante 

poder detectar los casos y tomar medidas que establece el organismo de salud 

de cada región. Sin embargo, existen inconvenientes al momento de detectar 

los casos de LCan, debido a que las técnicas de laboratorio deben aplicarse 

sobre los casos sospechosos, y el cuadro clínico es de difícil interpretación. 

Esto se debe a que no existen signos específicos (patognomónicos). 

Se pueden presentar determinados signos inespecíficos que son de alerta 

para los veterinarios, como alopecia y costras especialmente alrededor de los 

ojos, seborrea, dermatitis, úlceras que no cicatrizan, onicogrifosis, signos 

oculares como queratoconjuntivitis y uveítis, pérdida de apetito, astenia, 

adenomegalia, El avance de la enfermedad puede llevar a: fiebre, diarrea, 

hepato-esplenomegalia, fallo renal y sangrado espontáneo, signos que sin 

consulta con el veterinario pueden conducir al óbito (Ministerio de Salud de la 

Nación, 2010). 

l.2.1. Revisión sobre la importancia de la identificación de especies 

En uno de sus trabajos Schonian y colaboradores, discuten acerca de la 

caracterización molecular de especies de Leishmania en infecciones clínicas y 

su importancia, debido a que diferentes especies pueden requerir distintos 

regímenes de tratamientos. Además, esta información es de valor en estudios 

epidemiológico, donde conocer la distribución de las especies de Leishmania 

en humanos, reservorios y vectores, es un prerrequisito para el diseño 

apropiado de medidas de control (Schonian y col., 2003). A su vez, Montalvo y 

colaboradores agregan que el monitoreo epidemiológico y el manejo de los 

reservorios y/o vectores recae en una discriminación precisa de los parásitos 

involucrados (Montalvo y col., 2012). 

Se han estudiado casos de resistencia a las drogas de primera línea 

contra LV, por ejemplo resistencia contra la paramomicina desarrollada por 

ciertas especies de Leishmania, debido a cambios en la membrana que 

reducen la absorción. Este autor recomienda “tener información acerca de la 

endemicidad de las especies de Leishmania, el estado inmunológico y 
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nutricional de la población, el nivel y patrón de resistencia a drogas del 

parásito” (Cruz y col., 2006a). 

Algunas cepas de L. infantum pueden causar LC sin afectar los órganos 

internos, y el tipo de lesiones cutáneas, la eficacia del tratamiento, la rapidez 

en la cicatrización y otros factores varían según las especies (Universidad de 

Iowa, 2010). 
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I.3. Objetivos 

I.3.1. Objetivo General: 

Identificar las especies de Leishmania en una serie de canes y humanos 

diagnosticados como casos sospechosos de leishmaniosis en Misiones. 

I.3.2. Objetivos Específicos: 

● Poner a punto la técnica de PCR para identificar las especies de 

Leishmania. 

● Describir características clínicas y epidemiológicas de los pacientes 

humanos y caninos estudiados. 
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I.4. Justificación 

l.4.1. Justificación epidemiológica 

La zona norte de la provincia de Misiones es históricamente endémica 

para LC. Por esta razón, precisamos disponer de herramientas que permitan 

un diagnóstico preciso y rápido, que identifique la especie infectante para poder 

determinar si se trata de LV por L. infantum o de la visceralización de otra 

especie de Leishmania y diseñar el tratamiento adecuado (Sanchez-Saldaña, 

2004). 

Actualmente poco se sabe sobre la introducción de la leishmaniosis en la 

provincia de Misiones, aunque el primer caso humano apareció en el 2006, el 

vector ya había sido reportado en el 2001 y la situación de los reservorios no 

fue estudiada hasta el 2006, tras aparecer el primer caso humano (Salomón y 

col., 2001; Cruz y col., 2010). 

En varios estudios realizados recientemente se ha encontrado que la 

especie circulante predominante en canes y asociado a casos humanos de LV 

en las ciudades de Posadas y Puerto Iguazú es L. infantum. Sin embargo, solo 

se han realizado estudios en perros de estas dos ciudades (Acosta, 2013; 

Acosta y col., 2015). 

Recientemente se han realizado estudios a partir de muestras clínicas de 

canes de Posadas que identificaron la especie L. infantum y además 

permitieron la primera descripción de dos variantes génicas para este parásito 

en la ciudad de Posadas, Misiones (Acosta, 2013; Barroso y col., 2015). 

La información sobre el comportamiento del parásito, las especies 

circulantes y su asociación con variables epidemiológicas en humanos y canes 

permitirían diseñar acciones de mayor eficacia en el control atendiendo a las 

condiciones locales (Talmi-Frank y col., 2010). 

Esta información permitiría conocer la historia natural del parásito en la 

provincia, y sería de gran utilidad para comprender la distribución y la 

circulación de la especie en diferentes reservorios de la región (Cortés y col., 

2011). 
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El conocimiento de las especies de LV es importante cuando se identifica 

la emergencia de esta enfermedad y posteriormente la región se torna 

endémica para esta parasitosis, hecho ocurrido en Misiones hace 10 años, ya 

que el primer caso autóctono se reportó a principios del 2006 en la ciudad de 

Posadas (Salomón y col, 2008; Salomón y col., 2011). 

La información sobre especies circulantes de Leishmania sería de 

importancia epidemiológica para realizar un análisis geográfico de la 

enfermedad, contribuyendo a determinar la magnitud de su distribución así 

como también identificar la especie en diferentes reservorios a fin de establecer 

medidas de control. 

Un ejemplo de ello fue un brote de LC acontecida en el municipio de 

Fuenlabrada (Madrid, España) donde fueron afectadas 560 personas desde el 

2009. Madrid es una zona endémica para leishmaniosis con una tasa estable 

de LC 0,2 por 100.000 habitantes/año (Aguado, y col., 2013; Horrillo y col., 

2015). Las herramientas moleculares permitieron determinar que la 

superpoblación de liebres (Molina y col., 2012) y ratones silvestres (Jiménes y 

col., 2014) en las zonas verdes fue uno de los condicionantes del aumento de 

casos de LC debida a la especie L. infantum (Chicharro y col., 2012). 

  El hecho de que L. infantum haya causado el brote de LC mencionado 

arriba, resalta la importancia epidemiológica de la identificación de especies 

para conocer el agente etiológico causante del brote epidémico. 

Por las razones mencionadas, es necesario desarrollar herramientas 

con alta sensibilidad y especificidad para la identificación de especies de 

Leishmania. Identificar y tratar (si corresponde) a todos los actores presentes 

en el ciclo de vida de la leishmaniosis en cada zona en particular sería de gran 

ayuda en el control de la enfermedad. 

l.4.2. Importancia genética 

El estudio de los perfiles enzimáticos mediante la técnica de zimodemas, 

y posteriormente estudios genéticos, hizo posible determinar que  L. infantum y 

L. chagasi en realidad son de la misma especie. He aquí la importancia 

epidemiológica del estudio de las especies de este género (Mauricio y col., 

2000). 
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Varias especies de Leishmania han sido aisladas y caracterizadas 

molecularmente en perros de América del Sur, entre las que se incluyen L. 

amazoniensis, L. braziliensis, L. colombiensis, L. infantum, L. mexicana, L. 

panamensis, L. guyanensis L. peruviana y L. pifanoi. Esta diversidad acentúa la 

necesidad de mantener la vigilancia epidemiológica de las especies que 

infectan canes en la región, para prever futuros ingresos de otras especies y 

posibles brotes de casos humanos (Dantas-Torres, 2009). 

Las distintas especies de Leishmania, indistinguibles morfológicamente, 

producen lesiones que evolucionan de forma diferente. Se ha observado que 

algunos pacientes desarrollan una enfermedad muy severa, que puede incluso 

conducir a la muerte, mientras que otros no presentan complicaciones graves. 

Esta diferencia en la patogenicidad podría estar relacionada con la variaciones 

genéticas del parásito (Segatto y col., 2011). 

La OMS propone como prioridad la investigación de los aspectos 

epidemiológicos y patrones de distribución de las leishmaniosis. También 

prioriza líneas de investigación sobre el diagnóstico, tratamiento y prevención, 

sugiriendo investigar mejores técnicas diagnósticas para detectar Leishmania 

spp. y herramientas para monitorear la resistencia a drogas y evaluar la cura 

(OMS, 2015). 
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CAPÍTULO II: ANTECEDENTES 

  Las leishmaniosis engloban a un grupo de enfermedades parasitarias de 

transmisión vectorial, caracterizadas por su diversidad y complejidad, que 

afectan tanto al ser humano como a otros vertebrados. El perro es el principal 

reservorio en medio urbano. Otros reservorios son: zorros, linces, coatíes, 

ratas, comadrejas, osos hormigueros, entre otros. Están causadas por 

diferentes especies de protozoos flagelados del género Leishmania, que son 

transmitidos por picaduras de las hembras hematófagas de alrededor de 93 

especies de flebotomos; género Phlebotomus en el Viejo Mundo (África, Asia y 

Europa), y Lutzomyia en el Nuevo Mundo o América (OMS, 2010, Ministerio de 

Salud de la Nación, 2010). 

ll.1. Formas clínicas 

  Las manifestaciones clínicas de la infección por Leishmania en humanos 

son muy diversas en cuanto a forma y severidad, y van a depender de la 

interacción entre la especie de parásito que la causa y el sistema inmune del 

hospedador (Herwaldt, 1999; Murray y col., 2005). Esta variabilidad en la 

expresión de la enfermedad en humanos también se ha demostrado en 

animales infectados naturalmente y, especialmente, en animales infectados 

experimentalmente (Alvar y col., 2004; McMahon-Pratt y Alexander, 2004). 

Clínicamente la enfermedad se puede agrupar en dos manifestaciones 

principales: Leishmaniosis cutánea (LC) y Leishmaniosis visceral (LV) o 

Kala-azar, si bien hay una serie de evoluciones tórpidas que conducen a otros 

cuadros clínicos: Leishmaniosis cutánea recidivante o diseminada (LCR); 

Leishmaniosis cutánea difusa (LCD), Leishmaniosis mucocutánea (LMC) y 

Leishmaniosis dérmica post-kala-azar (LDPK). 

Sin embargo, todas las presentaciones asociadas a la infección por 

Leishmania comparten tres características comunes: i) macrófagos residentes 

en los tejidos infectados con multiplicación intracelular del parásito; ii) 

respuesta inmunoinflamatoria del hospedador que regula la expresión y 

resultado de la enfermedad; y iii) persistencia de la infección tisular. 

(Zwingenberger y col., 1990; Zambrano-Villa y col., 2002; Awasthi y col., 2004; 



16 
 

Liese y col., 2008). Entre el 80 y el 90 % de las infecciones humanas cursan de 

manera subclínica o asintomática (Badaró y col., 1986; Albrecht, 1998). 

ll.1.1. Leishmaniosis visceral 

  La LV es causada por parásitos del complejo L. donovani (L. donovani/L 

infantum) y si no es tratada posee una tasa de mortalidad del 75-95%.  L. 

donovani es la especie causante de Leishmaniosis visceral antroponótica (LVA) 

o “Kala-azar” en el Subcontinente Indio, y África oriental (tanto en adultos como 

en niños). L. infantum, causa la llamada Leishmaniosis visceral zoonótica (LVZ) 

en la cuenca Mediterránea, norte de África, Oriente Medio, Asia central, China 

y América Latina.  

  Aunque otras especies pueden ser ocasionalmente viscerotrópicas (L. 

trópica, L. amazonensis o L. braziliensis) (Guerin y col., 2002). 

  La diferencia entre LVA y LVZ se debe a que epidemiológicamente se 

pueden diferenciar dos tipos de ciclos considerando la presencia o no de 

reservorios animales. La LVZ se caracteriza por presentar un ciclo zoonótico 

donde juegan un papel importante reservorios mamíferos, tanto domésticos (el 

perro principalmente) como silvestres (otros cánidos y roedores). En cambio, 

en la LVA el humano se comporta como reservorio principal de la enfermedad.  

El parásito infecta principalmente a los macrófagos de órganos 

hematopoyéticos (hígado, bazo y médula ósea), causando graves disfunciones 

orgánicas. Resulta una infección generalizada del sistema retículoendotelial 

con episodios irregulares de fiebre, pérdida sustancial de peso, anemia, 

hepatomegalia, y esplenomegalia. Leucopenia, trombocitopenia e 

hipergammaglobulinemia también son características. Pudiéndose observar en 

los casos más avanzados caquexia, fallo multisistémico, hemorragia derivada 

de la trombocitopenia, susceptibilidad a infecciones secundarias, y muerte. 

(Herwaldt, 1999; Solbach y Laskay, 2000; Desjeux, 2001; Desjeux, 2004). Las 

adenopatías pueden estar presentes, y en algunos casos es la única 

manifestación clínica. Cabe destacar que todos los agentes causales de LV 

pueden dar lugar también a manifestaciones cutáneas.  

En áreas endémicas, la enfermedad tiende a ser crónica, afectando 

principalmente a niños entre 0 y 4 años. En brasil, las infecciones 
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asintomáticas o las formas leves de la enfermedad son más comunes que las 

manifestaciones completas (OMS, 2010). 

  La desnutrición y la inmunosupresión, especialmente la causada por el 

VIH, han demostrado ser factores que predisponen a la enfermedad. La 

coinfección con VIH cambia el cuadro clínico descrito anteriormente, tanto en la 

LV como en las otras formas de leishmaniosis (OMS, 2010). Desde el 

advenimiento del VIH, trasplantes, quimioterapia, han aumentado el número de 

casos adultos asociado a inmunosupresión. En algunos países se reportan 

mayor cantidad de casos en individuos masculinos (OMS, 2010). 

ll.1.2. Leishmaniosis cutánea 

  La LC, también se denomina “botón de oriente” (cuenca Mediterránea), 

“uta” (Perú), “úlcera de los chicleros” (México), o “pian bois” (Guayana). 

Comienza generalmente con una pápula localizada en la zona de inoculación 

de los promastigotes, que se convierte en un nódulo y que se puede ulcerar en 

1 a 3 meses (Dowlati, 1996; Machado y col., 2002; Magill, 2005). A pesar de 

que algunas manifestaciones clínicas son más frecuentemente asociadas con 

una especie particular o algún subgénero, ningún cuadro clínico es único para 

una especie. Además, una gran parte de las infecciones son asintomáticas, 

aunque esto varía dependiendo de la región (OMS, 2010). Las lesiones 

aparecen principalmente en cara, brazos y piernas, pudiendo curar 

espontáneamente en un tiempo comprendido entre dos meses y  un año. Sin 

embargo, si ocurren sobreinfecciones secundarias, estas pueden evolucionar a 

lesiones desfigurantes que dejan marcas permanentes en la piel y originan una 

grave discapacidad (Roberts y Janovi, 1995; Hepburn, 2003). Esta 

manifestación la originan unas 17 especies diferentes de Leishmania en todo el 

mundo, principalmente L. major, L. tropica, y L. aethiopica (denominadas 

comunmente como LC del Viejo Mundo); L. infantum (Regiones del 

Mediterráneo, Mar Caspio y América Latina); y L. mexicana, L. amazonenesis, 

L. braziliensis, L. panamensis, L. peruviana, y L. guyanensis (LC del Nuevo 

Mundo) (Reithinger y col., 2007).  

  Las lesiones causadas por L. mexicana suelen curar espontáneamente 

a los 3 o 4 meses, mientras que las lesiones causadas por L. braziliensis, L. 

panamensis, L. guyanensis y L. peruviana puede curar sin tratamiento luego de 



18 
 

6 meses. Pueden aparecer lesiones secundarias mucosas o cutáneas; las 

manifestaciones mucosas en general están asociadas a L. braziliensis y L. 

panamensis, pero pueden ser causadas por otras especies (OMS, 2010). 

