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Resumen

Las leishmaniosis comprenden un conjunto de formas clinicas
producidas por parasitos del género Leishmania que puede afectar al ser
humano y otros hospedadores. En Misiones podemos encontrar principalmente
la forma cutdnea y visceral de esta patologia. El presente trabajo determind,
mediante técnicas moleculares (PCR-RFLP vy secuenciacion), el agente
etiologico de una serie de casos humanos y caninos, asi como la descripcion
de caracteristicas clinico-epidemioldgicas.

En la serie canina se encontr6 como Unico agente a L. infantum. La serie
de humanos, estaba constituida por casos de leishmaniosis visceral y casos de
leishmaniosis cutanea. Los casos de leishmaniosis visceral tenian como agente
etioldgico a L. infantum, mientras que de los 4 casos de leishmaniosis cutanea
L. braziliensis resulté el agente identificado en 2 casos y L. infantum en dos.
Entre los pacientes se incluyé a una mujer embarazada que resulté caso
confirmado de leishmaniosis visceral. Al neonato se le realizaron los estudios
para diagnostico de la enfermedad, resultando positivo por microscopia de
aspiracion de médula 6sea. Sin embargo, la falta de signos clinicos y los
resultados moleculares negativos plantean la posibilidad de que este no sea un
caso de trasmision vertical.

Estos serian los primeros estudios de caracterizacion molecular a nivel

de especie en estos pacientes y en la provincia.



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: Acido desoxirribonucleico del kinetoplasto.

AFLP: Amplificacién de fragmentos polimorficos.

IFI: Inmunofluorescencia indirecta.

IMuSA: Instituto Municipal de Sanidad Animal.

ICT: Test inmunocromatografico rapido basado en el antigeno recombinante K39.
ITS-1: Espaciador transcripcional interno 1.

LC: Leishmaniosis cutanea.

LCan: Leishmaniosis canina.

LV: Leishmaniosis visceral.

LVA: Leishmaniosis visceral antropondtica.

LVZ: Leishmaniosis visceral zoon6tica.

MLEE: Electroforesis de isoenzimas.

MLMT: Tipificaciéon por microsatélites.

OMS: Organizacion mundial de la salud.

PAMO: Puncién aspiracion de médula 6sea.

pb: Pares de bases.

PCR: Reaccién en cadena por la polimerasa.

PCR-RFLP: Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion.
RAPDs: Amplificacion aleatoria de ADN polimérfico.

Taq polimerasa: Polimerasa de Thermus aquaticus.

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.



CAPITULO I. INTRODUCCION

[.1. Leishmaniosis en Misiones.

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

Este trabajo propone una metodologia para la identificacion de especies
de Leishmania mediante técnicas de biologia molecular. Generalmente, las
muestras de los casos sospechosos de leishmaniosis cutanea (LC) o
leishmaniosis visceral (LV) son sometidas a evaluacion microscopica (frotis),
meétodo patron para diagndstico de infeccion por Leishmania spp.

Una vez diagnosticado el caso no se realizan estudios para determinar

la especie infectante.

[.1.2. Estudios realizados en Misiones sobre LV

En el 2006 se realizd en la ciudad de Posadas un estudio piloto de
leishmaniosis visceral canina (LCan), el cual encontr6 que el 57,8% resultd
positivo por alguna de las pruebas empleadas. En ese estudio el 75% de los
animales vivian en condiciones de hacinamiento (perreras), lo que supone un
sesgo para el estudio, pero esta informacion confirmé el foco emergente de
LCan en Posadas (Cruz y col., 2010).

En el 2009 se llevé a cabo un estudio de prevalencia de leishmaniosis
en canes de la ciudad de Posadas, el cual se realiz6 en base a un muestreo
aleatorio simple, y revelé una prevalencia del 22,3% de LCan en los perros de
la ciudad (Acosta, 2013).

En el 2011 se llevo a cabo en la ciudad de Puerto Iguazi un estudio de
la situacion de la LCan en esa ciudad y se realizo un primer diagnostico de este
problema de salud publica. En este estudio se encontr6 una prevalencia de
LCan del 5,26% (Acosta y col., 2015).

En el 2013 se realizd en Bonpland un estudio para estimar la
seroprevalencia de L. infantum en canes de este municipio. Se estudiaron
mediante Test inmunocromatografico rapido basado en el antigeno
recombinante K39 (ICT) e Inmunofluorescencia indirecta (IFI) 99 canes
distribuidos aleatoriamente en cuatro estratos del centro del municipio. En este
estudio se encontr6 que el 22,2% de los canes incluidos presentaban

reactividad para alguna de las técnicas utilizadas (Gutiérrez y col., 2013).



[.1.3. Introduccion sobre técnicas diagnésticas de LV

El diagndstico de LV es complejo debido a la falta de signos clinicos
patognomonicos, esto quiere decir, signos que se correlacionan fuertemente
con esta enfermedad. Si bien hay signos o sintomas que aparecen muy
frecuentemente en esta enfermedad en humanos, como la fiebre, no son
indicadores especificos, y no alcanzan para diferenciarla de la malaria,
esquistosomiasis u otra infeccion sistémica. Lo mismo ocurre en canes.

A su vez, hay signos que tienen una fuerte correlacion con esta patologia,
pero que aparecen en baja frecuencia, como la esplenomegalia en humanos o
la onicogrifosis en perros (OMS, 2010). Por esta razén son necesarias las
pruebas de laboratorio.

Las pruebas serologicas basadas en IFI, enzimoinmuno ensayo o
Western Blot han mostrado eficiencia en el diagnéstico de la enfermedad en la
mayoria de los estudios, pero requieren un equipo que no esta adaptado al uso
en campo (Boerlaert y col., 2007; OMS, 2010).

La aglutinacion directa y el ICT fueron desarrollados especificamente para
el uso en campo y han mostrado una buena precisién diagnostica en las zonas
endémicas (Boerlaert y col., 2007; OMS, 2010).

El ICT es un test facil, rapido, barato y da resultados reproducibles y por
lo tanto pueden ser de utilidad para el diagnéstico 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 diagnostico, inclusive los de areas
rurales pobres, que es donde vive la mayoria de ellos. Esta técnica es
especifica para detectar anticuerpos contra el complejo Leishmania donovani
(Boerlaert y col., 2007; OMS, 2010).

Actualmente los estudios moleculares han demostrado ser utiles para un
diagnéstico rapido, 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 Nacion para el diagnoéstico de LV (Ministerio de Salud
de la Nacion, 2010). El espaciador transcripcional interno 1 (ITS-1) es un
blanco genético eficaz, este se encuentra en el operén ribosomal de
Leishmania, es altamente repetitivo y capaz de amplificar todas las especies de
Leishmania. Esta region es suficientemente conservada para realizar una

amplificacion por PCR y a la vez presenta suficiente polimorfismo para facilitar
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la tipificacibn de especie. Se encuentra en la bibliografia numerosas
recomendaciones para la utilizacion de dicha regidn debido a su alta
variabilidad, lo que facilita su posterior identificacion de especie (Aransay y col.,
2000; Schonian y col., 2003; Cruz y col., 2013).

[.1.4. Utilidad de las herramientas moleculares en epidemiologia

La eleccion de método de genotipificacion depende no solo del poder
discriminatorio y de las aplicaciones epidemiolégicas, sino ademas de sus
caracteristicas operacionales (Botilde y col., 2006).

En los focos endémicos de LV del mediterraneo, 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 caracteristicas clinicas,
preferencia entre hospederos (perros, nifios normo-inmunes y personas con
inmunodeficiencias), y grupos particulares de variantes genéticas (Bulle y col.,
2002).