Puede ocurrir casos atípicos de LC causados por L. infantum, que es la 

especie generalmente asociada a LV. Las lesiones son nódulos localizados o 

placas que están dentro de las manifestaciones clínicas causadas por las 

especies dermotrópicas del nuevo mundo. Los casos de LC por L. infantum 

generalmente se encuentran en América central, y ocurre en áreas endémicas 

para LV, entre niños jóvenes y jóvenes adultos, mientras que LV ataca 

principalmente a niños menores de 5 años (OMS, 2010). 

ll.1.3. Leishmaniosis mucocutánea 

La LMC es denominada comúnmente como “espundia”. A partir de una 

lesión cutánea primaria, puede haber diseminación metastásica del parásito a 

las mucosas que conlleva a la destrucción del cartílago y tejidos blandos 

(Roberts y Janovi, 1995; Hepburn, 2003).  Es frecuente la linfadenopatía local 

(OMS, 2010). Las lesiones nasales siempre están presentes, y comienza con 

eritema y ulceraciones en los orificios nasales, causando destrucción 

progresiva de la cavidad oronasal llevando a la obstrucción de las fosas 

nasales y posterior perforación del septo con colapso y ampliación de la nariz  

(“nariz de tapir”) pudiendo producir una desfiguración notable (OMS, 2010). 

Inicialmente se observan lesiones inflamatorias destructivas con posterior 

necrosis de los labios, nariz, paladar blando y cuerdas vocales que pueden 

obstruir la faringe o laringe (Franke y col., 1994).  La LMC no suele curar 

espontáneamente. Infecciones bacterianas secundarias aparecen con 

frecuencia, neumonía intercurrente es la causa más común de muerte (OMS, 

2010). 

  Aunque está relacionada con las especies de Leishmania que causan 

LC en el Nuevo Mundo (L. braziliensis, L. panamensis, y L. guyanensis 

principalmente) y (L. tropica) en el Viejo Mundo, también hay descripciones 

esporádicas por L. donovani, L. major (Reithinger y col., 2007) y en pacientes 

inmunocomprometidos por L. infantum (Murray y col., 2005). 

El término leishmaniasis mucocutánea es correctamente aplicado 

únicamente en la forma clínica presente en las Américas, la mayoría de los 
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casos son reportados en Bolivia, Brasil y Perú. Es característica sobresaliente 

de las especies que causan LMC que causan metástasis a los tejidos mucosos 

de la boca y tracto respiratorio superior por diseminación hemática o vía 

linfática. Se ha reportado condiciones similares causadas por otras especies de 

Leishmania en pacientes inmunosuprimidos (OMS, 2010). 

Estudios realizados en Brasil han mostrado que la LMC puede 

presentarse varios meses luego de la lesión cutánea e inclusive 20 o más años 

después. Hombres jóvenes migrantes desnutridos son de especial riesgo. 

Otros factores de riesgo incluyen el sitio de la lesión primaria, lesiones 

primarias múltiples o grandes, y el tiempo de cicatrización de la LC primaria 

(OMS, 2010). 

ll.1.4. Leishmaniosis cutánea difusa 

  La LCD está caracterizada por lesiones diseminadas lepromatosas o 

acneiformes que no se ulceran, y que se asocian a estados inmunes anérgicos 

frente a Leishmania (Barral y col., 1995). Es causada por  L. aethiopica en el 

viejo mundo y por L. mexicana y L. amazonensis en el nuevo mundo. Se 

caracteriza por máculas, pápulas, nódulos o placas cutáneas ampliamente 

diseminadas o por infiltración difusa de la piel, especialmente en superficies 

extensoras de las extremidades y en la cara, donde el engrosamiento de las 

cejas y las orejas lóbulos pueden parecerse a la lepra lepromatosa. No 

aparecen ulceraciones. La implicación mucosa está confinada a los bordes de 

las fosas nasales o labios. La inmunosupresión asociada a la leishmaniosis 

cutánea difusa causada por otra especie de Leishmania puede ocurrir en 

coinfección con VIH o en personas con otras formas de inmunosupresión (por 

ejemplo pacientes trasplantados). Pueden aparecer manifestaciones atípicas, 

como ulceraciones (OMS, 2010). 

  Esta forma de la enfermedad no cura espontáneamente y los relapsos 

son frecuentes luego del tratamiento. Inicialmente, la enfermedad responde al 

tratamiento estándar, pero las recaídas no (OMS, 2010). 

ll.1.5. Leishmaniasis cutánea  recidivante o diseminada 

Se trata de una forma cutánea crónica debida generalmente a L. tropica, 

aunque raramente, también ha sido descrita en el Nuevo Mundo causada por 
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las especies del subgénero Viannia (Oliveira-Neto y col., 1998; Calvopina y col., 

2006), y por L. amazonensis (Bittencourt y col., 1993). Se ha descrito en 

asociación con L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis y L. amazonensis 

(OMS, 2010). Presenta numerosas lesiones extensas, papulares y/o nodulares 

o ulceradas que aparecen después de la cura clínica, crecen y tienden a curar 

en el centro, pudiendo aparecer nuevas pápulas alrededor de la lesión 

principal, que persisten durante varios años. 

Más de 20 y hasta cientos de lesiones cutáneas pueden ocurrir con o sin 

afectación de la mucosa. La respuesta de hipersensibilidad de tipo retardado a 

antígeno de Leishmania y respuesta de anticuerpos están intactos, y las 

lesiones responden parcialmente al tratamiento con medicamentos 

antimoniales y miltefosina (OMS, 2010). 

ll.2. Taxonomía 

Dentro del género Leishmania se describieron dos subgéneros en 

función del sitio de reproducción en el tracto digestivo del vector. El subgénero 

Leishmania fue descrito por Saf’janova, y su característica es que los parásitos 

se desarrollan en la parte superior media del aparato digestivo del vector 

(supra pilórico); mientras que el subgénero Viannia (descrito por Lainson y 

Shaw) necesita una maduración adicional en la región final del sistema 

digestivo de los dípteros (peripilórica). En la Figura 1 se observa la clasificación 

propuesta por Cavalier-Smith en 1998, aceptada actualmente (Saf’janova, 

1982; Lainson y Shaw, 1987; Lainson y Shaw 1989). 

 
Figura 1. Ubicación taxonómica del género Leishmania aceptada actualmente (Cavalier-Smith, 

1998). 
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ll.3. Morfología 

Los protozoos del género Leishmania son digénico, es decir que 

presenta dos morfologías a lo largo de su ciclo biológico: una intracelular o 

amastigote (cuerpo de Leishman-Donovan), forma que adopta en las células 

del sistema retículo-endotelial del hospedador vertebrado y una forma 

extracelular o promastigote que se encuentra generalmente en el hospedador 

invertebrado o en cultivos ”in vitro” (Chang, 1956; González y col., 1976). En la 

Figura 2 se pueden observar ambos estadíos del parásito. 

El amastigote es inmóvil (sin flagelo), de forma ovalada. En el 

citoplasma se observa un núcleo esférico, voluminoso, generalmente 

excéntrico y un kinetoplasto próximo al núcleo de aspecto bacilar (Chang, 

1956; González y col., 1976). 

El promastigote es fusiforme, extracelular y móvil. Es de mayor tamaño 

que el amastigote. Posee un largo flagelo libre en la región anterior, un núcleo 

ovalado situado en la región central y un kinetoplasto bastoniforme (Chang, 

1956; González y col., 1976). 

 

Figura 2. Tinción con Giemsa de protozoos del género Leishmania. Izquierda, amastigotes de Leishmania 

spp. Derecha, promastigotes de Leishmania spp. 

Son parásitos intracelulares obligados. Algunas especies son 

viscerotrópicas, produciendo las variantes viscerales de la enfermedad (L. 

infantum, L. donovani, etc.) y otras son dermotrópicas, responsables de las 

variantes cutáneas (L. braziliensis, L. tropica, etc.). Se han descrito casos en 

los que especies que se asocian con las variantes cutáneas producen una 

visceralización de la enfermedad, con un cuadro muy similar al de LV; así como 

también casos en los que especies especies asociadas a la forma visceral de 

la enfermedad dermatizan y producen un cuadro de LC (OMS, 2010; Khatri y 

col., 2016; Ramírez y col., 2016; Diatta y col., 2016; Taquin y col., 2016). 

 A su vez, la co-infección Leishmania/VIH aumenta el riesgo de la 

visceralización de la enfermedad y afecta su epidemiología. El reporte de 
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coinfecciones ha aumentado en los últimos años, llegando en Brasil, de un 

2,5% (en el 2005) a un 6,6% en el 2011, y en Etiopía pasó del 19% a 34% solo 

entre el 1998 y 1999 (Cruz y col., 2010; OMS, 2015). 

ll.4. Reservorios 

Se define como reservorio de una enfermedad a aquel animal que 

garantiza tanto la existencia del agente etiológico como su posterior 

transmisión (OMS, 2010). Por regla general, en las leishmaniosis zoonóticas 

existe un ciclo selvático mantenido entre un reservorio salvaje y los flebotomos 

del entorno. Por sinantropía, bien del reservorio o del vector, el ciclo se 

aproxima al ámbito peridoméstico para finalmente arraigarse entre los animales 

y vectores doméstico (OMS, 2010). 

Los perros domésticos (Canis familiaris) son los principales reservorios 

de estos parásitos, debido al elevado número de individuos presentes en el 

nicho ecológico y a su estrecha relación con el ser humano (Alvar y col., 2004; 

Alvar y col., 2006; OMS, 2010). El ciclo selvático, es mantenido principalmente 

por cánidos silvestres como el zorro común (Vulpes spp), zorro de monte 

(Cerdocyon thous), osito lavador (Procyon cancrivorus), entre otros (OMS, 

2010). También han sido descritos otros carnívoros silvestres como el  hurón 

(Sobrino y col., 2008), aunque el coatí de cola anillada (Nasua nasua) se ha 

encontrado infectado ocasionalmente (OMS, 2010). 

Se ha descrito en los perezosos de las selvas centro y sudamericanas 

(Choelopus sp. y Bradypus sp.), comadrejas (Didelphis spp.) y en el oso 

hormiguero (Tamandua tetradactyla) (OMS, 2010). 

En roedores se ha  descrito el papel de reservorio en varios géneros, 

como Oryzomys, Dasyprocta, Meriones, Mastomys, Arvicanthis, Akodon, 

Bolomys, Nectomys, Rattus, Tatera, Nesokia, Heteromys, Nyctomys, 

Sigmodon, Proechimys y Neotoma (Papadogiannakis y col., 2010; OMS, 2010). 

ll.5.Ciclo de vida 

La Figura 3 muestra un esquema del ciclo de vida de Leishmania. Este 

cumple su ciclo en un hospedador vertebrado y uno invertebrado 

(diheteroxeno). Cuando el mosquito se alimenta de un animal infectado, junto 
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con la sangre ingiere parásitos en forma de amastigotes que se encuentran 

dentro de los macrófagos [1 en la Figura] (Sánchez-Saldaña, 2004). 

Los amastigotes son de forma ovalada, sin flagelo, con un gran núcleo 

esférico excéntrico próximo al kinetoplasto. Estos se adhieren al tracto 

digestivo del insecto y pasan al estadío de promastigote [2 en la Figura]. 

Los promastigotes son piriformes y fusiformes con un flagelo del mismo 

largo que el cuerpo del parásito. En este estadío se reproducen activamente 

por división binaria y  migran hacia faringe y esófago donde al cabo de varios 

días maduran a promastigotes metacíclicos, los cuales son infectivos para los 

vertebrados [3 en la Figura]. 

Cuando el vector pica a otro huésped inocula entre 10 y 100 

promastigotes metacíclicos, los que penetran en la dermis y activan el 

complemento por vía alternativa, iniciando la acumulación de neutrófilos y 

macrófagos [4 en la Figura]. 

Los macrófagos fagocitan al promastigote y lo envuelven en una vacuola 

parasitófora [5 en la Figura]. El promastigote pasa al estadío de amastigote, 

que es resistente a la actividad antimicrobiana y digestiva del macrófago. Este 

libera dentro de la vacuola parasitófora una cascada de metabolitos derivados 

del oxígeno, como el óxido nítrico e hidrolasas lisosomales. 

El amastigote se multiplica por fisión binaria dentro del macrófago  [6 en 

la Figura]. Cuando la cantidad de parásitos es muy alta, se produce la lisis del 

macrófago y los amastigotes quedan libres en la sangre [7 en la Figura]. 

Este estado puede continuar durante meses o años sin la aparición de 

síntomas o signos clínicos visibles, dependiendo del sistema inmune del 

hospedador y su susceptibilidad a la enfermedad. Los amastigotes circulantes 

o los macrófagos infectados pueden ser ingeridos por otro mosquito, 

reiniciando el ciclo [8 en la Figura] (Sánchez-Saldaña, 2004). 

Generalmente se acepta que el principal mecanismo de reproducción de 

Leishmania es asexual o clonal. Esto quiere decir que los parásitos 

descendientes son idénticos a sus parentales (Sánchez-Saldaña, 2004; 

Rougeron y col., 2010). 

Sin embargo, recientemente se ha publicado que los promastigotes 

pueden realizar intercambio meiótico a través de la reproducción sexual dentro 

del hospedero invertebrado. No obstante, no se ha logrado dilucidar la 
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frecuencia de este evento ni su ocurrencia en los hospederos vertebrados 

(Akopyants y col., 2009, Segatto, 2012; Kuhls y col., 2013; Rougeron y col., 

2015). 

 

Figura 3. Ciclo de vida de Leishmania. Referencias en el texto. 

ll.6. El genoma de Leishmania 

 Los parásitos pertenecientes a Leishmania poseen 36 cromosomas, todos 

lineales entre 200 y 4000 kb, y poseen telómeros aunque centrómeros todavía 

no han sido identificados (Kazemi, 2011; Bañuls y col., 2007). Los parásitos del 

género Leishmania tienen una organización genómica única entre los 

eucariotas: estos protozoos no poseen intrones en sus genes, por lo tanto sus 

cromosomas son más pequeños con un número de genes proporcionalmente 

mayor (Kazemi, 2011). 

El genoma de los protozoos pertenecientes al género Leishmania, se 

compone del ADN nuclear, y el ADN del mitocondrion (mitocondria modificada 

característica de la clase kinetoplastida, se encuentra una por célula en una 

posición definida de la célula), que representa entre el 10 - 20% de su genoma. 

El ADNk se compone de una extensa red de moléculas circulares, maxicírculos 

y minicírculos (Jiménez, 1994; Morales y col., 2002; Morales, 2004; Kazemi, 

2011). 
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En Leishmania, los maxicírculos pesan entre 20 y 40 kilobases y 

aparecen en número de 25 a 50. Los maxicírculos están formados por una 

región conservada y otra variable. Contienen secuencias de ADN a las que por 

homología se les atribuye el mismo papel que el ADN mitocondrial en otros 

sistemas celulares (Jiménez, 1994; Kazemi, 2011). 

Los minicírculos de Leishmania están presentes en 10 a 20 mil copias 

por célula con un peso de entre 500 y 2500 pares de bases (pb). La mayor 

parte de su secuencia es variable, esto los convierte en blancos eficaces para 

la determinación de variabilidad genética dentro de una especie. Los 

minicírculos contiene los genes para los ARN guías, quienes dirigen la edición 

de los ARN mensajeros codificados en los maxicírculos (Jiménez, 1994; 

Morales, 2004; Peres y col., 2010; Kazemi, 2011). 

ll.7. Respuesta Inmune frente a L. braziliensis 

El proceso de infección comienza con la introducción de las piezas 

bucales del vector en los vasos sanguíneos de la unión dermo-epidérmica. 

Inmediatamente, el sistema inmune innato del hospedador vertebrado 

interviene con la llegada de macrófagos residentes y de neutrófilos sanguíneos 

al sitio de la lesión. 

Una vez inoculados los promastigotes, se da la activación de la cascada 

del complemento que lisa aproximadamente al 90 % de los promastigotes 

metacíclicos inyectados; sin embargo, hay un 10 % que sobrevive. Esto ocurre 

porque el promastigote metacíclico es más resistente a la lisis por 

complemento que el promastigote procíclico debido a su grueso glicocálix. El 

parásito contiene cinasas que fosforilan a C3, C5 y C9 provocando su 

inactivación (De Almeida y col., 2003). 

El parásito favorece su propia opsonización y posterior fagocitosis 

mediada por los receptores de complemento (CR). La activación de 

complemento ha favorecido la liberación de las anafilotoxinas C3a y C5a que 

son potentes agentes quimiotácticos para neutrófilos (PMN) y monocitos (Von 

Stebut, 2007a). Los mastocitos liberan sus gránulos de TNF-α, que es 

quimiotáctico para los PMN (Von Stebut, 2007b). 

A pesar de esta gran liberación de sustancias quimiotácticas, las 

primeras células en infectarse son las que ya están en el sitio al momento de 
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darse la inoculación. Es por esto que los macrófagos residentes son los 

primeros en verse afectados. 

Los macrófagos fagocitan los parásitos que resistieron la lisis por 

complemento mediante el receptor CD11b/CD18 y mediante el receptor de 

manosa-fucosa que se une a los residuos de manosa del lipofosfoglucano 

(LPG) (Oliver y col., 2005; Von Stebut, 2007b). El LPG también puede 

interactuar con la proteína C reactiva y favorecer la fagocitosis a través del 

receptor de dicha proteína. Este mecanismo no provoca la activación del 

macrófago (Oliver y col., 2005). 

La entrada por el receptor CD11b/CD18 es una ventaja para el parásito 

porque la entrada a través de este receptor no provoca la activación del 

macrófago (Von Stebut, 2007a). Una vez en el interior del macrófago, los 

parásitos se transforman en amastigotes, inhiben además la producción de IL-

12 por el macrófago y se dividen activamente. 

Eventualmente lisan el macrófago e invaden otro. Hasta este momento 

la infección no muestra ninguna manifestación clínicamente detectable (Von 

Stebut, 2007b). Los PMN liberan IL-8 favoreciendo la llegada de un mayor 

número de estas células (Charmoy y col., 2010) y liberan quimiocinas como 

MIP-1α/β y MIP-2 que atraen a los monocitos al sitio de inoculación (Von 

Stebut, 2007b). 

El PMN es utilizado por el parásito como un refugio contra la lisis 

mediada por complemento hasta el momento en que llega un mayor número de 

monocitos/macrófagos al sitio de la inoculación, los cuales son las células 

hospederas definitivas. 

Con la llegada de los macrófagos, se favorece la apoptosis de los PMN. 

Normalmente, la fagocitosis de PMN apoptóticos por parte de los macrófagos 

no genera una respuesta inflamatoria. De esta forma, el parásito penetra en los 

macrófagos sin despertar una respuesta microbicida (Charmoy y col., 2010). 

La llegada de las células dendríticas al sitio de inflamación marca el 

inicio de la respuesta adaptativa a la infección por Leishmania. 

Aproximadamente 6 semanas después de la inoculación, el número de células 

dendríticas que contienen CD11c en su membrana aumenta al igual que el 

número de células dendríticas parasitadas. La llegada de las células 

dendríticas se ha relacionado con el aumento de las concentraciones de IL-12, 
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la migración de los linfocitos T CD4+ y T CD8+ al compartimiento cutáneo, la 

muerte del parásito y la involución de la lesión clínica (Von Stebut, 2007b). 

Las primeras interacciones de las células dendríticas con los parásitos 

se dan a través de los receptores “Toll-like” (TLR). Todos los TLR, con 

excepción del TLR-3, señalizan a través de la proteína adaptadora MyD88, que 

es codificada por el gen de respuesta de diferenciación primaria mieloide. Las 

células dendríticas de ratones que no poseen la proteína MyD88 se activan 

poco y producen menos IL-12p40 al ser infectadas por L. braziliensis. Esto se 

traduce clínicamente en lesiones más grandes y crónicas. 

En contraste, las células dendríticas que carecían de TLR-2 mostraban 

una activación más fuerte y mayor producción de IL-12 cuando entraban en 

contacto con el parásito. De esta manera, eran muy eficientes para activar las 

células T CD4+ lo cual quedó evidenciado por los altos niveles de interferón 

gamma (IFN-γ) y por una mayor resistencia a la infección. De estos resultados 

se puede inferir que MyD88 es indispensable para generar una respuesta 

inmune contra el parásito; mientras que el rol del TLR-2 es regulador (Vargas-

Inchaustegui y col., 2009). 

Adicionalmente, los TLR también son importantes para la activación de 

las células natural killer (NK) (TLR9) y son necesarios para que el macrófago 

pueda destruir los amastigotes ante la estimulación con IFN-γ (Vargas-

Inchaustegui y col., 2009). 

La participación de los LTc1 se da por dos mecanismos: por acción 

directa de los mecanismos citotóxicos y por la producción de las citocinas 

activadoras de macrófagos (TNF-α e IFN-γ) que favorecen la muerte de los 

parásitos intracelulares. Los mecanismos citotóxicos de los LTc provocan la 

lisis de los macrófagos infectados a través de la vía de la perforina/granzima o 

del CD95/CD95L o de ambas (Hernández-Ruiz y Becker, 2006). 

ll.8. La respuesta inmune frente a L. infantum 

El desarrollo de la enfermedad está ligado tanto a la respuesta inmune 

del hospedador como a la persistencia y multiplicación del parásito (Reis y col., 

2010). 

Después de la infección, pueden desarrollarse dos tipos de respuesta 

inmune mediada por los linfocitos T, una respuesta celular (Th1) asociada a la 
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inmunidad protectora y otra respuesta humoral (Th2) asociada a la 

susceptibilidad o progresión de la enfermedad. 

Los diferentes componentes de la respuesta inmune y las interacciones 

entre ambos tipos de respuesta son diversos y complejos, no observándose 

necesariamente uno u otro extremo de estas respuestas, sino más bien un 

espectro del balance entre las mismas (Alvar y col., 2004; Baneth y Aroch, 

2008; Cabral y col., 1998; Reis, 2006; Reis, 2006). 

La resistencia a la leishmaniasis va a estar asociada a la respuesta 

inmune celular (Th1), con la producción de citoquinas por parte de células T 

activadas (CD4+), como: interferón γ (IFN-γ), interleukina-2 (IL-2) y factor de 

necrosis tumoral α (TNF-α), que estimulan la actividad leishmanicida de los 

macrófagos (Pinelli y col., 1994; Vouldoukis, 1996). 

El producto utilizado para destruir al parásito es óxido nítrico producido 

por los macrófagos activados. IL-10 es considerada el regulador de la 

respuesta Th1, manteniendo el balance entre las respuestas Th1 y Th2. 

(Santos-Gómez y col., 2002; Holzmuller, 2006). 

La susceptibilidad a la enfermedad va estar determinada por una 

respuesta humoral (Th2). La respuesta Th2 induce la aparición de 

interleuquina-4 (IL-4) e interleuquina-10 (IL-10) que promueven la estimulación 

de los linfocitos B generando elevadas concentraciones de γ-globulinas 

(Persechino y Oliva, 1986; Guarga, y col., 2000; Noben-Trauth y col., 2003; 

Barbieri, 2006). 

ll.9. Coinfección VIH-Leishmania 

Han  habido  importantes  cambios  en  los  patrones  epidemiológicos  

de  la  LV, tradicionalmente una enfermedad  infantil,  hoy  la coinfección  VIH-

Leishmania afecta sobre todo a adultos: el 77% de los pacientes coinfectados 

tienen edades comprendidas  entre  los  31-50  años (Jiménez, 1994; Morales y 

col., 2002; Morales, 2004). 

En  los países  del  suroeste  de  Europa el  9%  de  los  pacientes  con  

SIDA sufren  de LV como primoinfección o reactivada. Se propone que la 

transmisión del parásito se realiza a través de las jeringuillas compartidas por 

adictos a drogas por vía parenteral. Se ha propuesto un esquema de 

transmisión mixto de L. infantum en los países mediterráneos: existe un ciclo 
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zoonótico mantenido entre perros y a través de la picadura de dípteros y que 

de manera accidental infecta al humano, al que se asocia un ciclo 

antroponótico artificial, en el que el flebótomo ha sido sustituido por las 

jeringuillas compartidas (Jiménez, 1994; Morales y col., 2002; Morales, 2004). 

ll.10. Epidemiología de LV 

La LV es endémica en 62 países con más de 310 millones de personas 

viviendo en zonas de riesgo según reporte del 2015. En el 2004 poseía una 

incidencia de 300.000 casos por año, produciendo más de 20.000 muertes 

anuales. En seis países se reporta el 90% de los casos mundiales (Desjeux, 

2004; OMS, 2015). 

Aunque tradicionalmente ha sido considerada una enfermedad rural y 

asociada a la pobreza, hoy en día, se encuentra bien establecida en zonas 

urbanizadas (OMS, 2002; Alvar y col., 2006; Dantas-Torres, 2007). 

Es mundialmente reconocida como una de las enfermedades infecciosas 

más importantes que afecta a la población pobre que vive principalmente en 

áreas rurales y suburbanas, siendo endémica en la mayoría de regiones 

tropicales y subtropicales tanto en el Nuevo como en el Viejo Mundo (Alvar y 

col., 2006). 

ll.10.1. Epidemiología de LV en Argentina 

En el periodo comprendido entre 1923 a 2004 fueron descritos 17 casos 

de LV, dentro del área endémica de LC por L. braziliensis (ninguno de ellos en 

Misiones); 4 se consideraron importados; uno desde Italia (Acuña y col 1924), 

otro desde Yugoslavia (Inda y col., 1934), un caso debido a L. mexicana en un 

paciente con SIDA (Nocito y col., 2002) y un caso debido a L. infantum en la 

provincia de Mendoza, de origen desconocido (Martin-Sanchez y col., 2004). 

Los otros 13 se describieron como autóctonos de las Provincias de Salta, 

Jujuy, Tucumán, Santiago del Estero, Chaco y Formosa, que fueron 

considerados como visceralizaciones de una LC inicial (Borzone, 1926; 

Benitez, 1967; Fernandez, 1941; Fonso e Ink, 1947; Mazza y Cornejo, 1926; 

Wilde y col., 1956; Salomon y col., 2001). 

Por varios motivos, no se consideró una LV por L. infantum autóctona en 

el diagnóstico de los casos: i) la ausencia del vector de L. infantum en 
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Argentina, Lu. Longipalpis. ii) el solapamiento geográfico de los casos en zona 

endémica de LC por L. braziliensis (Córdoba-Lanús), iii) sintomatología 

simultánea con LC y iv) la ausencia de caracterización del agente causal en la 

mayoría de los casos, llevó a deducir que estos eran debidos a la 

visceralización de una LC (Grimaldi y col., 1989; Campanini y col., 1993; Torno 

y col., 1995; Sinagra y col., 1997; Salomón y col., 2001). 

No se puede descartar que los casos de LV hayan sido debidos a L. 

infantum y que la transmisión sea debida a otras especies de Lutzomyia 

(Salomón y col., 2001). Se ha considerado también la existencia de focos 

enzoóticos de LV cuyo contacto con el hombre sea esporádico y excepcional 

(Salomón y col., 2001). En la comunidad internacional, se asume que en 

Argentina existen focos endémicos o esporádicos de LV zoonótica 

probablemente debidos a L. infantum y que tienen al perro como reservorio 

(OMS., 1990). 

La primer captura de Lu. Longipalpis en el país data de 1951 en el 

municipio de Candelaria (Misiones) (Duret, 1952) y hasta 50 años después no 

se volvió a tener constancia de esta especie en la zona. El segundo hallazgo 

tuvo lugar en Corpus (Misiones) en el año 2000 (Salomón y col., 2001). 

En 2006, se colectaron 4 machos y 24 hembras en la ciudad de Posadas 

(Misiones), y 2 hembras en Candelaria (Misiones) (Salomón y col., 2008). 

Recientemente, se ha encontrado en la ciudad de Posadas (Misiones) una tasa 

de infección por L.infantum del 3.4% en 211 hembras de Lu. Longipalpis 

estudiadas (Acardi y col., 2010). 

La transmisión de LV y LCan hasta el momento se ha registrado en 

Misiones y Corrientes, mientras que en Santiago del Estero hubo casos de LV 

y en Formosa sólo LCan (Ministerio de Salud de la Nación, 2010). 

II.10.2. Epidemiología de LV en Misiones 

El primer caso humano descrito de LV autóctona en la Argentina causado 

por L. infantum tuvo lugar en Misiones, ciudad de Posadas, en el año 2006. La 

transmisión ha sido asociada con perros enfermos e identificación del principal 

vector (Lu. longipalpis) en la misma zona (Salomón y col., 2008). 

Esta Provincia es la más afectada por esta patología, habiéndose 

registrado desde 2006 a junio del 2016, 113 casos humanos, según datos del 
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Ministerio de Salud de la Provincia de Misiones (Ministerio de Salud de la 

provincia de Misiones, 2016). En el transcurso del presente año, se han 

registrado 4 casos humanos. 

Misiones es un área endémica para LC causada por L. braziliensis, 

siendo ésta la única especie autóctona caracterizada hasta el 2009 en 

Argentina (No descrita en Posadas) (Marco y col., 2005). Aunque también han 

sido detectados casos humanos de LC por L. amazonensis y L. guyanensis 

(Aleixo y col., 2006). 

En los últimos años, ha ocurrido en las inmediaciones de la ciudad de 

Posadas y en la ciudad misma, una serie de cambios tanto ecológicos como 

demográficos que pueden haber favorecido la aparición y establecimiento de 

este nuevo foco de LV. Como por ejemplo la deforestación indiscriminada sin 

políticas de reforestación y la construcción de una central hidroeléctrica 

(Yacyretá-apipé) en el Río Paraná, 100 km aguas abajo de Posadas. 

Estos cambios han supuesto una subida de 87 m. sobre el nivel del mar 

en los últimos 37 años (www.yacyreta.org.ar), que además de generar un gran 

anegamiento de áreas ribereñas en las zonas afectadas de Paraguay y 

Argentina, con una transformación del ecosistema local, han provocado el 

desplazamiento de una gran cantidad de población humana (relocalizaciones) 

hacia asentamientos periféricos, bajo condiciones de aislamiento y 

marginación. 

La deforestación en las inmediaciones de la ciudad en estos últimos años 

puede haber sido la causa de los cambios en la biología del vector, provocando 

la urbanización del mismo. 

En este contexto ambiental degradado, se encuentra una enorme 

población de perros callejeros o de vida semilibre sin ningún control sanitario. 

Estos cambios han podido favorecer la urbanización del vector, y junto con la 

existencia de reservorios susceptibles (perros) y la proximidad de la 

enfermedad en Paraguay y Brasil, pueden haber propiciado el establecimiento 

de la LV en Posadas.  

En la Provincia de Misiones, esta enfermedad tiene una mortalidad del 

10% tal como se ha observado en otros lugares del mundo (Alvar y col., 2012). 

http://www.yacyreta.org.ar/
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ll.11. Epidemiología de LC 

La LC es endémica en más de 70 países, pero el 90% de los casos 

ocurren en Afganistán, Algeria, Brasil, Pakistan, Peru, Saudi Arabia, and Syria 

(Desjeux, 2004). 