En otro estudio se encontr6é que la técnica de Polimorfismo en la longitud
de los fragmentos de restriccion (PCR-RFLP) del ADN del cinetoplasto (ADNK)
combinado Tipificacién por microsatélites (MLMT) tiene un poder de resolucion
mayor y revelé6 ser mas adecuado para identificacion genética que la
Amplificacién aleatoria de ADN polimérfico (RAPDs) o una PCR-RFLP de
genes antigénicos. Ademas, los resultados del andlisis que realizaron sobre
diferentes muestras de la Peninsula Ibérica, apuntaban que esas poblaciones
de parasitos son homogéneas con una dispersiébn muy reciente. Sin embargo,
realizar ambas tareas resulta mas laborioso y requiere mayor tiempo para la
obtencion de resultados (Kuhls y col., 2008).

En una revision sobre MLMT, se menciona tres estudios donde hubo
asociacion entre los perfiles de MLMT vy las caracteristicas clinicas de los
pacientes estudiados, dos en L. infantum y uno en Leishmania tropica; en los
demas estudios mencionados de la recopilacidbn no se encontré asociacion.
Tampoco se encontré asociacion entre los perfiles y la resistencia a drogas.
Adicionalmente discuten la posibilidad de diferenciar con esta herramienta

infecciones nuevas de recaidas relacionadas a fallo terapéutico. Esto seria



posible siempre y cuando la nueva infeccion se produzca con una cepa de
genotipo distinto (Aluru y col., 2015).

La caracterizacién de variantes genéticas por MLMT demuestra que un
amplio espectro de cuadros clinicos pueden obtenerse de variantes genéticas
estrechamente relacionadas, y en general las manifestaciones clinicas de
pacientes infectados no puede predecirse mediante MLMT (Laurent y col.,
2007; Aduadi y col., 2011; Subbay 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 especificos 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 encontrd0 asociacion entre variantes
genéticas y resistencia a drogas o al cuadro clinico que producian (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 encontré que todos los
aislados de L. infantum estudiados se correspondian con MON-1 presentando
alta homogeneidad. Pero, no se observé una correlacion estricta entre los

cuadros clinicos y la asignacion de la poblacion (Kuhls y col., 2011).



1.2. Alcances y definicion del problema de investigacion

La LV es la forma clinica mas grave de Leishmaniosis y en ausencia de
tratamiento resulta mortal (OMS, 2015). Segun la OMS, esta enfermedad esta
ligada a factores como condicion socioeconomica, desnutricion, cambios
climaticos y ambientales, movimientos poblacionales, inmunosupresion y, en
algunas zonas, a la rapida urbanizacion 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
diagnéstico y tratamiento (OMS, 2015).

La evolucion de la enfermedad depende de la interaccion entre el parasito
y el sistema inmune del hospedador y las intervenciones sanitarias. Por tanto,
es necesario conocer la especie del parasito infectante, su virulencia, si
produce sintomas graves 0 leves, si presenta resistencia a drogas, y otras
informaciones que podrian estar disponible lo que permitiria tener un
prondéstico definido (Herwaldt, 1999; Murray, 2005).

Actualmente en nuestra regién no es posible diferenciar entre una recaida
o fallo terapéutico y una reinfeccién. En un estudio se logré distinguir las
reinfecciones de las recaidas en ciclos de enfermos coinfectados por
Leishmania/VIH mediante técnicas moleculares (PCR-RFLP), una informacién
de suma importancia para los médicos al momento de elegir el tratamiento
adecuado de la enfermedad (Morales, 2004). Esto resulta de gran importancia
epidemioldgica debido a que ciertos casos en los que se asume que el
paciente se reinfecta (se expone a una nueva introduccion del parasito a su
organismo), podria tratarse de un caso de un fallo terapéutico, esto podria
deberse a que el parasito es resistente al tratamiento, al abandono del
tratamiento u otros factores. Esto seria posible determinar con estas técnicas
de biologia molecular y genética (Morales, 2004).

Asi, también podria estar ocurriendo que en areas donde estas
enfermedades son endémicas, la tasa de reinfeccion puede ser mas alta que la
esperada. Esto puede llevar a los médicos a pensar en una recaida cuando de
hecho, el paciente ha adquirido una infeccion nueva. Por lo tanto, la

incapacidad para distinguir recaidas de reinfecciones puede ser un
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impedimento importante para la evaluacion 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 region. 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 clinico es de dificil interpretacion.
Esto se debe a que no existen signos especificos (patognomaonicos).

Se pueden presentar determinados signos inespecificos que son de alerta
para los veterinarios, como alopecia y costras especialmente alrededor de los
0jos, seborrea, dermatitis, Ulceras que no cicatrizan, onicogrifosis, signos
oculares como queratoconjuntivitis y uveitis, pérdida de apetito, astenia,
adenomegalia, ElI avance de la enfermedad puede llevar a: fiebre, diarrea,
hepato-esplenomegalia, fallo renal y sangrado espontaneo, signos que sin
consulta con el veterinario pueden conducir al 6bito (Ministerio de Salud de la
Nacién, 2010).

[.2.1. Revision sobre la importancia de la identificacion de especies

En uno de sus trabajos Schonian y colaboradores, discuten acerca de la
caracterizacion molecular de especies de Leishmania en infecciones clinicas y
su importancia, debido a que diferentes especies pueden requerir distintos
regimenes de tratamientos. Ademas, esta informacion es de valor en estudios
epidemioldgico, donde conocer la distribucion de las especies de Leishmania
en humanos, reservorios y vectores, es un prerrequisito para el disefio
apropiado de medidas de control (Schonian y col., 2003). A su vez, Montalvo y
colaboradores agregan que el monitoreo epidemiolégico y el manejo de los
reservorios y/o vectores recae en una discriminacion precisa de los parasitos
involucrados (Montalvo y col., 2012).

Se han estudiado casos de resistencia a las drogas de primera linea
contra LV, por ejemplo resistencia contra la paramomicina desarrollada por
ciertas especies de Leishmania, debido a cambios en la membrana que
reducen la absorcion. Este autor recomienda “tener informaciéon acerca de la

endemicidad de las especies de Leishmania, el estado inmunoldgico y



nutricional de la poblacién, el nivel y patrén de resistencia a drogas del
parasito” (Cruz y col., 2006a).

Algunas cepas de L. infantum pueden causar LC sin afectar los 6rganos
internos, y el tipo de lesiones cutaneas, la eficacia del tratamiento, la rapidez
en la cicatrizacion y otros factores varian segun las especies (Universidad de
lowa, 2010).
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1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General:
Identificar las especies de Leishmania en una serie de canes y humanos

diagnosticados como casos sospechosos de leishmaniosis en Misiones.

1.3.2. Objetivos Especificos:
e Poner a punto la técnica de PCR para identificar las especies de
Leishmania.
e Describir caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de los pacientes

humanos y caninos estudiados.
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[.4. Justificacion

[.4.1. Justificacion epidemioldgica

La zona norte de la provincia de Misiones es histéricamente endémica
para LC. Por esta razon, precisamos disponer de herramientas que permitan
un diagndstico preciso y rapido, que identifique la especie infectante para poder
determinar si se trata de LV por L. infantum o de la visceralizacién de otra
especie de Leishmania y disefar el tratamiento adecuado (Sanchez-Saldafia,
2004).

Actualmente poco se sabe sobre la introduccién de la leishmaniosis en la
provincia de Misiones, aunque el primer caso humano aparecio en el 2006, el
vector ya habia sido reportado en el 2001 y la situacién de los reservorios no
fue estudiada hasta el 2006, tras aparecer el primer caso humano (Salomon 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 Iguazu 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 clinicas de
canes de Posadas que identificaron la especie L. infantum y ademas
permitieron la primera descripcion de dos variantes génicas para este parasito
en la ciudad de Posadas, Misiones (Acosta, 2013; Barroso y col., 2015).

La informacion sobre el comportamiento del parasito, las especies
circulantes y su asociacion con variables epidemiolégicas en humanos y canes
permitirian disefar acciones de mayor eficacia en el control atendiendo a las
condiciones locales (Talmi-Frank y col., 2010).

Esta informacion permitiria conocer la historia natural del parasito en la
provincia, y seria de gran utilidad para comprender la distribucion y la
circulacion de la especie en diferentes reservorios de la region (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 regidbn se torna
endémica para esta parasitosis, hecho ocurrido en Misiones hace 10 afios, ya
que el primer caso autéctono se reportd a principios del 2006 en la ciudad de
Posadas (Salomén y col, 2008; Salomén y col., 2011).

La informacion sobre especies circulantes de Leishmania seria de
importancia epidemiolégica para realizar un andlisis geogréfico de la
enfermedad, contribuyendo a determinar la magnitud de su distribucion asi
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, Espafia) 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/afio (Aguado, y col., 2013; Horrillo y col.,
2015). Las herramientas moleculares permitieron determinar que la
superpoblacion 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 epidemiologica de la identificacion de especies
para conocer el agente etiolégico causante del brote epidémico.

Por las razones mencionadas, es necesario desarrollar herramientas
con alta sensibilidad y especificidad para la identificacion 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 seria de gran

ayuda en el control de la enfermedad.

[.4.2. Importancia genética

El estudio de los perfiles enzimaticos mediante la técnica de zimodemas,
y posteriormente estudios genéticos, hizo posible determinar que L. infantumy
L. chagasi en realidad son de la misma especie. He aqui la importancia
epidemioldgica 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 acentla la
necesidad de mantener la vigilancia epidemiolégica de las especies que
infectan canes en la region, para prever futuros ingresos de otras especies y
posibles brotes de casos humanos (Dantas-Torres, 2009).

Las distintas especies de Leishmania, indistinguibles morfolégicamente,
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 podria estar relacionada con la variaciones
genéticas del parasito (Segatto y col., 2011).

La OMS propone como prioridad la investigacion de los aspectos
epidemioldgicos y patrones de distribucion de las leishmaniosis. También
prioriza lineas de investigacion sobre el diagnéstico, tratamiento y prevencion,
sugiriendo investigar mejores técnicas diagndsticas para detectar Leishmania
spp. Yy herramientas para monitorear la resistencia a drogas y evaluar la cura
(OMS, 2015).
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CAPITULO Ill: ANTECEDENTES

Las leishmaniosis engloban a un grupo de enfermedades parasitarias de
transmision 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, coaties,
ratas, comadrejas, 0s0s hormigueros, entre otros. Estan causadas por
diferentes especies de protozoos flagelados del género Leishmania, que son
transmitidos por picaduras de las hembras hematofagas de alrededor de 93
especies de flebotomos; género Phlebotomus en el Viejo Mundo (Africa, Asia y
Europa), y Lutzomyia en el Nuevo Mundo o América (OMS, 2010, Ministerio de
Salud de la Nacién, 2010).

II.1. Formas clinicas

Las manifestaciones clinicas de la infeccion por Leishmania en humanos
son muy diversas en cuanto a forma y severidad, y van a depender de la
interaccidn entre la especie de parasito que la causa y el sistema inmune del
hospedador (Herwaldt, 1999; Murray y col., 2005). Esta variabilidad en la
expresion 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).
Clinicamente la enfermedad se puede agrupar en dos manifestaciones
principales: Leishmaniosis cutanea (LC) y Leishmaniosis visceral (LV) o
Kala-azar, si bien hay una serie de evoluciones térpidas que conducen a otros
cuadros clinicos: Leishmaniosis cutanea recidivante o diseminada (LCR);
Leishmaniosis cutanea difusa (LCD), Leishmaniosis mucocutanea (LMC) y
Leishmaniosis dérmica post-kala-azar (LDPK).

Sin embargo, todas las presentaciones asociadas a la infeccion por
Leishmania comparten tres caracteristicas comunes: i) macrofagos residentes
en los tejidos infectados con multiplicacion intracelular del pardsito; ii)
respuesta inmunoinflamatoria del hospedador que regula la expresién y
resultado de la enfermedad; y iii)) persistencia de la infeccion tisular.
(Zwingenberger y col., 1990; Zambrano-Villa y col., 2002; Awasthi y col., 2004;
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Liese y col., 2008). Entre el 80 y el 90 % de las infecciones humanas cursan de

manera subclinica o asintomatica (Badaro y col., 1986; Albrecht, 1998).

[I.L1.1. Leishmaniosis visceral

La LV es causada por parasitos 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 antroponética (LVA)
o “Kala-azar” en el Subcontinente Indio, y Africa oriental (tanto en adultos como
en nifios). L. infantum, causa la llamada Leishmaniosis visceral zoonética (LVZ)
en la cuenca Mediterranea, norte de Africa, Oriente Medio, Asia central, China
y América Latina.

Aunque otras especies pueden ser ocasionalmente viscerotropicas (L.
tropica, L. amazonensis o L. braziliensis) (Guerin y col., 2002).

La diferencia entre LVA y LVZ se debe a que epidemiol6gicamente se
pueden diferenciar dos tipos de ciclos considerando la presencia o no de
reservorios animales. La LVZ se caracteriza por presentar un ciclo zoonético
donde juegan un papel importante reservorios mamiferos, tanto domeésticos (el
perro principalmente) como silvestres (otros canidos y roedores). En cambio,
en la LVA el humano se comporta como reservorio principal de la enfermedad.

El parasito infecta principalmente a los macréfagos de Organos
hematopoyéticos (higado, bazo y médula 6sea), causando graves disfunciones
organicas. Resulta una infecciébn generalizada del sistema reticuloendotelial
con episodios irregulares de fiebre, pérdida sustancial de peso, anemia,
hepatomegalia, y esplenomegalia. Leucopenia, trombocitopenia e
hipergammaglobulinemia también son caracteristicas. Pudiéndose observar en
los casos mas 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
adenopatias pueden estar presentes, y en algunos casos es la Unica
manifestacion clinica. Cabe destacar que todos los agentes causales de LV
pueden dar lugar también a manifestaciones cutaneas.

En areas endémicas, la enfermedad tiende a ser cronica, afectando

principalmente a nifios entre 0 y 4 afios. En brasil, las infecciones
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asintomaticas o las formas leves de la enfermedad son mas comunes que las
manifestaciones completas (OMS, 2010).

La desnutricion y la inmunosupresion, especialmente la causada por el
VIH, han demostrado ser factores que predisponen a la enfermedad. La
coinfeccion con VIH cambia el cuadro clinico 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 nimero de
casos adultos asociado a inmunosupresion. En algunos paises se reportan

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

[1.1.2. Leishmaniosis cutanea

La LC, también se denomina “botdén de oriente” (cuenca Mediterranea),
‘uta” (Peru), “dlcera de los chicleros” (México), o “pian bois” (Guayana).
Comienza generalmente con una papula localizada en la zona de inoculacién
de los promastigotes, que se convierte en un noédulo y que se puede ulcerar en
1 a 3 meses (Dowlati, 1996; Machado y col., 2002; Magill, 2005). A pesar de
gue algunas manifestaciones clinicas son mas frecuentemente asociadas con
una especie particular o algun subgénero, ningun cuadro clinico es Unico para
una especie. Ademas, una gran parte de las infecciones son asintomaticas,
aunque esto varia dependiendo de la region (OMS, 2010). Las lesiones
aparecen principalmente en cara, brazos y piernas, pudiendo curar
espontaneamente en un tiempo comprendido entre dos meses y un afio. 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
manifestacion 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
Mediterraneo, 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 espontaneamente
a los 3 0 4 meses, mientras que las lesiones causadas por L. braziliensis, L.

panamensis, L. guyanensis y L. peruviana puede curar sin tratamiento luego de
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6 meses. Pueden aparecer lesiones secundarias mucosas 0 cutaneas; las
manifestaciones mucosas en general estdn asociadas a L. braziliensis y L.
panamensis, pero pueden ser causadas por otras especies (OMS, 2010).
Puede ocurrir casos atipicos de LC causados por L. infantum, que es la
especie generalmente asociada a LV. Las lesiones son nddulos localizados o
placas que estan dentro de las manifestaciones clinicas causadas por las
especies dermotrépicas del nuevo mundo. Los casos de LC por L. infantum
generalmente se encuentran en América central, y ocurre en areas endémicas
para LV, entre nifios jévenes y jovenes adultos, mientras que LV ataca

principalmente a nifios menores de 5 afios (OMS, 2010).