Sin embargo, en la década pasada, incrementaron el número de casos 

en Afganistán, Bolivia, Brasil, Colombia, Perú, y Siria. Este incremento puede 

explicarse en parte por una mejora en eficiencia en el diagnóstico y notificación 

de casos, pero también son resultado de un inadecuado control del vector y 

reservorios, incremento en la detección de LC asociada con infecciones 

oportunistas (como el VIH), y la emergencia de la resistencia contra el 

tratamiento (Yadon y col., 2001; Molina y col., 2003; Croft y col., 2006). 

Además, muchas infecciones son asintomáticas o reciben un 

diagnóstico erróneo, razón por la que la distribución global de la LC es muy 

probable que esté subestimada (Escobar y col., 1992; Reithinger y col., 2007). 

En áreas endémicas, la prevalencia de LC se incrementa con la edad 

hasta los 15 años, tras lo cual la prevalencia decrece, posiblemente por la 

adquisición de inmunidad. 

Los focos de infección son los hogares, lo que podría estar determinado 

por el corto rango de vuelo de los vectores, la transmisión antropogénica o 

susceptibilidad genética. Los factores de riesgo más comunes incluyen: sexo 

(el sesgo sexual suele apuntar a patrones de comportamiento que aumentan la 

exposición del vector), edad, diseño del hogar y material de construcción y la 

presencia de animales domésticos (Killick-Kendrick, 1999; Reithinger y col., 

2003; Brooker y col., 2004; Castellucci y col., 2005). 

ll.11.1. Epidemiología de LC en Argentina 

La primer descripción de LC en Argentina fue hecha en 1915 (Bernasconi, 

1928). Se ha aislado L. braziliensis de casos humanos, aunque también se ha 

encontrado L. amazonensis y L. guyanensis (Salomón y col., 2006). 

El área endémica argentina de LC comprende unos 500.000 km2 

distribuidos en 9 provincias políticas y 4 regiones ecológicas: la selva 

subtropical del noroeste(Yungas) y su piedemonte, la selva subtropical del 

noreste (Paranaense) y la selva en galería asociada a la cuenca Paraná-
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Uruguay, y entre ambas la región chaqueña húmeda y la región chaqueña seca 

(Salomón y col., 2004). 

Se determinó la presencia de 20 especies de Phlebotominae en el país; 

Lutzomyia neivai, la más abundante en situaciones de brote, se encontró con 

infección natural por L. braziliensis (Salomón, 1998; Spinelli y col., 1999; 

Córdoba-Lanús y col., 2003). Esta especie está usualmente acompañada por 

Lu. migonei en todo el territorio, o Lu. whitmani en el este (Salomón y col., 

2002a; Salomón y col., 2004). 

La notificación de las leishmaniosis al Sistema de Salud es obligatoria (ley 

15.465), y los registros nacionales a partir de la década de los ´80 indica que el 

número promedio de casos oscila entre 40 y 90 por año, distribuido entre las 9 

provincias (Bernasconi, 1930; Cedillo y col., 1988). 

Un brote de LC por L. braziliensis ocurrió en Salta (localidad de Pichanal), 

entre el 1984 y el 1987, involucrando áreas periurbanas y rurales, con 

incidencia similar en hombres y mujeres, así como en los jóvenes (Villafañe y 

col., 1988; Sosa y col., 1993; Sosa y col.,1994). 

En 1997 ocurrió un nuevo brote de LC en Salta. La prevalencia de la 

infección (reactivo al test de Montenegro) resultó de 171/1000 habitantes en 

Paraje Las Carmelitas y 790/1000 en Río Blanco, mientras que la prevalencia 

de las úlceras activas por LC resultaron 72/1000 y 790/1000 respectivamente. 

Los patrones clínicos y epidemiológicos coincidieron con los de L. braziliensis y 

el género Lutzomyia fue identificado como vector (Villafañe y col., 1988; Sosa y 

col., 1993). 

El brote ocurre luego de una intensa deforestación, por lo que se 

hipotetiza que esto empujó al vector a zonas suburbanas. Además, se 

establecieron asentamientos humanos en las proximidades de las zonas 

deforestadas (Salomón y col., 2001b). Si se consideran los casos publicados 

en la primera mitad del siglo veinte se observa una tendencia al aumento 

relativo de la incidencia en el sexo femenino y en menores de 14 años, 

sugiriendo transmisión peri doméstica (Salomón, 2002a; Sosa y Salomón, 

2002). 
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ll.11.2. Epidemiología de la LC en Misiones 

Desde 1977 hasta 1997, la provincia de Misiones no contaba con 

antecedentes epidémicos de esta patología: en ese período se habían 

registrado en la provincia un total de 9 casos (Salomón y col., 2001c; Salomón 

y col., 2002). En 1998 aparece en una localidad del departamento Iguazú, 

Puerto Esperanza, el primer brote de LC. Ese año se notificaron en esa 

localidad 109 casos, de los cuales 77 pertenecían a un mismo barrio (Salomón 

y col., 2006). 

En 2004 aparece un nuevo brote en esa zona, asociado a la deforestación 

en la represa de Urugua-í. De los 20 casos notificados en ese brote, el total 

eran hombres mayores de edad, y 18 habían estado realizando trabajos de 

desmalezamiento y deforestación (Salomón y col.,2006). 

Durante el 2004 y 2005, 36 casos de LC fueron notificados en el Hospital 

de Puerto Iguazú (departamento Iguazú). El brote fue asociado principalmente 

con L. braziliensis, transmitido por Lu. whitmani, el cual estaba relacionado con 

actividades de los colonos que criaban gallinas y cerdos en parches 

recientemente deforestados (Salomón y col., 2009). 

ll.12. Diagnóstico 

ll.12.1. Diagnóstico clínico de LV en humanos 

Las manifestaciones clínicas más frecuentes de la LV en humanos se 

caracterizan por episodios irregulares de fiebre que se prolongan en el tiempo, 

pérdida sustancial de peso, anemia, hepatomegalia y esplenomegalia, siendo 

también característicos la leucopenia, trombocitopenia e 

hipergammaglobulinemia. Estas manifestaciones pueden ser muy diversas en 

cuanto a la forma e intensidad. Esta variabilidad en la expresión de la 

enfermedad en humanos también se ha demostrado en canes infectados 

naturalmente y experimentalmente (Alvar y col., 2004; McMahon-Pratt y 

Alexander, 2004). Por esta razón, es importante disponer de técnicas 

diagnósticas para confirmar los casos sospechosos de LV o descartarlos y 

poder continuar con la búsqueda del diagnóstico. 

Según el Ministerio de Salud de la Nación los casos de LV pueden 

clasificarse de la siguiente manera (Ministerio de Salud de la Nación, 2010). 
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LV en Humanos: 

Paciente asintomático: paciente infectado que luego del período de 

incubación no desarrolla sintomatología y es posible diagnosticar por la 

presencia de serología positiva. 

Paciente oligosintomático o subclínico: paciente infectado que presenta 

característicamente un cuadro febril prolongado conjuntamente con síntomas 

inespecíficos como tos seca, adinamia, diarrea, leve engrosamiento del hígado 

o del bazo. 

El paciente sintomático es un paciente infectado que puede presentarse 

como: 

● Forma aguda: El paciente presenta un cuadro febril, alteraciones 

hematológicas, agrandamiento de hígado y del bazo. En el paciente 

presenta un buen estado general. 

● Forma clásica: la fiebre se torna persistente y ondulante. Hay hepato-

esplenomegalia masiva presentado una distensión importante del 

abdomen. Además se presentan adenopatías generalizadas, signos de 

sangrado (epistaxis, hemorragia gingival), anorexia, pérdida de peso, 

caquexia, debilidad progresiva, y signos de desnutrición calórico-proteica, 

edemas y ascitis. Hay alteraciones en la piel, que puede ser grisácea, 

oscura o pálida, reseca y escamosa. 

Se considera caso sospechoso de LV a toda persona que proviene de 

un área endémica o de otra donde esté ocurriendo un brote y presente alguno 

de los siguientes síntomas: síndrome febril prolongado (más de dos semanas), 

esplenomegalia, hepatomegalia, adenomegalia, edema, ascitis, anorexia, 

caquexia, anemia o pérdida de peso. 

Es caso confirmado todo paciente sospechoso que tenga un diagnóstico 

confirmatorio de LV por serología o por confirmación parasitológica en tejidos 

(Ministerio de Salud de la Nación, 2010). 

ll.12.2. Diagnóstico clínico de LC en humanos 

 El espectro clínico de la leishmaniasis cutánea es amplio y puede simular el 

de otras enfermedades cutáneas, como las infecciones estafilocócicas o 

estreptocócicas, las úlceras micobacterianas, la lepra, las infecciones fúngicas, 

el cáncer, la sarcoidosis o la úlcera tropical. Como la presentación clínica de la 
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leishmaniasis cutánea no es específica y el tratamiento es caro, complejo o 

tóxico, se requiere confirmación diagnóstica (OMS, 2010). 

ll.12.3. Diagnóstico clínico en canes  

Es caso sospechoso de LCan todo can proveniente de un área endémica 

con manifestaciones clínicas compatibles con la enfermedad (fiebre irregular, 

apatía, caquexia, descamaciones y úlceras en la piel, principalmente del 

hocico, orejas y extremidades; conjuntivitis, parestesia de extremidades 

posteriores, heces sanguinolentas y onicogrifosis). 

Se considera caso confirmado de LCan a todo can sospechoso que tenga 

un diagnóstico confirmatorio de LCan por laboratorio. El criterio de laboratorio 

es que el can que presente más de una prueba serológica positiva o examen 

parasitológico positivo (Ministerio de Salud de la Nación, 2010). 

ll.13. Técnicas de laboratorio 

Los métodos de diagnóstico se clasifican según cómo demuestran la 

presencia del parásito. Pueden ser métodos directos, si determina presencia 

del parásito o parte de él (ADN) en el material clínico, o indirectos si se 

demuestra exposiciones previas del sujeto con el parásito (por ejemplo 

anticuerpos) en la muestra. Pero los pacientes pueden poseer los anticuerpos y 

no estar cursando la enfermedad o bien, deberse a una infección anterior 

(Solano-Gallego, 2009). Todas ellas van a tener unos márgenes de sensibilidad 

y especificidad, reacciones cruzadas con otros agentes infecciosos, así como 

una distinta relación coste/complejidad en la realización, la elección de una u 

otra prueba (o combinación de ellas) va a depender del objetivo planteado 

(Schallig y col., 2004; Baneth y Aroch, 2008; Gomes y col., 2008). 

II.13.1 Métodos directos  

 Son los más fiables ya que evidencian el parásito por visualización 

directa (observación microscópica de frotis o cultivo) o mediante técnicas de 

biología molecular como la PCR. Es un método que goza de una alta 

especificidad, en cambio la sensibilidad está condicionada por factores como el 

tipo de muestra biológica elegida o la fase en la que se presente la 
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enfermedad, que va asociada a la carga parasitaria (Saridomichelakis y col., 

2005; Mateo, 2007; Manna y col., 2009). 

La técnica de referencia para el diagnóstico en LC es  la demostración 

de parásitos en material de biopsia, aspiración o raspado de las lesiones 

cutáneas, pero su sensibilidad es muy variable dependiendo de la especie 

involucrada y el estadío de la lesión. Por consiguiente deberían realizarse 

varias pruebas parasitológicas en cada paciente (OMS, 2010). 

La técnica de referencia para el diagnóstico de LV es la demostración de 

parásitos en material de punción esplénica, previo cultivo o no. Además de la 

punción esplénica, también es muy utilizada la muestra de PAMO, ambas son 

muestras obtenidas por métodos altamente invasivos (Boelaert y col., 2007). 

En la punción esplénica, que muestra clínica de elección para este tipo 

de estudio, existe una probabilidad del 1% de producir una hemorragia fatal y 

varios autores han reportado morbilidad y mortalidad iatrogénico (Boelaert y 

col., 2007). 

La observación de parásitos en muestras de paciente o en material de 

cultivo poseen una especificidad del 100%. Pero debido a la demora del cultivo 

(cuatro semanas), a la necesidad de personal con entrenamiento en la 

identificación de promastigotes al microscopio óptico y la baja sensibilidad de 

este método (42,3%), es necesario utilizar técnicas complementarias para el 

diagnóstico (Manna y col., 2004; Boelaert y col., 2007). 

Los métodos moleculares han contribuido a una nueva expansión de la 

epidemiología, facilitando la identificación especies de Leishmania. La PCR es 

un método que goza de una alta especificidad, en cambio la sensibilidad está 

condicionada por factores como el tipo de muestra biológica elegida o la fase 

en la que se presente la enfermedad, que va asociada a la carga parasitaria 

(Saridomichelakis y col., 2005; Mateo, 2007; Manna y col., 2009). Esta técnica 

permite determinar la presencia e identificación de parásitos en los casos 

activos, también sirve para monitorear la cura parasitológica después de un 

tratamiento (Cortés y col., 2004). 

Usando sangre periférica, la toma de muestras es más simple y menos 

invasiva, lo que facilita el diagnóstico y la aceptación por parte de los dueños. 

Pero la duración, constancia e intensidad de la parasitemia en los perros es 

todavía desconocida, pudiendo acontecer falsos negativos especialmente en 
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perros asintomáticos (Lachaud y col., 2002). Hay que destacar que un  

resultado PCR negativo en un perro clínicamente sospechoso, no es suficiente 

para descartar la infección (Baneth y Aroch, 2008). 

La aplicación conjunta de la biología molecular y la biología evolutiva 

pueden ser usadas para definir, identificar y rastrear cepas de patógenos y 

evaluar el impacto de su diversidad genética en diferentes aspectos, como ser 

epidemiológico, patogenicidad, resistencia a drogas y comportamiento 

inmunológico (Botilde y col., 2006; Tibayrenc y col., 2009; Ministerio de Salud 

de la Nación, 2010; Cortés y col., 2011). 

II.13.2. Técnicas indirectas 

En el diagnóstico de LC las técnicas serológicas son de uso limitado 

debido a su baja sensibilidad y especificidad variable. De manera general, 

debido a que los anticuerpos circulantes en LC tienen niveles muy bajos y la 

especificidad de los ensayos puede ser también variable, particularmente en 

áreas donde puedan ocurrir reacciones cruzadas con otros parásitos, como 

Trypanosoma cruzi (Reithinger y col., 2007). 

Además, no hay acuerdo sobre la mayor utilidad de uno u otro, y a 

veces las recomendaciones de los autores son contradictorias. También se 

comunica una eficacia diferente entre el Viejo y el Nuevo Mundo, debido a la 

variación en la sensibilidad y la aparición de reacciones cruzadas (Kar, 1995). 

La prueba cutánea de la leishmanina (reacción de Montenegro) puede 

ser útil en los estudios epidemiológicos, pero es de escaso valor en el 

diagnóstico de la leishmaniasis cutánea. Ni las pruebas serológicas ni la 

prueba cutánea de la leishmanina permiten distinguir las infecciones actuales 

de las pasadas (OMS, 2010). 

Las técnicas serológicas para LV presentan una sensibilidad y 

especificidad aceptable y, a diferencia de la microscopía, pueden realizarse en 

suero (Ministerio de Salud de la Nación, 2010). 

El Ministerio de Salud de la Nación recomienda también el uso de 

técnicas serológicas para el diagnóstico de la LV, tanto en canes como 

humano, y considera una prueba serológica positiva como criterio de infección 

y recomienda tratamiento. 
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El resultado de una prueba serológica es suficiente para la confirmación 

del caso según el Ministerio de Salud de la Nación. Sin embargo, el criterio de 

la OMS son dos pruebas positivas para confirmar la enfermedad, en caso de 

diferir el resultado se utiliza una tercer prueba que debe ser definida de 

antemano (Ministerio de Salud de la Nación, 2010; OMS, 2010). 