[1.1.3. Leishmaniosis mucocutanea

La LMC es denominada comunmente como “espundia”. A partir de una
lesion cutanea primaria, puede haber diseminacion metastasica del parasito a
las mucosas que conlleva a la destruccion del cartilago y tejidos blandos
(Roberts y Janovi, 1995; Hepburn, 2003). Es frecuente la linfadenopatia local
(OMS, 2010). Las lesiones nasales siempre estan presentes, y comienza con
eritema y ulceraciones en los orificios nasales, causando destruccion
progresiva de la cavidad oronasal llevando a la obstrucciéon de las fosas
nasales y posterior perforacion del septo con colapso y ampliacion de la nariz
(“nariz de tapir”) pudiendo producir una desfiguracién 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
espontaneamente. Infecciones bacterianas secundarias aparecen con
frecuencia, neumonia intercurrente es la causa mas comun de muerte (OMS,
2010).

Aunque esta 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
esporadicas por L. donovani, L. major (Reithinger y col., 2007) y en pacientes
inmunocomprometidos por L. infantum (Murray y col., 2005).
El término leishmaniasis mucocutanea es correctamente aplicado

Unicamente en la forma clinica presente en las Américas, la mayoria de los
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casos son reportados en Bolivia, Brasil y Perd. Es caracteristica sobresaliente
de las especies que causan LMC que causan metastasis a los tejidos mucosos
de la boca y tracto respiratorio superior por diseminacion hematica o via
linfatica. 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 lesion cutanea e inclusive 20 o méas afos
después. Hombres joévenes migrantes desnutridos son de especial riesgo.
Otros factores de riesgo incluyen el sitio de la lesiébn primaria, lesiones
primarias multiples o grandes, y el tiempo de cicatrizacion de la LC primaria
(OMS, 2010).

[I.1.4. Leishmaniosis cutanea difusa

La LCD esta 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 maculas, papulas, nodulos o placas cutaneas ampliamente
diseminadas o por infiltracién difusa de la piel, especialmente en superficies
extensoras de las extremidades y en la cara, donde el engrosamiento de las
cejas y las orejas lobulos pueden parecerse a la lepra lepromatosa. No
aparecen ulceraciones. La implicaciébn mucosa esta confinada a los bordes de
las fosas nasales o labios. La inmunosupresion asociada a la leishmaniosis
cutdnea difusa causada por otra especie de Leishmania puede ocurrir en
coinfeccién con VIH o en personas con otras formas de inmunosupresion (por
ejemplo pacientes trasplantados). Pueden aparecer manifestaciones atipicas,
como ulceraciones (OMS, 2010).

Esta forma de la enfermedad no cura espontaneamente y los relapsos
son frecuentes luego del tratamiento. Inicialmente, la enfermedad responde al

tratamiento estandar, pero las recaidas no (OMS, 2010).

[1.1.5. Leishmaniasis cutanea recidivante o diseminada
Se trata de una forma cutanea crénica 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
asociacion 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 clinica, crecen y tienden a curar
en el centro, pudiendo aparecer nuevas papulas alrededor de la lesion
principal, que persisten durante varios anos.

Mas de 20 y hasta cientos de lesiones cutaneas pueden ocurrir con o sin
afectacion de la mucosa. La respuesta de hipersensibilidad de tipo retardado a
antigeno de Leishmania y respuesta de anticuerpos estan intactos, y las
lesiones responden parcialmente al tratamiento con medicamentos

antimoniales y miltefosina (OMS, 2010).

[I.2. Taxonomia

Dentro del género Leishmania se describieron dos subgéneros en
funcion del sitio de reproduccion en el tracto digestivo del vector. El subgénero
Leishmania fue descrito por Saf’janova, y su caracteristica es que los parasitos
se desarrollan en la parte superior media del aparato digestivo del vector
(supra pil6rico); mientras que el subgénero Viannia (descrito por Lainson y
Shaw) necesita una maduracién adicional en la regién final del sistema
digestivo de los dipteros (peripilérica). En la Figura 1 se observa la clasificacion
propuesta por Cavalier-Smith en 1998, aceptada actualmente (Safjanova,
1982; Lainson y Shaw, 1987; Lainson y Shaw 1989).

Dominio Eukariota
Reino Protozoa
Subreino Biciliata
Infrareino Excavata
Filo Euglenozoa
Subfilo Saccostoma
Clase Kinetoplastida
Orden Trypanosomatida
Familia Trypanosomatidae
Género Leishmania

Figura 1. Ubicacion taxondmica del género Leishmania aceptada actualmente (Cavalier-Smith,
1998).
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[1.3. Morfologia

Los protozoos del género Leishmania son digénico, es decir que
presenta dos morfologias a lo largo de su ciclo biolégico: una intracelular o
amastigote (cuerpo de Leishman-Donovan), forma que adopta en las células
del sistema reticulo-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; Gonzalez y col., 1976). En la
Figura 2 se pueden observar ambos estadios del parasito.

El amastigote es inmovil (sin flagelo), de forma ovalada. En el
citoplasma se observa un nucleo esférico, voluminoso, generalmente
excéntrico y un kinetoplasto proximo al ndcleo de aspecto bacilar (Chang,
1956; Gonzalez y col., 1976).

El promastigote es fusiforme, extracelular y movil. Es de mayor tamafio
gue el amastigote. Posee un largo flagelo libre en la region anterior, un nucleo
ovalado situado en la region central y un kinetoplasto bastoniforme (Chang,
1956; Gonzalez y col., 1976).
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Figura 2. Tincién con Giemsa de protozoos del género Leishmania. Izquierda, amastigotes de Leishmania
spp. Derecha, promastigotes de Leishmania spp.

Son parasitos intracelulares obligados. Algunas especies son
viscerotrépicas, produciendo las variantes viscerales de la enfermedad (L.
infantum, L. donovani, etc.) y otras son dermotrdpicas, responsables de las
variantes cutaneas (L. braziliensis, L. tropica, etc.). Se han descrito casos en
los que especies que se asocian con las variantes cutdneas producen una
visceralizacion de la enfermedad, con un cuadro muy similar al de LV; asi 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; Ramirez y col., 2016; Diatta y col., 2016; Taquin y col., 2016).

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

visceralizacion de la enfermedad y afecta su epidemiologia. El reporte de
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coinfecciones ha aumentado en los ultimos afios, llegando en Brasil, de un
2,5% (en el 2005) a un 6,6% en el 2011, y en Etiopia paso del 19% a 34% solo
entre el 1998 y 1999 (Cruz y col., 2010; OMS, 2015).

Il.4. Reservorios

Se define como reservorio de una enfermedad a aquel animal que
garantiza tanto la existencia del agente etiolégico como su posterior
transmision (OMS, 2010). Por regla general, en las leishmaniosis zoondéticas
existe un ciclo selvatico mantenido entre un reservorio salvaje y los flebotomos
del entorno. Por sinantropia, bien del reservorio o del vector, el ciclo se
aproxima al @mbito peridoméstico para finalmente arraigarse entre los animales
y vectores doméstico (OMS, 2010).

Los perros domésticos (Canis familiaris) son los principales reservorios
de estos parasitos, debido al elevado numero de individuos presentes en el
nicho ecolégico y a su estrecha relacion con el ser humano (Alvar y col., 2004;
Alvar y col., 2006; OMS, 2010). El ciclo selvatico, es mantenido principalmente
por canidos silvestres como el zorro comun (Vulpes spp), zorro de monte
(Cerdocyon thous), osito lavador (Procyon cancrivorus), entre otros (OMS,
2010). También han sido descritos otros carnivoros silvestres como el hurén
(Sobrino y col., 2008), aunque el coati 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).

[1.5.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 parasitos en forma de amastigotes que se encuentran
dentro de los macroéfagos [1 en la Figura] (Sanchez-Saldafa, 2004).