Entre las técnicas serológicas disponibles, las más utilizadas para el 

diagnóstico de leishmaniosis son Inmunofluorescencia indirecta (IFI), test 

inmunocromatográfico rápido basado en el antígeno recombinante K39 

(ICT) o enzimoinmunoensayo (ELISA) y la aglutinación directa (Ministerio 

de Salud de la Nación, 2010). 

Existe una correlación positiva clara entre la titulación de anticuerpos 

anti-Leishmania y la presencia de signos clínicos de la enfermedad, un elevado 

título de anticuerpos podría confirmar una LCan. (Solano-Gallego y col., 2001; 

Reis y col., 2006; Teixeira Neto y col., 2010). Así, un resultado claramente 

positivo por serología y un cuadro clínico compatible, puede ser suficiente para 

confirmar un caso, pero los resultado dudosos son más complicados de 

interpretar, especialmente porque la seroconversión en los perros puede ocurrir 

1 a 22 meses tras la infección (Moreno y Alvar, 2002). 

A pesar de lo mencionado anteriormente, todas las pruebas serológicas 

tienen las siguientes limitaciones: en primer lugar, los anticuerpos específicos 

permanecen detectables hasta varios años después de la cura clínica, por lo 

tanto, la recaída no puede ser diagnosticada por serología; en segundo lugar, 

una proporción significativa de personas sanas que viven en zonas endémicas, 

sin antecedentes de LV son positivos para anticuerpos contra leishmania 

debido a infecciones asintomáticas. Las pruebas basadas en anticuerpos 

siempre deben utilizarse en combinación con la definición de caso clínico 

estandarizado para LV (OMS, 2010). Además, los anticuerpos no permiten 

diferenciar entre una infección nueva y una reinfección, ni tampoco son un 

criterio de cura o éxito terapéutico (Ministerio de Salud de la Nación, 2010; 

Boelaert y col., 2007). 

Adicionalmente, las pruebas serológicas no son eficaces para el 

diagnóstico en inmunodeprimidos (porque no producen anticuerpos en 

cantidad) ni tampoco en una infección reciente, donde tampoco se encuentran 
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anticuerpos suficientes circulantes (Ministerio de Salud de la Nación, 2010; 

Boelaert y col., 2007). 

ll.14. Caracterización molecular de especies 

ll.14.1. PCR-RFLP 

La PCR-RFLP es una técnica que permite identificar especie de 

Leishmania. Esta técnica consiste en realizar una amplificación de una región 

altamente variable y luego realizar una digestión enzimática de estos productos 

y someterlos a separación por peso molecular en una electroforesis en gel de 

agarosa. Dependiendo de la diana genética que se elija, además se pueden 

obtener patrones o perfiles que identifican poblaciones (Aransay y col., 2000; 

Schonian y col., 2003). 

Se propone a la PCR-RFLP del ADNk como una herramienta más 

apropiada para la identificación genética debido a que los minicírculos 

mitocondriales presenta mayor variedad: Esto no solo se debe al gran 

repertorio de variación en las secuencias de los minicírculos de kDNA, sino 

también al hecho que el ADN de los minicírculos tienen un papel crucial en la 

función genética de la mitocondria; así, estas secuencias de ADN son más 

propensas a una rápida respuesta a diversas condiciones ambientales y 

situaciones de estrés, y la aptitud parásito que confiere ventajas selectivas 

diferentes podría depender de las clases de minicírculos que prevalecen las 

clases en las diferentes variantes genéticas de Leishmania (Peres y col. 2010). 

Por otro lado, hay autores que sugieren que la PCR-RFLP del ADNk no 

es apropiada como técnica de referencia. Ellos opinan que el polimorfismo 

observado podría deberse a la alta variabilidad de las secuencias de los 

minicírculos, presente en un número de 10.000 copias. De esta manera, esta 

heterogeneidad hace la interpretación de los patrones generados por PCR-

RFLP relativamente difícil. El alto número de fragmentos de restricción, algunos 

de ellos en muy baja cantidad (variantes raras de los minicírculos), implica el 

uso de equipamiento de alta resolución (por ejemplo  electroforesis capilar) y 

una operación estricta de los procedimientos estándar, lo cual impide 

comparaciones entre laboratorios. Otro punto débil de esta técnica es la propia 

naturaleza no genómica del ADN blanco. Como la segregación de los 
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minicírculos no es completamente conservada durante la división celular, esto 

hace que esté sometido a la deriva genética a corto término. Esto podría 

explicar la baja congruencia observada entre árboles filogenéticos de ADNk y 

árboles genómicos (Botilde y col., 2006). 

ll.14.2. Tipificación por microsatélites (MLMT) 

 En los últimos años se han utilizado cada vez más los microsatélites como 

marcadores moleculares para estudios taxonómicos de especie de Leishmania. 

Es una técnica rápida y confiable para la identificación de especie, muy 

utilizado para el estudio de la epidemiología y genética de poblaciones. Se 

utilizan alrededor de 15 marcadores que permiten diferenciar varias especies 

de Leishmania e incluso variantes dentro de estas especies. Estos marcadores 

poseen cebadores para amplificarlos por PCR y determinar el perfil de la 

muestra. Los cebadores utilizados en Leishmania se han difundido con el fin de 

lograr comparaciones entre estudio. La estructura de la población se infiere en 

base a modelos Bayesianos y análisis de la distancia genética (Kuhls y col., 

2011; Baleela y col., 2014; Kayter y col., 2014; Ghawar y col., 2014; Aluru y 

col., 2015). 

ll.14.3. Electroforesis de isoenzimas (MLEE) 

La técnica de referencia para estudios de especie de Leishmania es la 

técnica denominada MLEE. Esta técnica define “zimodemas” o poblaciones de 

parásitos con igual perfil enzimático (Lumsden, 1977; Alonso y col., 2010). 

 El fundamento de la técnica es detectar diferentes alelos de genes 

conservados, midiendo la movilidad electroforética de las enzimas codificadas 

por estos genes. La secuencia de aminoácidos es un marcador indirecto de la  

secuencia de nucleótidos. Así, un cambio en la secuencia de aminoácidos 

alteraría la movilidad electroforética de la proteína. Para el análisis, se 

considera que las proteínas con la misma movilidad electroforética están 

codificadas por el mismo alelo (Bañuls y col., 2007).  



42 
 

 

CAPÍTULO III: CUERPO DE DESARROLLO DEL TRABAJO DE 

INVESTIGACIÓN 

III.1. Propuesta metodológica o Metodología de investigación 

Se realizó un estudio de tipo descriptivo, y se correspondió con una 

serie de casos con análisis retrospectivos y prospectivos. 

Debido al número de muestras estudiadas, resultó conveniente realizar 

un estudio descriptivo, debido a que no encontramos descripciones anteriores 

en la Provincia de Misiones. A su vez, parte de las muestras incluidas fueron 

colectadas años anteriores, y se continuó con la recolección de muestras 

nuevas, por lo que el análisis realizado fue retrospectivo y prospectivo. 

III.2. Materiales y métodos 

IIl.2.1. Área de estudio 

El presente estudio en humanos se realizó a partir de individuos 

residentes en la provincia de Misiones. Según el censo de INDEC al año 2010, 

Misiones contaba con 1.101.593 habitantes, de los cuales el 49,68% eran 

hombres (INDEC, 2010). 

Los canes pertenecían a dos ciudades de la provincia: Posadas y Puerto 

Iguazú. En la ciudad de Posadas se reportaron  324.756 habitantes y 93.120 

viviendas en la ciudad según censo INDEC 2010. 

En estudios veterinarios se estiman en promedio un perro por vivienda. 

En la ciudad de Puerto Iguazú se reportaron 82.227 habitantes y  21.466 

viviendas en la ciudad según censo INDEC 2010. 

La provincia posee un clima típicamente subtropical; caluroso con 

abundantes lluvias y alta humedad relativa. Esta comprende una superficie de 

29.801 Km2, limitando al norte y al este con Brasil, y al oeste con Paraguay. En 

la Figura 4 se puede observar la ubicación de Misiones en la región. 
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Figura 4. Ubicación de la Provincia de Misiones en la región. 

lll.2.2. Canes 

lll.2.2.1. Poblaciones canina de estudio 

En el presente estudio se trabajó con dos grupos canes de dos regiones 

geográficas, Posadas y Puerto Iguazú. Los perros de Posadas fueron 

diagnosticados en el Instituto Municipal de Sanidad Animal (IMuSA) en el año 

2016 mediante signos clínicos y estudios serológicos, y los de Puerto Iguazú 

fueron seleccionados de un estudio realizado anteriormente (Acosta y col., 

2015). 

lll.2.2.2. Criterio de inclusión de canes 

Canes que residían en la Provincia de Misiones y fueron evaluados por 

médicos veterinarios entre el 2011 y 2015 y resultaron caso sospechoso de 

LCan. Canes de los cuales se logró amplificar mediante PCR ADN compatible 

con el género Leishmania. 

● Los canes incluidos pertenecientes a propietarios que residían en 

Misiones y que no habían salido de la provincia. 

● Sus respectivos dueños firmaron un consentimiento para el estudio. 

● Fueron sometidos a evaluación veterinaria y fue confeccionada una ficha 

epidemiológica. 

● A todos los canes se les extrajo una muestra de sangre y una de ganglio 

poplíteo. 
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● Resultaron positivos en al menos uno de los siguientes estudios: a) Test 

inmunocromatográfico rk39, b) Test de Inmunofluorescencia Indirecta, c) 

PCR. 

lll.2.2.3. Encuesta epidemiológica canes 

Los datos epidemiológicos registrados en las fichas de los canes 

estudiados fueron: la fecha de toma de la muestra, el nombre del propietario, 

su DNI y domicilio, número de teléfono, el nombre del perro, la raza, la edad, el 

lugar donde el perro habitaba en la casa, la presencia de más perros en la 

vivienda, clínica compatible y los siguientes signos clínicos: adenopatías, 

esplenomegalia, hepatomegalia, onicogrifosis, alopecia, apatía, descamaciones 

epiteliales, ulceraciones, pérdida de peso, signos oculares y demodexia. Estos 

datos fueron ordenados en una base de datos para facilitar su lectura y 

análisis. En el Anexo I se encuentra un modelo de la ficha clínica utilizada para 

recoger los datos de los perros. 

lll.2.2.4. Muestras clínicas de canes 

Las muestras de los canes fueron extraídas por médicos veterinarios, así 

como los datos epidemiológicos y clínicos de cada perro, los datos de contacto 

del propietario y el consentimiento informado. Las muestras consistieron en: 

a) aspirado de ganglio poplíteo colocado en un tubo de plástico con 

etanol absoluto. 

b) un mililitro de sangre periférica en tubos de plástico, los tubos fueron 

centrifugados a 6.000 revoluciones por minuto por 5 minutos para separar el 

suero y este fue conservado a 4ºC hasta su posterior utilización. 

Los tubos, tanto los de suero como los de aspirado de ganglio poplíteo, 

fueron rotulados según el código con que se denominó al perro dentro del 

laboratorio y fueron conservados a 4°C hasta ser enviados en el Laboratorio de 

Parasitología de la Facultad de Ciencias Exactas, Químicas y Naturales. 

lll.2.2.5. Consideraciones éticas con canes 

El consentimiento informado utilizado durante la toma de muestra de 

canes en los proyectos anteriores se encuentra en Anexo ll. Las muestras 

provenientes del IMuSA poseen un consentimiento informado que se conserva 
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en dicho establecimiento. En el Anexo lII se encuentra el modelo de 

consentimiento utilizado en el IMuSA. 

lll.2.3. Humanos 

lll.2.3.1. Población de pacientes estudiados 

Pacientes que residían en la Provincia de Misiones y que concurrieron a 

consulta clínica entre el 2010 y 2015 y resultaron caso sospechoso de 

leishmaniosis. Pacientes de los que logró amplificar por PCR ADN compatible 

con el género Leishmania. 

lll.2.3.2. Criterios de inclusión humanos 

● Residentes de la provincia de Misiones que resulten caso sospechoso de 

leishmaniosis. 

● Pacientes a los que se le extrajo muestras clínicas de sangre entera y PAMO 

o biopsia. 

● Pacientes que presentaron autorización de uso del material clínico para 

estudios de caracterización molecular del agente etiológico. 

● Sujetos con al menos un resultado positivo en alguna de las siguientes 

técnicas: inmunocromatografía, examen parasitológico directo y/o PCR. 

● Pacientes que poseían una ficha clínico-epidemiológica cumplimentada por 

el profesional médico tratante. 

lll.2.3.3. Encuestas epidemiológicas humanos 

Los médicos cumplimentaron las fichas clínico-epidemiológicas en las 

que asentaron los datos epidemiológicos y clínicos del paciente. Los datos 

epidemiológicos recogidos fueron los siguientes: Nombre y apellido del 

paciente, DNI, fecha de toma de la muestra, fecha de nacimiento del paciente, 

sexo, localidad en la cual reside. Los siguientes síntomas y signos clínicos 

recogidos fueron los que siguen: fiebre, pérdida de peso, hepatomegalia, 

esplenomegalia, palidez, ictericia, edema, ascitis, nódulos linfáticos. En el 

Anexo lV se encuentra un modelo de la ficha clínica utilizada para recoger los 

datos epidemiológicos de los pacientes. 
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lll.2.3.4. Muestras clínicas de humanos 

Las muestras de sangre fueron tomadas por el personal de salud de la 

institución a la cual acudió el paciente. Estas consistieron en tres mililitros de 

sangre periférica en tubos de plástico. Los tubos con sangre fueron 

centrifugados por 5 minutos a 6.000 rpm para recuperar el suero. 

El médico tratante fue quién recolectó las muestras de PAMO en el caso 

de sospecha de LV o biopsia de úlceras en el caso de sospecha de LC. Para 

tomar la muestra de biopsia, se seleccionaron úlceras que presentaban bordes 

activos, y se realizó un pequeña incisión con bisturí estéril. La biopsia fue 

colocada en un tubo con etanol absoluto. Para la recolección de la muestra de 

PAMO, se tomó 1,5 ml de muestra en una jeringa con EDTA. Los recipientes 

con las muestras fueron enviada al Laboratorio de Parasitología. 

Los tubos con ADN extraído fueron almacenados en congelador a -20ºC 

hasta que fue realizada la amplificación. 

Todos los tubos fueron rotulados según un código que se otorgó al 

paciente al llegar su material al Laboratorio de Parasitología, siendo 

desvinculados de los datos nominales. 

lll.2.3.5. Consideraciones éticas con humanos 

El consentimiento informado de los pacientes avaló la realización de 

técnicas diagnósticas para la identificación de especie de Leishmania. El 

laboratorio recibió los datos de la clínica del paciente, así como estudios 

anteriores, tanto para leishmaniosis como otras patologías y datos de 

importancia epidemiológica. El laboratorio no recibió datos que identifiquen al 

paciente (nombre, DNI, dirección, teléfono, etc.). El modelo del consentimiento 

informado utilizado en el Hospital Escuela de Agudos “Ramón Madariaga” para 

estudios de LV se encuentra en el Anexo V. 

lll.2.4. Diagnóstico de laboratorio 

En canes y humanos fueron utilizadas distintas técnicas para el 

diagnóstico. Las distintas técnicas fueron realizadas en doble ciego. 
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lll.2.4.1. Métodos serológicos 

En las muestras de suero de humanos se realizó una ICT (metodología 

en Anexo Vl) “Kalazar DetectTM Rapid test” de InBIOS International, Seattle, 

WA para humanos. 

Mientras que con suero de los canes se realizó IFI (metodología en 

Anexo Vll) e ICT. Se utilizaron tiras reactivas “Kalazar DetectTM Rapid test”, 

InBIOS International, Seattle, WA para perros. 

lll.2.4.2. Observación microscópica 

 El diagnóstico parasitológico a través de la observación microscópica solo se 

realizó con las muestras humanas. En las muestras caninas no se realizaron 

observaciones al microscopio óptico. 

 Se realizaron extendidos de las muestras clínicas humanas coloreadas con 

Giemsa para visualización al microscopio óptico a 100x. 

Los extendidos se realizaron en el Laboratorio de Parasitología de la 

siguiente manera: Del tubo con el material se tomó una gota con una pipeta 

Pasteur y se depositó sobre un portaobjetos limpio y desengrasado. Se colocó 

otro portaobjeto a 45° y se deslizó suavemente para realizar el extendido. Se 

dejó secar 15 minutos y se fijó la muestra con metanol absoluto diez minutos. 

Luego se cubrió con Giemsa por veinte minutos y tras un lavado, se dejó secar 

y se montó al microscopio.  

En caso de visualización de amastigotes se consideró  muestra positiva. 

lll.2.4.3. Métodos moleculares 

Las muestras de ganglio poplíteo de los canes fueron rehidratadas y a 

continuación sometidas a extracción de ADN mediante el método de 

Fenol/Cloroformo. Las muestras clínicas de humanos fueron extraídas por 

columna de extracción (Nucleic acid and protein purification de NucleoSpinⓇ 

Tissue), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Las muestras de ADN de humanos y canes fueron procesadas por el 

mismo método: se realizó una amplificación por PCR de la región ITS-1 para 

identificar género Leishmania y a continuación se realizó una digestión 

enzimática con la enzima HaeIII para determinar la especie. 
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lll.2.4.3.1. Rehidratación de las muestras en etanol 

Previa extracción de ADN la muestra fue rehidratada de la siguiente 

manera: 

1. Se centrifugó el aspirado de ganglio con etanol a 6000 rpm por 10 min. 

2. Se eliminó el etanol con pipeta. 

3. Se resuspendió el sedimento en 1ml de PBS 1x. 

4. Se centrifugó a 6000 rpm por 10 min. 

5. Se eliminó el PBS 1x con pipeta. 

6. Se repitió el lavado con PBS una vez. 

7. Se resuspendió el sedimento en 400 μl de solución tampón NET10 (Cloruro 

de sodio 1 M, EDTA 0,5 M, Tris-ácido clorídrico 1 M). 

lll.2.4.3.2. Extracción de ADN de muestras de canes 

La extracción de ADN en muestras biológicas de perros se realizó 

utilizando el método con fenol-cloroformo y precipitación con etanol siguiendo 

las indicaciones de “Maizels” con ligeras modificaciones (Maizels y col., 1991). 

1. En un tubo se colocó 200 μl de aspirado de ganglio. 

2. Se añadió 400 μl de NET10 + 40 μl de SDS 10% + 4 μl de Proteinasa K (20 

mg/ml). 

3. Se incubó a 56ºC toda la noche en agitación. 

4. Se añadió 500 μl de fenol/cloroformo/isoamilalcohol (25/24/1). Se mezcló por 

inversión diez veces. 

5. Se centrifugó a 13000 rpm por 6 min. 

6. Se recuperó la fase acuosa (limpia) sobre un tubo nuevo con 500 μl de 

fenol/cloroformo/isoamilalcohol (tubo A). Se mezcló 10 veces por inversión. 

7. Al tubo de la fase sucia (tubo B) se agregó 400 μl de 

fenol/cloroformo/isoamilalcohol + 100 μl de NET10 + 20 μl de SDS 10%. Se 

mezcló 10 veces por inversión. 

8. Se centrifugó el tubo B a 13000 rpm por 6 min. 

9. Se recuperó la fase acuosa (limpia) del tubo A. Luego se mezcló 10 veces 

por inversión. 

10. Se centrifugó a 13000 rpm  por 6 min. 

11. Se recuperó la fase acuosa en un tubo con 700 μl de etanol absoluto + 30 μl 

de Acetato de Sodio 3M. Luego se mezcló 10 veces por inversión. 
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12. Se guardó 20 min a -80/-70ºC o toda la noche a -20ºC. 

13. Se centrifugó a 13000 rpm por 6 min. 

14. Se descartó el sobrenadante y se añadió 1ml de etanol 70%. Se mezcló 10 

veces por inversión. 

15. Se centrifugó a 13000 rpm por 6 min. 

16. Se descartó el sobrenadante 

17. Se secó en baño termostático a 56ºC por 20 min. 

18. Se resuspendió en 100 μl de agua estéril. 

lll.2.4.3.3. PCR ITS-1 

Se realizó una amplificación del blanco ITS-1 utilizando el protocolo 

desarrollado por Schonian, con ligeras modificaciones (Schonian y col., 2003). 

La PCR se realizó en un volumen final de 50 µl con 10 µl de ADN. Se utilizó 

una ADN polimerasa taq recombinante de Pegasus. Los cebadores utilizados 

fueron: 

LITSR: 5´- CTG GAT CAT TTT CCG ATG -3´ 

L5.8S: 5´- TGA TAC CAC TTA TCG CAC TT -3´ 

Las concentraciones finales de la reacción de PCR fueron las siguientes: 

Magnesio 25 mM, dNTP 10, cebadores 10 µM, 0,14 U/µl de ADN polimerasa y 

5 µl de ADN. 

Se utilizó un termociclador MμltiGene TM Mini de Labnet International Inc. 

Las condiciones del ciclador fueron: 5' 94°C, 35 x (30” 94°C, 30” 53°C, 30” 

72°C), 5' 72°C, 4°C. 

Para la electroforesis, se corrieron 10 µl del producto de amplificación en 

50 ml de tampón TBE 1x con gel de agarosa 2% teñido con 10 µl bromuro de 

etidio. La electroforesis se realizó por 60 minutos a 140 voltios. El producto 

esperado se encontraba entre los 300 - 350 pb. 

lll.2.4.3.4. Digestión enzimática (PCR-RFLP) 

La PCR-RFLP de ITS-1 se realizó con la enzima HaeIII (5000 U a 1 U/μl, 

de laboratorios In bios). Se preparó una prueba con 1 µl de enzima y otra con 

1,5 µl de enzima. Ambos ensayos se realizaron a volumen de reacción de 20 µl 

con 17 µl de ADN. Estos ensayos se prepararon por duplicado. 
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Fueron ensayados varios tiempos de incubación: 3, 6, 8 y 16 horas a 

37ºC en un baño termostático. Luego, los productos se visualizaron mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 3%, teñido con bromuro de etidio. La corrida 

se realizó por 2 horas y 10 minutos a 80 voltios y 30 minutos a 100 voltios. El 

gel fue fotografiado por una cámara de celular de 5 megapíxeles y un filtro 

fotográfico naranja. Los patrones obtenidos de la digestión fueron comparados 

con patrones de referencia. 

 

lll.2.5. Procesamiento y análisis de datos 

Los datos colectados fueron volcados hojas de cálculo de Google y los 

gráficos fueron construidos con el mismo programa. 

III.3. Resultados y discusión 

lll.3.1. Canes 

lll.3.1.1 Datos clínico epidemiológicos de los canes 

  Se incluyeron 18 perros con LCan en el estudio pertenecientes a las 

ciudades de Posadas (5) y Puerto Iguazú (13), de los cuales el 50% (9/18) eran 

machos. Esto es similar a lo encontrado en otro estudio realizado en la ciudad 

de Posadas, donde el 54% de los canes estudiados eran machos. Sin 

embargo, otros autores han encontrado un mayor número de machos en sus 

estudios (Cruz y col., 2010; Acosta, 2013; Barroso y col., 2015). 

De los perros estudiados, el 78% (14/18) eran mestizos. Esto se 

corresponde con lo observado en otros estudios; en 2013 en Bompland 

(Misiones), donde se encontró que el 92% de los perros incluidos en ese 

estudio eran mestizos, en el 2009 en la ciudad de Posadas se encontró que el 

73% de los perros infectados eran mestizos. Sin embargo, en otro estudio 

realizado en la ciudad de Posadas en el 2015, donde solo el 16% eran 

mestizos. Estas diferencias pueden deberse a que en los dos primeros 

estudios se realizaron un muestreo aleatorio, mientras que el segundo se 

realizó con perros que concurrieron a consulta veterinaria  (Acosta, 2013; 

Gutiérrez, 2013; Barroso y col., 2015). 
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Se encontró que más del 50% (9/18) de los perros infectados tenían 

entre uno y cuatro años de edad, siendo esta franja etaria la más afectada, 

resultados similares se observaron en un estudio de prevalencia de LCan en 

Posadas realizado en el año 2010 donde se reportó un 68% de infectados en el 

mismo grupo etario. Esto podría deberse al estado del desarrollo inmune 

incompleto en esta franja etaria canina, mientras que los perros menores de un 

año tienen un menor tiempo de exposición, y por tanto menor probabilidad de 

contagio (Acosta, 2013). 

En la Figura 5 se observan los signos estudiados en el grupo de canes y 

sus frecuencias. En los perros estudiados, el 67% (12/18) resultaron 

sintomáticos, y los signos clínicos más frecuentes fueron las adenopatías 

(61%), pérdida de peso (39%) y onicogrifosis (33%). Lo cual resulta en 

diferentes porcentajes a lo observado en un estudio de perros sintomáticos 

(N=76) con LCan realizado en Posadas, donde el 89,5% presentaron 

adenopatías, 50% pérdida de peso y se observó onicogrifosis en el 6,8%. 

Posiblemente esto pudo estar influenciado por el método de selección de los 

perros incluidos en cada estudio, ya que el estudio realizado en Posadas utilizó 

un muestreo aleatorio simple y el estudio de Puerto Iguazú, un muestreo 

estratificado (Acosta, 2013). Según una revisión sobre leishmaniasis realizada 

por Baneth, onicogrifosis es un síntoma encontrado en el 20 - 31% de los 

perros infectados y los nódulos linfáticos en el 62 - 90%, datos acordes con lo 

encontrado en el presente estudio (Baneth y Aroch, 2008). 

En general podría afirmarse que los cuadros clínicos de los perros 

estudiados, en coincidencia con lo señalado por OMS, en base a numerosos 

informes de expertos, la mayoría de los perros sintomáticos y con sospecha de 

LV resultan inespecíficos en sus manifestaciones clínicas (OMS, 2010). 
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Figura 5. Signos clínicos observados en perros y sus frecuencias en porcentaje. 

En este estudio, aunque la muestra es pequeña, se observó que varios 

perros infectados (40%) no presentaron ningún signo clínico (perros 

asintomáticos), esto ya fue señalado en numerosos estudios previos por otros 

autores (OMS, 2002; Manna y col., 2004). 

El diagnóstico basados en técnicas serológicas y en signos clínicos de 

los canes no detecta los perros seronegativos con infección subclínica (Mateo, 

2007). Tanto en Bahía (Brasil) como en Creta (Grecia) se ha observado que la 

eliminación de los perros seropositivos no reduce la incidencia de la 

leishmaniosis, y actualmente siguen sufriendo un incremento constante 

(Moreira y col., 2004; Antoniou y col., 2009). 

lll.3.1.2. Resultados de laboratorio en canes 

Los patrones obtenidos por PCR-RFLP fueron comparados con patrones 

de referencias encontrados en la literatura. En la Figura 6 se observa un gel de 

agarosa con el patrón de bandas obtenido de la digestión de la región ITS-1 

con la enzima HaeIII. 

En la Tabla 1 se observan los resultados de laboratorio por can 

estudiado. En la Tabla puede observarse que los resultados de secuenciación 

y de PCR-RFLP coinciden en un 100%. 
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Figura 6. Patrón de bandas resultado de la digestión enzimática.  

M: marcador de peso molecular. Las flechas marcan las bandas de 500 y 100 pb; 1: control positivo; 2: 

control negativo; 3 a 7 muestras positivas; 8: control negativo de la digestión; 9: control positivo. Los 

productos obtenidos resultaron tres   bandas, como se esperaba para L. infantum, la primera de 

aproximadamente 125 pb y las otras dos de aproximadamente 70 pb. 

En la Figura 7 se observan los patrones de referencias de algunas 

especies de Leishmania obtenidos por digestión de la región ITS-1 con la 

enzima HaeIII (Schonian y col., 2003). 

En la Figura 8 se muestra la distribución porcentual los resultados de las 

pruebas de laboratorio utilizadas en canes. 

 

Figura 7. Patrones de bandas utilizados como referencia pertenecientes a 

varias especies. Tomado de Schönian y col. 2003. 
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Tabla 1. Resultados de las pruebas de laboratorio por can estudiado. 

Código Clínica rk39 IFI PCR- 
anidada 

PCR-RFLP Secuenciación 

1 As NEG NEG P L. infantum L. infantum 

2 SC P P P L. infantum L. infantum 

3 SC NEG NEG P L. infantum L. infantum 

4 As P P P L. infantum L. infantum 

5 SC P P P L. infantum L. infantum 

6 SC P P P L. infantum L. infantum 

7 As P P P L. infantum L. infantum 

8 SC P P P L. infantum L. infantum 

9 As NEG P P L. infantum L. infantum 

10 As P P P L. infantum L. infantum 

11 As P P P L. infantum L. infantum 

12 SC P P P L. infantum L. infantum 

13 SC P P P L. infantum L. infantum 

14 SC P P P L. infantum L. infantum 

15 SC P P P L. infantum L. infantum 

16 SC P P P L. infantum L. infantum 

17 SC P P P L. infantum L. infantum 

18 SC NEG NEG P L. infantum L. infantum 

As: asintomático; AC: síntomas compatibles; P: positivo; NEG: negativo. 
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Fue identificado L. infantum como agente etiológico de la LCan en 18 de 

los perros estudiados mediante la técnica PCR-RFLP y confirmado por 

secuenciación. Este es el primer reporte de la presencia de L. infantum en 

perros de la ciudad de Puerto Iguazú. 

La caracterización molecular de género por PCR es de alta sensibilidad 

para todas las especies de Leishmania, y siendo el departamento Puerto 

Iguazú, un área históricamente endémica para leishmaniasis cutánea (asociada 

a la circulación de L. braziliensis), es esperable que además de esta circulen 

otras especies del género Leishmania. 

La PCR-anidada mostró una alta sensibilidad y especificidad, resultando 

la técnica con mayor sensibilidad utilizada en este estudio, coherente con lo 

reportado en la literatura (Fisa y col., 2002; Manna y col., 2004; Cruz y col., 

2013; Barroso y col., 2015). 

 

Figura 8. Distribución porcentual de los positivos de las técnicas de laboratorio utilizadas en perros. 

La PCR-RFLP resultó una técnica de identificación sencilla y rápida, si 

se compara con la demostración directa del parásito a partir de cultivo, citando 

la bibliografía: “...el cultivo in vitro es una técnica ligeramente más sensible que 

la examinación microscópica de extendidos de biopsia o muestras histológicas, 

pero son muy laboriosas, costosas y susceptibles de contaminación 

microbiológica” (Manna, 2004). 

La IFI registró un positivo más que la ICT. La sensibilidad de las ICT 

(78%) resultó muy similar a lo observado en otros estudios, donde se 
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sensibilidad de la ICT estuvo entre el 80-90% (Antinori y col., 2007; Fraga y 

col., 2010; Assis, 2011). 

Los resultados de las pruebas serológicas en canes mostraron una 

buena concordancia, debido a que se obtuvo el mismo resultado en 17 de 18 

individuos (94,4% de concordancia). 