Los amastigotes son de forma ovalada, sin flagelo, con un gran nucleo
esférico excéntrico préximo al kinetoplasto. Estos se adhieren al tracto
digestivo del insecto y pasan al estadio de promastigote [2 en la Figura].

Los promastigotes son piriformes y fusiformes con un flagelo del mismo
largo que el cuerpo del parasito. En este estadio se reproducen activamente
por division binaria y migran hacia faringe y es6fago donde al cabo de varios
dias maduran a promastigotes metaciclicos, los cuales son infectivos para los
vertebrados [3 en la Figura].

Cuando el vector pica a otro huésped inocula entre 10 y 100
promastigotes metaciclicos, los que penetran en la dermis y activan el
complemento por via alternativa, iniciando la acumulacion de neutréfilos y
macrofagos [4 en la Figura].

Los macréfagos fagocitan al promastigote y lo envuelven en una vacuola
parasitofora [5 en la Figura]. El promastigote pasa al estadio de amastigote,
gue es resistente a la actividad antimicrobiana y digestiva del macréfago. Este
libera dentro de la vacuola parasitéfora una cascada de metabolitos derivados
del oxigeno, como el 6xido nitrico e hidrolasas lisosomales.

El amastigote se multiplica por fisién binaria dentro del macréfago [6 en
la Figura]. Cuando la cantidad de parasitos es muy alta, se produce la lisis del
macrofago y los amastigotes quedan libres en la sangre [7 en la Figura].

Este estado puede continuar durante meses o afios sin la aparicion de
sintomas o signos clinicos visibles, dependiendo del sistema inmune del
hospedador y su susceptibilidad a la enfermedad. Los amastigotes circulantes
o los macréfagos infectados pueden ser ingeridos por otro mosquito,
reiniciando el ciclo [8 en la Figura] (Sanchez-Saldafa, 2004).

Generalmente se acepta que el principal mecanismo de reproduccion de
Leishmania es asexual o clonal. Esto quiere decir que los parasitos
descendientes son idénticos a sus parentales (Sanchez-Saldafia, 2004,
Rougeron y col., 2010).

Sin embargo, recientemente se ha publicado que los promastigotes
pueden realizar intercambio meidtico a través de la reproduccion 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).
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Figura 3. Ciclo de vida de Leishmania. Referencias en el texto.

II.6. El genoma de Leishmania

Los parasitos pertenecientes a Leishmania poseen 36 cromosomas, todos
lineales entre 200 y 4000 kb, y poseen teldmeros aunque centrémeros todavia
no han sido identificados (Kazemi, 2011; Bafuls y col., 2007). Los parasitos del
género Leishmania tienen una organizacibn gendmica Unica entre los
eucariotas: estos protozoos no poseen intrones en sus genes, por lo tanto sus
cromosomas son mas pequefios con un nimero 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
caracteristica de la clase kinetoplastida, se encuentra una por célula en una
posicion definida de la célula), que representa entre el 10 - 20% de su genoma.
El ADNk se compone de una extensa red de moléculas circulares, maxicirculos
y minicirculos (Jiménez, 1994; Morales y col., 2002; Morales, 2004; Kazemi,
2011).
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En Leishmania, los maxicirculos pesan entre 20 y 40 kilobases y
aparecen en numero de 25 a 50. Los maxicirculos estan formados por una
regién conservada y otra variable. Contienen secuencias de ADN a las que por
homologia se les atribuye el mismo papel que el ADN mitocondrial en otros
sistemas celulares (Jiménez, 1994; Kazemi, 2011).

Los minicirculos de Leishmania estan 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 determinacion de variabilidad genética dentro de una especie. Los
minicirculos contiene los genes para los ARN guias, quienes dirigen la edicion
de los ARN mensajeros codificados en los maxicirculos (Jiménez, 1994,
Morales, 2004; Peres y col., 2010; Kazemi, 2011).

[I.7. Respuesta Inmune frente a L. braziliensis

El proceso de infeccion comienza con la introduccién de las piezas
bucales del vector en los vasos sanguineos de la union dermo-epidérmica.
Inmediatamente, el sistema inmune innato del hospedador vertebrado
interviene con la llegada de macréfagos residentes y de neutréfilos sanguineos
al sitio de la lesion.

Una vez inoculados los promastigotes, se da la activacion de la cascada
del complemento que lisa aproximadamente al 90 % de los promastigotes
metaciclicos inyectados; sin embargo, hay un 10 % que sobrevive. Esto ocurre
porque el promastigote metaciclico es mas resistente a la lisis por
complemento que el promastigote prociclico debido a su grueso glicocalix. El
parasito contiene cinasas que fosforilan a C3, C5 y C9 provocando su
inactivacion (De Almeida y col., 2003).

El parasito favorece su propia opsonizacién y posterior fagocitosis
mediada por los receptores de complemento (CR). La activacion de
complemento ha favorecido la liberacion de las anafilotoxinas C3a y C5a que
son potentes agentes quimiotacticos para neutrofilos (PMN) y monocitos (Von
Stebut, 2007a). Los mastocitos liberan sus granulos de TNF-a, que es
guimiotactico para los PMN (Von Stebut, 2007b).

A pesar de esta gran liberacion de sustancias quimiotacticas, las

primeras células en infectarse son las que ya estan en el sitio al momento de
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darse la inoculacién. Es por esto que los macréfagos residentes son los
primeros en verse afectados.

Los macréfagos fagocitan los parasitos 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). EI LPG también puede
interactuar con la proteina C reactiva y favorecer la fagocitosis a través del
receptor de dicha proteina. Este mecanismo no provoca la activacion del
macrofago (Oliver y col., 2005).

La entrada por el receptor CD11b/CD18 es una ventaja para el parasito
porque la entrada a través de este receptor no provoca la activacion del
macrofago (Von Stebut, 2007a). Una vez en el interior del macrofago, los
parasitos se transforman en amastigotes, inhiben ademas la produccion de IL-
12 por el macréfago y se dividen activamente.

Eventualmente lisan el macréfago e invaden otro. Hasta este momento
la infeccion no muestra ninguna manifestacion clinicamente detectable (Von
Stebut, 2007b). Los PMN liberan IL-8 favoreciendo la llegada de un mayor
namero de estas células (Charmoy y col., 2010) y liberan quimiocinas como
MIP-1a/f y MIP-2 que atraen a los monocitos al sitio de inoculacion (Von
Stebut, 2007b).

El PMN es utilizado por el parasito como un refugio contra la lisis
mediada por complemento hasta el momento en que llega un mayor niumero de
monocitos/macrofagos al sitio de la inoculacion, los cuales son las células
hospederas definitivas.

Con la llegada de los macréfagos, se favorece la apoptosis de los PMN.
Normalmente, la fagocitosis de PMN apoptéticos por parte de los macréfagos
no genera una respuesta inflamatoria. De esta forma, el parasito penetra en los
macrofagos sin despertar una respuesta microbicida (Charmoy y col., 2010).

La llegada de las células dendriticas al sitio de inflamacion marca el
inicio de la respuesta adaptativa a la infeccion por Leishmania.
Aproximadamente 6 semanas despueés de la inoculacion, el nimero de células
dendriticas que contienen CD11c en su membrana aumenta al igual que el
namero de células dendriticas parasitadas. La llegada de las células
dendriticas se ha relacionado con el aumento de las concentraciones de IL-12,

26



la migracion de los linfocitos T CD4+ y T CD8+ al compartimiento cutaneo, la
muerte del parasito y la involucién de la lesion clinica (Von Stebut, 2007b).

Las primeras interacciones de las células dendriticas con los parasitos
se dan a través de los receptores “Toll-like” (TLR). Todos los TLR, con
excepcion del TLR-3, sefializan a través de la proteina adaptadora MyD88, que
es codificada por el gen de respuesta de diferenciacion primaria mieloide. Las
células dendriticas de ratones que no poseen la proteina MyD88 se activan
poco y producen menos IL-12p40 al ser infectadas por L. braziliensis. Esto se
traduce clinicamente en lesiones mas grandes y cronicas.