La LCan asociada a L. infantum se encuentra fuertemente instalada en 

la Provincia de Misiones incluyendo a Puerto Iguazú (donde se reportó el 

primer caso en el 2015) aunque las prevalencias obtenidas difieren 

significativamente y de modo superior en localidades donde se registraron 

casos humanos. Un estudio realizado en perros de la ciudad de Posadas, 

Departamento Capital, en el año 2010 reportó una prevalencia de 22,3% 

(Acosta, 2013) y uno más reciente realizado en Bonpland, Departamento 

Candelaria, en el que se reportó una prevalencia del 22% (Gutiérrez y col., 

2013). En el 2014 se realizó un estudio de seroprevalencia en Concepción de 

la Sierra, departamento Concepción, encontrándose que el 14,4% de los canes 

estudiados estaban infectados (Parafiniuk y col., 2015). La diferencia entre las 

prevalencias es soporte para la teoría de una reciente introducción de L. 

infantum en la ciudad de Puerto Iguazú. 

lll.3.2. Humanos 

lll.3.2.1. Datos clínico epidemiológicos de los humanos 

Se incluyeron en el estudio 28 pacientes pertenecientes a la provincia de 

Misiones.  

- Población con LV 2010-2016: 61 (según el Informe Epidemiológico 

Semanal del Ministerio de Salud de la provincia de Misiones, semana 20 de 

2016). 

- Muestra de pacientes con LV en estudio: 24 (representando un 39,34% 

del total de casos ocurridos en el período en Misiones). 

De los pacientes estudiados, predominaron en el estudio individuos del 

sexo masculino, siendo estos el 78,5% (22/28) de los casos, en contraste con 

lo encontrado en la literatura, donde no se ha descrito una predilección por el 

sexo. Siendo pequeño el tamaño de la muestra, esto podría no estar reflejando 
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la situación real de la enfermedad en el área de estudio (Cortés, 2006, Diniz, 

2008). 

Sin embargo el reporte de la OMS para el 2010, reconoce que en 

muchos centros de salud existe diferencia entre la proporción de hombres y 

mujeres infectados, pero que probablemente se deba a diferencias en el 

acceso al sistema de salud. Además puntualiza que en el pasado, las 

leishmaniosis en las américas han sido históricamente enfermedades 

ocupacionales. Aunque las predisposiciones ocupacionales siguen teniendo 

importancia, la presencia del vector en el ambiente peridoméstico ha llevado a 

un rápido aumento en el número de casos de personas que no tienen esta 

predisposición (OMS, 2010). 

El grupo etario más afectado incluía a los pacientes menores de seis 

años (21,5%; 6/28), lo que coincide con lo reportado por la OMS en base datos 

oficiales de otros países endémicos y con las publicaciones de la dirección de 

epidemiología de la Nación, donde expresan que el 90% de los casos ocurre 

en niños menores de 10 años. Aunque en nuestro estudio, no encontramos 

casos de niños entre 6 y 10 años (Ministerio de Salud de la Nación, 2010; 

OMS, 2015). 

La Figura 9 expresa la distribución porcentual de pacientes por localidad 

de residencia en la provincia de Misiones. De los 28 pacientes estudiados, la 

mayor parte de estos pertenece a Posadas (32%; 9/28), seguido de Oberá y 

San Ignacio con el 21,5% (6/28). 

 

Figura 9. Distribución porcentual de los pacientes y sus localidades. 
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La Figura 10 muestra la distribución porcentual de los signos y síntomas. 

El síntoma más frecuente entre los 28 pacientes estudiados, fue el síndrome 

febril prolongado (21/28) con el 75%, seguido de esplenomegalia, con el 60,7% 

(17/28) de los pacientes. El 50% (14/28) presentó hepatomegalia, el 39% 

(11/28) pérdida de peso, Palidez el 28,5% (8/28), el 14% (4/28) presentó 

úlceras, el 7% (2/28) presentaba nódulos linfáticos, 7% (2/28) ictericia y el 3,5% 

(1/28) presentaba edemas. Ninguno de los pacientes presentó ascitis. 

 

Figura 10. Signos y síntomas observados en los pacientes estudiados. 

Solo un paciente incluido resultó asintomático y ninguno presentó todos 

los síntomas; dos pacientes presentaron seis síntomas en simultáneo. 

El paciente asintomático es un caso notificado como LV congénita, un 

neonato cuya madre fue diagnosticada con LV durante el embarazo. El 

neonato de nuestro estudio resultó positivo a las pruebas serológicas y a la 

evaluación de frotis en la PAMO, aunque los resultados de la PCR, PCR-RFLP 

y secuenciación fueron negativos. Los resultados serológicos positivos en 

estos neonatos podrían resultar del pasaje transplacentario de anticuerpos 

maternos. La negatividad de los resultados moleculares y la ausencia de 

síntomas plantean la posibilidad de que este no fuera realmente un caso de LV 

congénita (Meinecke y col., 1999; Figueiró-Filho y col., 2004; Machado y col., 

2013). 

Existen evidencias de trasmisión vertical de LV aunque resulta un hecho 

poco frecuente. La OMS reconoce la transmisión congénita como una forma de 
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transmisión poco frecuente (OMS, 2010). Varios autores concuerdan en la baja 

sensibilidad de la evaluación de frotis en la PAMO y la necesidad de recurrir a 

pruebas moleculares para confirmar la infección (Meinecke y col., 1999; 

Figueiró-Filho y col., 2004; OMS, 2010; Machado y col., 2013). 

lll.3.2.2. Resultados de laboratorio de humanos 

La Figura 11 resume los resultados obtenidos por las distintas pruebas 

de laboratorio. De los 28 pacientes estudiados, el 82% resultó positivos por 

PCR (23/28), 57% positivo mediante frotis (16/28) y 78,5% por ICT (22/28). 

La especie L. infantum fue identificada como agente etiológico de la LV 

en 19 pacientes estudiados mediante la técnica PCR-RFLP y confirmado por 

secuenciación. Este es el primer estudio que vincula a L. infantum como el 

agente etiológico de esta enfermedad en pacientes humanos de la Provincia de 

Misiones. 

 

Figura 11. Distribución porcentual de los positivos de las técnicas de laboratorio utilizadas en el estudio. 

  Los resultados obtenidos por ICT coincidieron con los resultados de 

PCR en el 60,7% de los casos, mientras que los resultados de Frotis 

coincidieron en un 53,5% tanto con ICT como con PCR. En la Tabla 2 se 

presentan los datos por paciente. En esta tabla puede observarse como los 

casos de LC resultaron negativos en su totalidad a la técnica de ICT y frotis, 

mientras que la PCR resultó positivo en los cuatro casos. 

En coincidencia con lo observado por diversos autores el rango de 

sensibilidad observado en la muestra estudiada de pacientes humanos con 
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confirmación clínica de LV de Misiones se asemeja a los resultados obtenidos 

en técnicas moleculares por otros autores para esta patología (85 - 95%) (Cruz 

y col., 2006b; Antinori y col., 2007; Roelfsema y col., 2010; Fraga y col., 2010; 

Cruz y col., 2013; Barroso y col., 2015; Marco y col., 2015). 

La técnica ICT es considerada junto a los síntomas clínicos una prueba 

de referencia para confirmar los casos humanos de pacientes con LV en 

Argentina. Esta técnica resultó con un alto porcentaje de positivos (78,5%). 

Al considerar los 24 pacientes con cuadro clínico de LV, el ICT resultó 

positivos en el 91,67%. Esto resultó coherente en los casos en que el agente 

etiológico fue L. braziliensis, donde la muestra resultó negativa para ICT. 

En los casos en que el agente etiológico de la LC es L. infantum la ICT 

pudo resultar negativo debido a que el sistema inmune del hospedador 

respondió del mismo modo que lo hace con L. braziliensis. 

El porcentaje de frotis positivos en las muestras clínicas resultó (57%) 

inferior que la ICT, aunque diversos autores señalan una sensibilidad mayor 

para esta prueba de entre el 80-90% (Antinori y col., 2007; Fraga y col., 2010; 

Assis, 2011; Mohammadiha y col., 2013). 

  En los estudios de PCR se observaron resultados positivos (79%) 

utilizando 5 µl de ADN purificado de la muestra clínica. Durante los ensayos de 

optimización de la técnica se observó que menores cantidades de muestra no 

presentaba resultados tan nítidos como al utilizar 5 µl de ADN. Al repetir el 

procedimiento con 10 µl de muestra tampoco se lograron mejores resultados. 

  Es de destacar que estos resultados en un número de pacientes no 

representativo muestran una tendencia que concuerda con lo reportado por 

diversos investigadores, quienes señalan que en pacientes con LV las técnicas 

moleculares poseen mayor sensibilidad que otras pruebas parasitológicas, 

como por ejemplo la técnica de tinción de frotis a partir de PAMO o el cultivo 

(Cruz y col., 2006b; Antinori y col., 2007). 

  Se incluyeron en el estudio 4 individuos con clínica compatible con LC. 

Estos individuos presentaban lesiones ulcerosas en cara y brazos. De estos 

individuos, en dos se identificó como agente etiológico a L. braziliensis, y en 

dos el agente etiológico identificado fue L. infantum. Esto resalta la importancia 

de la identificación de especie en los individuos infectados, debido a que afecta 

a la interpretación epidemiológica de estas patologías y la posibilidad de las 
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consecuencias de sus evoluciones tórpidas un tiempo después de la curación 

de la lesión cutánea inicial al hecho. 

Tabla 2. Resultados de las técnicas de laboratorio en cada paciente. 

Paciente Diagnóstico ICT FROTIS 
PCR- 

anidada 
PCR - RFLP Secuenciación 

1 LV P NEG P L.infantum L.infantum 

2 LV P P P L.infantum L.infantum 

3 LV P P NEG   

4 LV P P P L.infantum L.infantum 

5 LV P NEG NEG - - 

6 LV P NEG NEG - - 

7 LV P NEG P L.infantum L.infantum 

8 LV P P P L.infantum L.infantum 

9 LV P P P L.infantum L.infantum 

10 LV P P P L.infantum L.infantum 

11 LV P P P L.infantum L.infantum 

12 LV P P NEG - - 

13 LV NEG NEG P L.infantum L.infantum 

14 LV P P P L.infantum L.infantum 

15 LV P NEG P L.infantum L.infantum 

16 LV P NEG P L.infantum L.infantum 

17 LV P P NEG - - 

18 LV P P P L.infantum L.infantum 

19 LV P P P L.infantum L.infantum 

20 LV P P P L.infantum L.infantum 

21 LV P P P L.infantum L.infantum 

22 LV P P P L.infantum L.infantum 

23 LV NEG P P L.infantum L.infantum 

24 LV P NEG P L.infantum L.infantum 

25 LC NEG NEG P L.infantum L.infantum 

26 LC NEG NEG P L.infantum L.infantum 

27 LC NEG NEG P L. braziliensis L. braziliensis 

28 LC NEG NEG P L. braziliensis L. braziliensis 
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Según la OMS, los casos de LC por L. infantum suelen ocurrir en 

América central, así como también en áreas endémicas para LV. Entre los más 

afectados se cuentan los niños jóvenes y jóvenes adultos, mientras que LV 

ataca principalmente a niños menores de 5 años (OMS, 2010). 

En España se informó de un brote de leishmaniosis humana donde se 

observaron casos de LV y LC que afectó a todos los grupos etarios en 

municipios del suroeste de la Comunidad de Madrid. El brote fue causado por 

la especie L. infantum (Rodríguez y col., 2012; Chicharro y col., 2013). 

Aún más recientemente, un estudio realizado en Yemen detectó ADN de 

L. infantum mediante RCP-RFLP en un 3,5% de muestras clínicas de pacientes 

de LC (Khatri y col., 2016). Resultados similares se encontraron en Colombia 

(Ramírez y col., 2016). 

Se reportó durante el 2016 un caso en Senegal de coinfección VIH y L. 

infantum. Un niño de 5 años presentó un cuadro de LC: lesiones ulcerosas del 

cuero cabelludo y el antebrazo izquierdo, junto con axilar y adenopatías 

cervicales presentes durante dos meses. Se identificó L. infantum mediante 

PCR de muestras de piel, los ganglios linfáticos y la médula ósea (Diatta y col., 

2016). 

Ese mismo año se reportó otro caso de LC multifocal producida por L. 

infantum en un niño inmunocompetente de diez meses. Este presentaba 

nódulos ulcerados en rostro y extremidades superiores (Taquin y col., 2016). 

En ambos casos en infantes el cuadro clínico resultó diferente al típico de LC y 

no concuerda con el cuadro observado en los pacientes incluidos en este 

estudio. 

lll.3.3. Discusión final 

El movimiento migratorio en puntos como Posadas o Puerto Iguazú 

podría haber favorecido la ocurrencia de LV en la provincia ya que en los 

países vecinos, Paraguay y Brasil, la LV se ha establecido; además la 

presencia del vector aumenta la posibilidad de trasmisión de esta enfermedad 

en humanos (Peres y col., 2010; Gómez, 2013). 

La urbanización del vector, la existencia de reservorios susceptibles 

(perros) y la ocurrencia de la enfermedad en Paraguay y Brasil permiten 
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estimar la permanencia y continuidad de esta enfermedad emergente en la 

región (Cruz y col., 2010). 

La transferencia de la técnica de PCR para el diagnóstico de las 

leishmaniosis realizada a la Facultad de Ciencias Exactas, Químicas y 

Naturales, Laboratorio de Parasitología, fortalece las capacidades del 

Ministerio de Salud de la Provincia y en particular para el Hospital Escuela de 

Agudos “Ramón Madariaga”, debido a que el flujo de muestras con la el 

Laboratorio de Parasitología se encuentra estandarizado y es constante. Otro 

organismo que cuenta con esta herramienta a su disposición es el IMuSA, 

quienes requieren de esta técnica al recibir un caso sospechoso de LCan. 

Se recomienda utilizar la PCR para el diagnóstico de las leishmaniosis 

humanas debido a su alta sensibilidad. Esto mejoraría las medidas de 

prevención y control de la enfermedad tanto en canes como en humanos, al 

permitir una detección temprano de la infección y de casos asintomáticos; la 

detección temprana permite el tratamiento de las personas y reduce la 

morbilidad y mortalidad de la enfermedad. 

La detección de los casos caninos asintomáticos es un factor importante 

en la eliminación de la enfermedad, debido a que pueden transmitir el parásito 

y no son tratados ni eliminados. 

En este trabajo todos los casos de LCan fueron causados por L. 

infantum, sin embargo fueron encontrados casos humanos donde L. infantum 

producía cuadros clínicos atípicos (LC). 

Ante la sospecha de LC el protocolo vigente en el Hospital Escuela de 

Agudos “Ramón Madariaga” incluye un estudio de ICT, esto resultaría poco 

apropiado debido a que en los casos de LC las pruebas serológicas son poco 

eficientes. Cabe mencionar que estos son los primeros resultados de cuadros 

atípicos de LC encontrados en la Argentina. Se necesitaría un mayor número 

de pacientes para estudiar la tendencia de estos resultados. 
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III.4. Conclusiones 

● De nuestra investigación bibliográfica, esta es la primera identificación 

por PCR-RFLP y confirmación mediante secuenciación, la presencia del ADN 

del género Leishmania en canes de la localidad de Puerto Iguazú. 

● Todos los canes presentaron un patrón de bandas que se corresponde 

con la especie L. infantum mediante la técnica de PCR-RFLP, resultando los 

primeros estudios moleculares que confirman la circulación de esta especie en 

la población canina de Puerto Iguazú. 

●  En los 24 pacientes humanos notificados al sistema de vigilancia como 

pacientes confirmados de LV, los estudios moleculares identificaron en 21 

pacientes la presencia de ADN de L. infantum mediante PCR-RFLP y 

secuenciación, contribuyendo a la confirmación etiológica de los casos. 

● En los 4 pacientes humanos notificados al sistema de vigilancia como 

pacientes confirmados de LC los estudios moleculares identificaron la 

presencia de ADN de L. braziliensis mediante PCR-RFLP y secuenciación en 2 

de estos pacientes y ADN de L. infantum en los otros 2, contribuyendo a la 

confirmación etiológica de los casos. 

● El neonato incluido en este estudio podría no haber sido un caso de LV 

congénita debido a la ausencia de síntomas y el hecho de que los estudios 

moleculares resultaron negativos. 

● El brote del 1998 podría no haber sido causado por L. braziliensis. 

● De nuestra investigación bibliográfica, este es el primer estudio donde 

se detectaron casos atípicos en pacientes con LC infectados por L. infantum en 

Argentina. 

● Se ha logrado la transferencia exitosa de la técnica de detección 

molecular de ADN de Leishmania y caracterización de especie. 

● En el presente estudio se observó que los resultados de la PCR-RFLP 

coincidieron en un 100% con los resultados de secuenciación. Implementar la 

PCR-RFLP a los casos confirmados de leishmaniosis contribuiría a la 

investigación de especie. 
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CAPÍTULO IV: PROPUESTAS DE TRABAJOS FUTUROS Y/O 

RECOMENDACIONES 
Los resultados de este trabajo indicarían la necesidad de implementar la 

determinación de especie de Leishmania al confirmar un caso de 

leishmaniosis, debido a que nacen interrogantes epidemiológicos a raíz de esta 

investigación. Algunos podrían ser: 

¿Hay otras especies que no son las que típicamente producen LC 

involucradas en esta forma clínica? y a su vez ¿podría L. infantum estar 

produciendo otras manifestaciones clínicas diferentes de las estudiadas en 

este trabajo? ¿Con qué frecuencia ocurren estas formas atípicas en nuestra 

región? 

El conocimiento de las variantes genéticas de las especies circulantes 

en la provincia nos permite hacer un análisis geográfico y temporal de la 

enfermedad, acercándonos al momento de su ingreso la provincia de Misiones, 

la frecuencia (cantidad de introducciones) y magnitud de su distribución y la 

fuente de introducción a un área. 

Para cerrar el ciclo epidemiológico sería necesario realizar un estudio de 

variantes genéticas y comparar las encontradas en canes con las encontradas 

en humanos. Así, podría determinarse si todos las variantes que afectan a 

perros también afectan a los humanos o solo algunas, o inclusive, si son 

diferentes variantes genéticas. 

Así como realizar un estudio para determinar la posible existencia de 

otros reservorios implicados en el ciclo de la leishmaniosis en la Provincia de 

Misiones mediante biología molecular. A fin de establecer, coordinar y 

complementar las medidas de control ya puestas en funcionamiento.  

Para responder estas cuestiones son necesarios estudios más 

profundos acerca de este tema, con un número mayor de pacientes, 

reservorios y donde se incluyan otras formas clínicas de la enfermedad. 
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ANEXOS 

ANEXO I. Ficha clínica de Perros. 

Posadas, __ de _____ de ____  

Número de estudio: _______ 

PROPIETARIO  

Nombre: ______________________________________ Teléfono: _______________  

Dirección: ______________________________________ Localidad: ______________  

PERRO  

Nombre: ______________________________________ Edad: ______________  

Raza: __________________ Peso: ___________ Kg Sexo: _____ 

N° perros en el domicilio: _________  Hábitat en la vivienda:________ 

 

Pesquisas de Laboratorio: 

Indirectas: 

Serología rK39-ICT:    IFI: 

Positivo  Negativo  Positivo   Negativo 

 

Directas: 

PCR:      Frotis: 

  Positivo  Negativo   Positivo   Negativo 

 

Síntomas clínicos del perro 

Alopecia   Descamaciones epiteliales 

Trufa seca   Ulceraciones 

Onicogrifosis   Nódulos linfáticos 

Hepatomegalia   Esplenomegalia 

Anorexia   Síntomas oculares 

Adelgazamiento   Enteritis 

Fiebre    Hemorragias 

Otros: _______________________________________________________________  

Muestras:  

Sangre  PAMO  Gaglio  Otras:__________________ 
     poplíteo 

Seguimiento: 

  Sacrificio         Otra intervención 
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ANEXO Il. Modelo de consentimiento informado utilizado en el muestreo 

de Puerto Iguazú.  

CONSENTIMIENTO INFORMADO  

En la ciudad de Posadas/Puerto Iguazú, a los ............................ días del mes de 

..............................del año ……………., por el presente documento perteneciente al proyecto 

“Investigación epidemiológica ante la emergencia de la Leishmaniosis Visceral en la ciudad de 

Posadas (Puerto Iguazú), Argentina” el que suscribe 

…………………………………….…………………………………………………………………………

.. DNI:.................................... hace constar que presta su consentimiento en pleno 

conocimiento de sus actos, a partir de este momento, en el proyecto mencionado. Expresando 

también conformidad y autorización en su carácter de propietario responsable para que a su 

perro/a: .................................................................................. se le realicen los estudios que se 

especifican en el protocolo de dicho proyecto y estudios posteriores que pudieran realizarse.  

Por otra parte se deja constancia de que la participación es voluntaria y que se acuerda 

expresamente que toda información personal o del perro que el equipo obtenga con motivo de 

la investigación, así como el hecho en sí de su participación en ella serán estrictamente 

confidenciales.  

La participación del perro implica la recolección de una muestra de sangre, y una de ganglio 

poplíteo para estudios de diagnóstico específico de leishmaniosis visceral. Las autoridades del 

proyecto se comprometen a presentar al propietario los resultados de laboratorio de su perro, 

así como a informar la detección de alguna patología durante el examen clínico del perro.  

Por lo precedentemente expuesto y enterada/o debidamente del contenido del presente trabajo 

y comprendiendo toda la información precedente ratifica su participación en el proyecto y firma 

este documento:  

----------------------------------------------------- 

Firma y aclaración  
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ANEXO IIl.  Modelo de consentimiento 

informado utilizado en el IMuSA.  

 

Secretaría de Salud    

  

Consentimiento Informado 

 

Por la presente, el/la señora:____________________________________ 

Tipo y Número de documento:_________________________ 

Domicilio:_______________________  Nº: _________ 

Especie:_____________ Raza: _________________ Sexo: ______ 

Edad: __________  Pelaje: _____________________ 

Autoriza al suscripto Dr.: ________________________________________ 

M.P. Nº: __________ a practicarle los siguientes estudios al animal 

mencionado: 

_______________________________ 

 

_______________________________ 

 

_______________________________ 

 

_______________________________ 

 

_______________________________ 

 

_______________________________ 

 

 

 

_______________     _________________________ 

Firma       Aclaración de la firma 
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ANEXO IV. Ficha clínica de pacientes humanos. 

Número de Estudio:__________ 

Nombre:__________________________________________  DNI:___________________ 

Teléfono:________________ Correo electrónico:____________________________ 

Domicilio:____________________________________________________________________ 

Fecha de inicio de los síntomas:  Fecha de primera consulta: 

Fecha de extracción:__________________ Edad:__________________ 

Sexo: M F Médico tratante:_________________________________ 

Síntomas Clínicos: 

Duración de la Fiebre (en días):_________   

Antecedentes de LV: Si No  Palidez:   Si No 

Pérdida de peso: Si No  Ictericia:  Si No 

Signos de sangrado Si No  Ascitis:   Si No 

Hepatomegalia:  Si No  Edema:   Si No 

Esplenomegalia: Si No  Adenopatías:  Si No 

Pesquisas de laboratorio al inicio del tratamiento: 

Eritrocitos:____________ Linfocitos:_________ Plaquetas:___________ 

Hepatograma:   hemoglobina:  hematocrito: 

Diagnóstico final:   

Frotis: + - PCR: + - IFI:   +     - rK39: +          - AD:   

+      - 

Seguimiento: 

Tratamiento implementado:   Tiempo de tratamiento:  

Cura:    Secuela:   Fallecido: 

Estudio serológico post tratamiento 
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ANEXO V: Modelo de consentimiento informado utilizado en el Hospital 

Escuela de Agudos “Ramón Madariaga” para estudios de LV.  

CONSENTIMIENTO INFORMADO 

 Esta investigación se realiza en pacientes sospechosos de infección con Leishmania 
infantum con riesgo o probabilidad de sufrir leishmaniosis visceral que son asistidos en 
la provincia de Misiones y a quienes se solicita que participen en la investigación 
“Identificación de la especie Leishmania infantum y sus variantes genéticas mediante la 
técnica PCR-RFLP y descripción de características clínico-epidemiológicas en pacientes 
que concurren a servicios de salud de la Provincia de Misiones”. 
Investigador Responsable: Dr. Jorge Deschutter. 
Organización: Facultad de Ciencias Exactas, Químicas y Naturales (Universidad 
Nacional de Misiones) 

Información: La leishmaniosis visceral es causada por el parásito Leishmania 
infantum. Para el diagnóstico de esta enfermedad es necesario realizar una serie de 
pruebas de laboratorio, con las cuales luego pueden realizarse investigaciones para 
mejorar el conocimiento acerca de esta patología. Por este motivo la estamos invitando 
para que Ud. participe en la investigación que estamos realizando, luego que Ud. haya 
entendido y aclarado sus dudas sobre la importancia y el alcance de su participación en 
este estudio. 
 La razón de este estudio es implementar un nuevo método que permite el diagnóstico 
temprano de esta enfermedad, favoreciendo la curación por el tratamiento adecuado. 
Además del diagnóstico, se realiza un estudio complementario para saber cuál es la 
especie de Leishmania que está involucrada y de que variante genética se trata. 
 Todo paciente con más de dos semanas de fiebre debe ser analizado y en el caso de 
que se confirme la infección por Leishmania, tratado por el médico. 
Su participación en el proyecto consiste en permitir la extracción de médula ósea, con la 
que se realizarán estudios por un nuevo método que permite el diagnóstico temprano y 
de mayor sensibilidad. 
 El médico recibirá el resultado de infección o no a los 30 días después de la 
extracción. Si el análisis es positivo, se realizarán análisis adicionales con el material de 
médula ósea que fue extraído para determinar de qué especie de Leishmania y la 
variante genética se trata. 
 Todos los pacientes confirmados serán comunicados a las autoridades provinciales y 
nacionales de Ministerio de Salud Pública. Toda la información que se publique a partir 
de esta investigación nunca contendrá el nombre de los pacientes, para mantener la 
confidencialidad. Solo se publicarán las conclusiones sobre esta investigación. Los 
datos de los pacientes que participaron en este estudio no serán publicados. 
Luego de finalizados todos los estudios, las muestras de sangre y médula ósea serán 
guardadas en congelador para otros estudios sobre variantes genéticas de Leishmania 
infantum. 
 La decisión de participar en este estudio es completamente voluntaria. Ud. puede 
decidir en cualquier momento retirarse de la investigación e igual podrá tener acceso al 
diagnóstico y tratamiento en los hospitales / centros de salud del Ministerio de Salud 
Pública de Misiones. 
Todos los procedimientos y análisis vinculados a la investigación son gratuitos para 
usted o su obra social, si la posee. 
 Si usted desea hacer otras preguntas puede contactar a: Dr. Jorge  Deschutter o al 
Lic. Ricardo Gabriel Díaz Alarcón Facultad de Ciencias Exactas, Químicas y Naturales 
(FCEQyN, UNaM), Avda. Mariano Moreno 1375, Te.:+54 0376 44435118 / 4427687). -----------
---------------------------------------------------------------------------------------- 
 

 

Formulario de Consentimiento 
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“Yo, ………………………………………………………………………………………………………., 

he sido invitada para participar en el estudio denominado “Optimización del diagnóstico 

de la leishmaniasis visceral humana y canina en Misiones”. 

He leído la información proporcionada, o me ha sido leída. 

He tenido la oportunidad de realizar preguntas sobre ello y se me ha respondido 

satisfactoriamente. 

Después de recibir esta información que me ha sido leída y explicada acepto mi 

participación en el estudio, y autorizo las extracciones de sangre que deban realizarse. 

Nombres y apellidos 

…………..……………………………….....…………………………………….. 

DNI:…………………………………………Fecha de nacimiento (día/ mes/ 

año).....…/……../…..…….. 

Domicilio: Ciudad: …................................................... Barrio: ................................... 

Calle:....................................................................................N°:.......................................... 

Teléfono:.......................................................  Firma del 

paciente:…….....…………………  

Médico solicitante: …………………………………..…………………………….. 

DNI:……………………………Fecha de solicitud (día/ mes/ año)…..…/……../....…....….. 

 

Firma y sello del Médico solicitante:……………………………………….. 

 

Este documento se debe realizar por duplicado, uno para la persona participante y otro 

para para archivo del estudio. 
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ANEXO VI: Test inmunocromatográfico rápido basado en el antígeno 

recombinante K39 (ICT). 

En la Figura 12 se muestran ejemplos de resultados positivos y negativos 

por ICT. La técnica fue realizada siguiendo las instrucciones del fabricante:  

1. Se colocaron en un tubo cónico tres gotas del tampón suministrado por el 

kit. 

2. Se añadieron 15 μl de suero en el extremo de la tira indicado para tal fin. 

3. Introdujo la tira en el tubo preparado con el tampón y esperar 10 min. 

4. El resultado fue leído como negativo si solo aparece la línea de control, y 

positivo si aparece tanto la línea de control como la de prueba. 

 

Figura 12. Resultados positivo (1) y negativo (2) de ICT. 
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ANEXO VII. Protocolo de Inmunofluorescencia indirecta.  

El protocolo utilizado en nuestro laboratorio está basado en el descrito 

por “Bray” (Bray, 1985) con ligeras modificaciones. 

1. Los promastigotes en fase estacionaria (cepa de referencia 

MHOM/FR/78/LEM-75 de L. infantum) fueron lavados tres veces en PBS 

0,01M a pH 7,2, y 10 μl de una suspensión de 2 x 107 parásitos/ml se 

dispensaron en portaobjetos de inmunofluorescencia de 15 pocillos. 

2. Se secó al aire durante 1 h a 37°C.  

3. Seguidamente los portaobjetos fueron fijados con acetona fría (-20°C) 

durante 5 min.  

4. Después de dos lavados en agua destilada, los portaobjetos se dejaron secar 

al aire.  

5. Los sueros se diluyeron convenientemente en PBS al duplo desde la dilución 

1/40 (2 μl de suero en 80 μl de PBS). 

6. Se depositaron 10 μl de cada dilución en cada uno de los pocillos y se 

incubaron durante 30 min a 37°C en una cámara húmeda. 

7. Se hicieron dos lavados en PBS de 10 min cada uno. Luego de un lavado con 

agua destilada, los portaobjetos se dejaron secar al aire. 

8. Se pusieron 10 μl del conjugado marcado con isotiocianato de fluoresceína 

(FITC) diluido convenientemente según las instrucciones del fabricante 

(FITC-conjugated rabbit anti-dog IgG (H+L), ICN Laboratories. Plaza, Costa 

Mesa, California) en 0,01% de Azul de Evans. 

9. Los portaobjetos se incubaron durante 30 min a 37°C en una cámara húmeda 

y en oscuridad.  

10. Se realizaron tres lavados con PBS, 10 min cada vez, en agitación y 

oscuridad, se lavó una vez en agua destilada y los portaobjetos se dejaron 

secar al aire y en oscuridad.  

11. Los portaobjetos fueron montan con glicerol-PBS (9:1) pH 9,2 y un 

cubreobjetos. 

12. Finalmente, los portaobjetos se leyeron en un microscopio de fluorescencia 

con el objetivo de 40X. 
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El título de corte utilizado fue 1/80. En la Figura 13 se muestran 

ejemplos de resultados positivos y negativo de IFI. En el caso positivo, se 

observan promastigotes coloreados en verde fluorescente; cuando la muestra 

es negativa los promastigotes se observan en color rojo. 

 

Figura 13. Resultados positivo (A) y negativo (B) de la Inmunofluorescencia indirecta. 