En contraste, las células dendriticas que carecian de TLR-2 mostraban
una activacion mas fuerte y mayor produccion de IL-12 cuando entraban en
contacto con el parasito. De esta manera, eran muy eficientes para activar las
células T CD4+ lo cual quedd evidenciado por los altos niveles de interferén
gamma (IFN-y) y por una mayor resistencia a la infeccion. De estos resultados
se puede inferir que MyD88 es indispensable para generar una respuesta
inmune contra el parasito; mientras que el rol del TLR-2 es regulador (Vargas-
Inchaustegui y col., 2009).

Adicionalmente, los TLR también son importantes para la activacion de
las células natural killer (NK) (TLR9) y son necesarios para que el macréfago
pueda destruir los amastigotes ante la estimulacion con IFN-y (Vargas-
Inchaustegui y col., 2009).

La participacién de los LTcl se da por dos mecanismos: por accion
directa de los mecanismos citotoxicos y por la produccion de las citocinas
activadoras de macrofagos (TNF-a e IFN-y) que favorecen la muerte de los
pardsitos intracelulares. Los mecanismos citotoxicos de los LTc provocan la
lisis de los macrofagos infectados a través de la via de la perforina/granzima o
del CD95/CD95L o de ambas (Hernandez-Ruiz y Becker, 2006).

[1.8. Larespuestainmune frente a L. infantum

El desarrollo de la enfermedad esta ligado tanto a la respuesta inmune
del hospedador como a la persistencia y multiplicacion del parasito (Reis y col.,
2010).

Después de la infeccion, pueden desarrollarse dos tipos de respuesta

inmune mediada por los linfocitos T, una respuesta celular (Thl) asociada a la
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inmunidad protectora y otra respuesta humoral (Th2) asociada a la
susceptibilidad o progresion de la enfermedad.

Los diferentes componentes de la respuesta inmune y las interacciones
entre ambos tipos de respuesta son diversos y complejos, no observandose
necesariamente uno u otro extremo de estas respuestas, sino mas 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 (Thl), con la produccion de citoquinas por parte de células T
activadas (CD4+), como: interferén y (IFN-y), interleukina-2 (IL-2) y factor de
necrosis tumoral a (TNF-a), que estimulan la actividad leishmanicida de los
macréfagos (Pinelli y col., 1994; Vouldoukis, 1996).

El producto utilizado para destruir al parasito es 6xido nitrico producido
por los macréfagos activados. IL-10 es considerada el regulador de la
respuesta Thl, manteniendo el balance entre las respuestas Thl y Th2.
(Santos-Gémez y col., 2002; Holzmuller, 2006).

La susceptibilidad a la enfermedad va estar determinada por una
respuesta humoral (Th2). La respuesta Th2 induce Ila aparicion de
interleuquina-4 (IL-4) e interleuquina-10 (IL-10) que promueven la estimulacion
de los linfocitos B generando elevadas concentraciones de y-globulinas
(Persechino y Oliva, 1986; Guarga, y col., 2000; Noben-Trauth y col., 2003;
Barbieri, 2006).

[1.9. Coinfeccion VIH-Leishmania

Han habido importantes cambios en los patrones epidemiologicos
de la LV, tradicionalmente una enfermedad infantil, hoy la coinfeccion VIH-
Leishmania afecta sobre todo a adultos: el 77% de los pacientes coinfectados
tienen edades comprendidas entre los 31-50 afios (Jiménez, 1994; Morales y
col., 2002; Morales, 2004).

En los paises del suroeste de Europael 9% de los pacientes con
SIDA sufren de LV como primoinfeccion o reactivada. Se propone que la
transmision del parasito se realiza a través de las jeringuillas compartidas por
adictos a drogas por via parenteral. Se ha propuesto un esquema de

transmision mixto de L. infantum en los paises mediterraneos: existe un ciclo
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zoonotico mantenido entre perros y a través de la picadura de dipteros y que
de manera accidental infecta al humano, al que se asocia un ciclo
antroponatico artificial, en el que el fleb6tomo ha sido sustituido por las
jeringuillas compartidas (Jiménez, 1994; Morales y col., 2002; Morales, 2004).

11.10. Epidemiologia de LV

La LV es endémica en 62 paises con mas de 310 millones de personas
viviendo en zonas de riesgo segun reporte del 2015. En el 2004 poseia una
incidencia de 300.000 casos por afio, produciendo mas de 20.000 muertes
anuales. En seis paises 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 dia, 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
mas importantes que afecta a la poblacién pobre que vive principalmente en
areas rurales y suburbanas, siendo endémica en la mayoria de regiones
tropicales y subtropicales tanto en el Nuevo como en el Viejo Mundo (Alvar y
col., 2006).

[1.10.1. Epidemiologia de LV en Argentina

En el periodo comprendido entre 1923 a 2004 fueron descritos 17 casos
de LV, dentro del area endémica de LC por L. braziliensis (ninguno de ellos en
Misiones); 4 se consideraron importados; uno desde Italia (Acufia 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 autdctonos de las Provincias de Salta,
Jujuy, Tucuman, 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 considerd una LV por L. infantum aut6ctona en

el diagndstico de los casos: i) la ausencia del vector de L. infantum en
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Argentina, Lu. Longipalpis. ii) el solapamiento geografico de los casos en zona
endémica de LC por L. braziliensis (Cérdoba-Lanus), iii) sintomatologia
simultanea con LC y iv) la ausencia de caracterizacion del agente causal en la
mayoria de los casos, llevé a deducir que estos eran debidos a la
visceralizacion de una LC (Grimaldi y col., 1989; Campanini y col., 1993; Torno
y col., 1995; Sinagra y col., 1997; Salomén y col., 2001).

No se puede descartar que los casos de LV hayan sido debidos a L.
infantum y que la transmision sea debida a otras especies de Lutzomyia
(Salomén y col., 2001). Se ha considerado también la existencia de focos
enzoodticos de LV cuyo contacto con el hombre sea esporadico y excepcional
(Salomén y col., 2001). En la comunidad internacional, se asume que en
Argentina existen focos endémicos o esporadicos de LV zoondtica
probablemente debidos a L. infantum y que tienen al perro como reservorio
(OMS., 1990).

La primer captura de Lu. Longipalpis en el pais data de 1951 en el
municipio de Candelaria (Misiones) (Duret, 1952) y hasta 50 afios después no
se volvid a tener constancia de esta especie en la zona. El segundo hallazgo
tuvo lugar en Corpus (Misiones) en el afio 2000 (Salomén y col., 2001).

En 2006, se colectaron 4 machos y 24 hembras en la ciudad de Posadas
(Misiones), y 2 hembras en Candelaria (Misiones) (Salomén y col., 2008).
Recientemente, se ha encontrado en la ciudad de Posadas (Misiones) una tasa
de infeccién por L.infantum del 3.4% en 211 hembras de Lu. Longipalpis
estudiadas (Acardi y col., 2010).

La transmision 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 sélo LCan (Ministerio de Salud de la Nacion, 2010).

[1.10.2. Epidemiologia de LV en Misiones

El primer caso humano descrito de LV autéctona en la Argentina causado
por L. infantum tuvo lugar en Misiones, ciudad de Posadas, en el afio 2006. La
transmision ha sido asociada con perros enfermos e identificacién del principal
vector (Lu. longipalpis) en la misma zona (Salomén y col., 2008).

Esta Provincia es la mas afectada por esta patologia, habiéndose

registrado desde 2006 a junio del 2016, 113 casos humanos, segun 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 afio, se han
registrado 4 casos humanos.

Misiones es un area endémica para LC causada por L. braziliensis,
siendo ésta la Unica especie autOctona 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 dltimos afos, ha ocurrido en las inmediaciones de la ciudad de
Posadas y en la ciudad misma, una serie de cambios tanto ecolégicos como
demogréficos que pueden haber favorecido la aparicion y establecimiento de
este nuevo foco de LV. Como por ejemplo la deforestacién indiscriminada sin
politicas de reforestacion y la construccion de una central hidroeléctrica
(Yacyreta-apipé) en el Rio Parana, 100 km aguas abajo de Posadas.

Estos cambios han supuesto una subida de 87 m. sobre el nivel del mar
en los ultimos 37 afios (www.yacyreta.org.ar), que ademas de generar un gran
anegamiento de areas riberefias en las zonas afectadas de Paraguay y
Argentina, con una transformacion del ecosistema local, han provocado el
desplazamiento de una gran cantidad de poblacién humana (relocalizaciones)
hacia asentamientos periféricos, bajo condiciones de aislamiento vy
marginacion.

La deforestacion en las inmediaciones de la ciudad en estos ultimos afios
puede haber sido la causa de los cambios en la biologia del vector, provocando
la urbanizacion del mismo.

En este contexto ambiental degradado, se encuentra una enorme
poblacién de perros callejeros o de vida semilibre sin ningiin control sanitario.
Estos cambios han podido favorecer la urbanizacion 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).
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I1.11. Epidemiologia de LC

La LC es endémica en mas de 70 paises, pero el 90% de los casos
ocurren en Afganistan, Algeria, Brasil, Pakistan, Peru, Saudi Arabia, and Syria
(Desjeux, 2004).

Sin embargo, en la década pasada, incrementaron el nimero de casos
en Afganistan, Bolivia, Brasil, Colombia, Perd, y Siria. Este incremento puede
explicarse en parte por una mejora en eficiencia en el diagnéstico y notificacion
de casos, pero también son resultado de un inadecuado control del vector y
reservorios, incremento en la deteccion 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).

Ademas, muchas infecciones son asintomaticas o reciben un
diagndstico erréneo, razon por la que la distribucion global de la LC es muy
probable que esté subestimada (Escobar y col., 1992; Reithinger y col., 2007).

En areas endémicas, la prevalencia de LC se incrementa con la edad
hasta los 15 afios, tras lo cual la prevalencia decrece, posiblemente por la
adquisicién de inmunidad.

Los focos de infeccion son los hogares, lo que podria estar determinado
por el corto rango de vuelo de los vectores, la transmision antropogénica o
susceptibilidad genética. Los factores de riesgo mas comunes incluyen: sexo
(el sesgo sexual suele apuntar a patrones de comportamiento que aumentan la
exposiciéon del vector), edad, disefio del hogar y material de construccion y la
presencia de animales domésticos (Killick-Kendrick, 1999; Reithinger y col.,
2003; Brooker y col., 2004; Castellucci y col., 2005).

[I.11.1. Epidemiologia de LC en Argentina

La primer descripcion 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 (Salomén vy col., 2006).

El area endémica argentina de LC comprende unos 500.000 km2
distribuidos en 9 provincias politicas y 4 regiones ecolOgicas: la selva
subtropical del noroeste(Yungas) y su piedemonte, la selva subtropical del

noreste (Paranaense) y la selva en galeria asociada a la cuenca Parana-
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Uruguay, y entre ambas la region chaquefia himeda y la region chaquefia seca
(Salomon y col., 2004).

Se determiné la presencia de 20 especies de Phlebotominae en el pais;
Lutzomyia neivai, la mas abundante en situaciones de brote, se encontré con
infeccion natural por L. braziliensis (Salomén, 1998; Spinelli y col., 1999;
Cordoba-Lanus y col., 2003). Esta especie esta usualmente acompafiada por
Lu. migonei en todo el territorio, o Lu. whitmani en el este (Salomon y col.,
2002a; Salomén y col., 2004).

La notificacidon 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
namero promedio de casos oscila entre 40 y 90 por afio, distribuido entre las 9
provincias (Bernasconi, 1930; Cedillo y col., 1988).

Un brote de LC por L. braziliensis ocurrio en Salta (localidad de Pichanal),
entre el 1984 y el 1987, involucrando areas periurbanas y rurales, con
incidencia similar en hombres y mujeres, asi como en los jovenes (Villafafie y
col., 1988; Sosa y col., 1993; Sosa y col.,1994).

En 1997 ocurri6 un nuevo brote de LC en Salta. La prevalencia de la
infeccion (reactivo al test de Montenegro) resulté de 171/1000 habitantes en
Paraje Las Carmelitas y 790/1000 en Rio Blanco, mientras que la prevalencia
de las Ulceras activas por LC resultaron 72/1000 y 790/1000 respectivamente.
Los patrones clinicos y epidemiol6gicos coincidieron con los de L. braziliensis y
el género Lutzomyia fue identificado como vector (Villafafie y col., 1988; Sosa y
col., 1993).

El brote ocurre luego de una intensa deforestacion, por lo que se
hipotetiza que esto empujé al vector a zonas suburbanas. Ademas, se
establecieron asentamientos humanos en las proximidades de las zonas
deforestadas (Salomon 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 afos,
sugiriendo transmision peri doméstica (Salomoén, 2002a; Sosa y Salomoén,
2002).
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[1.11.2. Epidemiologia de la LC en Misiones

Desde 1977 hasta 1997, la provincia de Misiones no contaba con
antecedentes epidémicos de esta patologia: en ese periodo se habian
registrado en la provincia un total de 9 casos (Salomén y col., 2001c; Salomén
y col., 2002). En 1998 aparece en una localidad del departamento Iguazu,
Puerto Esperanza, el primer brote de LC. Ese afio se notificaron en esa
localidad 109 casos, de los cuales 77 pertenecian a un mismo barrio (Salomén
y col., 2006).

En 2004 aparece un nuevo brote en esa zona, asociado a la deforestacion
en la represa de Urugua-i. De los 20 casos notificados en ese brote, el total
eran hombres mayores de edad, y 18 habian estado realizando trabajos de
desmalezamiento y deforestacion (Salomon y col.,2006).

Durante el 2004 y 2005, 36 casos de LC fueron notificados en el Hospital
de Puerto Iguazu (departamento Iguazu). 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 (Salomén y col., 2009).

[I.12. Diagnéstico

[1.12.1. Diagnéstico clinico de LV en humanos

Las manifestaciones clinicas mas 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 caracteristicos la leucopenia, trombocitopenia e
hipergammaglobulinemia. Estas manifestaciones pueden ser muy diversas en
cuanto a la forma e intensidad. Esta variabilidad en la expresion 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 razén, es importante disponer de técnicas
diagnosticas para confirmar los casos sospechosos de LV o descartarlos y
poder continuar con la busqueda del diagnostico.

Segun el Ministerio de Salud de la Nacién los casos de LV pueden

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

Paciente asintomatico: paciente infectado que luego del periodo de

incubacion no desarrolla sintomatologia y es posible diagnosticar por la
presencia de serologia positiva.

Paciente oligosintomatico o subclinico: paciente infectado que presenta

caracteristicamente un cuadro febril prolongado conjuntamente con sintomas

inespecificos como tos seca, adinamia, diarrea, leve engrosamiento del higado

o del bazo.

El paciente sintoméatico es un paciente infectado que puede presentarse
como:

e Forma aguda: EI paciente presenta un cuadro febril, alteraciones
hematoldgicas, agrandamiento de higado y del bazo. En el paciente
presenta un buen estado general.

e Forma clasica: la fiebre se torna persistente y ondulante. Hay hepato-
esplenomegalia masiva presentado una distensién importante del
abdomen. Ademas se presentan adenopatias generalizadas, signos de
sangrado (epistaxis, hemorragia gingival), anorexia, pérdida de peso,
caquexia, debilidad progresiva, y signos de desnutriciébn calérico-proteica,
edemas y ascitis. Hay alteraciones en la piel, que puede ser grisacea,
oscura o palida, reseca y escamosa.

Se considera caso sospechoso de LV a toda persona que proviene de
un area endémica o de otra donde esté ocurriendo un brote y presente alguno
de los siguientes sintomas: sindrome febril prolongado (mas de dos semanas),
esplenomegalia, hepatomegalia, adenomegalia, edema, ascitis, anorexia,
caquexia, anemia o pérdida de peso.

Es caso confirmado todo paciente sospechoso que tenga un diagndstico
confirmatorio de LV por serologia o por confirmacion parasitoldgica en tejidos
(Ministerio de Salud de la Nacion, 2010).

[1.12.2. Diagnaostico clinico de LC en humanos

El espectro clinico de la leishmaniasis cutanea es amplio y puede simular el
de otras enfermedades cutaneas, como las infecciones estafilococicas o
estreptocadcicas, las ulceras micobacterianas, la lepra, las infecciones fungicas,

el cancer, la sarcoidosis o0 la ulcera tropical. Como la presentacion clinica de la
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leishmaniasis cutanea no es especifica y el tratamiento es caro, complejo o

toxico, se requiere confirmacion diagnostica (OMS, 2010).

[1.12.3. Diagnaostico clinico en canes

Es caso sospechoso de LCan todo can proveniente de un area endémica
con manifestaciones clinicas compatibles con la enfermedad (fiebre irregular,
apatia, caquexia, descamaciones y Ulceras 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 diagndstico confirmatorio de LCan por laboratorio. El criterio de laboratorio
es que el can que presente mas de una prueba seroldgica positiva o examen

parasitologico positivo (Ministerio de Salud de la Nacion, 2010).

[1.13. Técnicas de laboratorio

Los métodos de diagndstico se clasifican segun cdmo demuestran la
presencia del parasito. Pueden ser métodos directos, si determina presencia
del parasito o parte de €l (ADN) en el material clinico, o indirectos si se
demuestra exposiciones previas del sujeto con el parasito (por ejemplo
anticuerpos) en la muestra. Pero los pacientes pueden poseer los anticuerpos y
no estar cursando la enfermedad o bien, deberse a una infeccion anterior
(Solano-Gallego, 2009). Todas ellas van a tener unos margenes de sensibilidad
y especificidad, reacciones cruzadas con otros agentes infecciosos, asi como
una distinta relacion coste/complejidad en la realizacion, la eleccién de una u
otra prueba (o combinacién de ellas) va a depender del objetivo planteado
(Schallig y col., 2004; Baneth y Aroch, 2008; Gomes y col., 2008).

[1.13.1 Métodos directos

Son los mas fiables ya que evidencian el parasito por visualizacion
directa (observacion microscopica de frotis o cultivo) o mediante técnicas de
biologia molecular como la PCR. Es un método que goza de una alta
especificidad, en cambio la sensibilidad esta condicionada por factores como el

tipo de muestra biologica 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 diagnostico en LC es la demostracion
de parasitos en material de biopsia, aspiracion o raspado de las lesiones
cutaneas, pero su sensibilidad es muy variable dependiendo de la especie
involucrada y el estadio de la lesion. Por consiguiente deberian realizarse
varias pruebas parasitolégicas en cada paciente (OMS, 2010).

La técnica de referencia para el diagndstico de LV es la demostracién de
parasitos en material de puncion esplénica, previo cultivo o no. Ademas de la
puncion esplénica, también es muy utilizada la muestra de PAMO, ambas son
muestras obtenidas por métodos altamente invasivos (Boelaert y col., 2007).

En la puncién esplénica, que muestra clinica de eleccidén 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 observacion de parasitos 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
identificacion de promastigotes al microscopio Optico y la baja sensibilidad de
este método (42,3%), es necesario utilizar técnicas complementarias para el
diagnéstico (Manna y col., 2004; Boelaert y col., 2007).

Los métodos moleculares han contribuido a una nueva expansion de la
epidemiologia, facilitando la identificacion especies de Leishmania. La PCR es
un método que goza de una alta especificidad, en cambio la sensibilidad esta
condicionada por factores como el tipo de muestra bioldgica 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 identificacion de parasitos en los casos
activos, también sirve para monitorear la cura parasitologica después de un
tratamiento (Cortés y col., 2004).

Usando sangre periférica, la toma de muestras es mas simple y menos
invasiva, lo que facilita el diagnostico y la aceptacion por parte de los duefios.
Pero la duracion, constancia e intensidad de la parasitemia en los perros es
todavia desconocida, pudiendo acontecer falsos negativos especialmente en
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perros asintomaticos (Lachaud y col.,, 2002). Hay que destacar que un
resultado PCR negativo en un perro clinicamente sospechoso, no es suficiente
para descartar la infeccion (Baneth y Aroch, 2008).

La aplicacion conjunta de la biologia molecular y la biologia evolutiva
pueden ser usadas para definir, identificar y rastrear cepas de patdégenos y
evaluar el impacto de su diversidad genética en diferentes aspectos, como ser
epidemioldgico, patogenicidad, resistencia a drogas y comportamiento
inmunoldgico (Botilde y col., 2006; Tibayrenc y col., 2009; Ministerio de Salud
de la Nacién, 2010; Cortés y col., 2011).

[1.13.2. Técnicas indirectas

En el diagnostico de LC las técnicas serologicas 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
areas donde puedan ocurrir reacciones cruzadas con otros parasitos, como
Trypanosoma cruzi (Reithinger y col., 2007).

Ademas, 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
variacion en la sensibilidad y la aparicion de reacciones cruzadas (Kar, 1995).

La prueba cutanea de la leishmanina (reaccion de Montenegro) puede
ser Gtil en los estudios epidemiolégicos, pero es de escaso valor en el
diagnéstico de la leishmaniasis cutanea. Ni las pruebas seroldgicas ni la
prueba cutdnea de la leishmanina permiten distinguir las infecciones actuales
de las pasadas (OMS, 2010).

Las técnicas serologicas para LV presentan una sensibilidad vy
especificidad aceptable y, a diferencia de la microscopia, pueden realizarse en
suero (Ministerio de Salud de la Nacién, 2010).

El Ministerio de Salud de la Nacién recomienda también el uso de
técnicas serologicas para el diagndstico de la LV, tanto en canes como
humano, y considera una prueba seroldgica positiva como criterio de infeccion

y recomienda tratamiento.
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El resultado de una prueba serolégica es suficiente para la confirmacion
del caso segun el Ministerio de Salud de la Nacion. 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 Nacioén, 2010; OMS, 2010).

Entre las técnicas serologicas disponibles, las mas utilizadas para el
diagnostico de leishmaniosis son Inmunofluorescencia indirecta (IFl), test
inmunocromatografico rdpido basado en el antigeno recombinante K39
(ICT) o enzimoinmunoensayo (ELISA) y la aglutinacion directa (Ministerio
de Salud de la Nacién, 2010).

Existe una correlacion positiva clara entre la titulaciéon de anticuerpos
anti-Leishmania y la presencia de signos clinicos de la enfermedad, un elevado
titulo de anticuerpos podria confirmar una LCan. (Solano-Gallego y col., 2001;
Reis y col., 2006; Teixeira Neto y col., 2010). Asi, un resultado claramente
positivo por serologia y un cuadro clinico compatible, puede ser suficiente para
confirmar un caso, pero los resultado dudosos son mas complicados de
interpretar, especialmente porque la seroconversion en los perros puede ocurrir
1 a 22 meses tras la infeccion (Moreno y Alvar, 2002).

A pesar de lo mencionado anteriormente, todas las pruebas seroldgicas
tienen las siguientes limitaciones: en primer lugar, los anticuerpos especificos
permanecen detectables hasta varios afios después de la cura clinica, por lo
tanto, la recaida no puede ser diagnosticada por serologia; en segundo lugar,
una proporcion significativa de personas sanas que viven en zonas endémicas,
sin antecedentes de LV son positivos para anticuerpos contra leishmania
debido a infecciones asintomaticas. Las pruebas basadas en anticuerpos
siempre deben utilizarse en combinacién con la definicion de caso clinico
estandarizado para LV (OMS, 2010). Ademas, los anticuerpos no permiten
diferenciar entre una infeccion nueva y una reinfeccion, ni tampoco son un
criterio de cura o éxito terapéutico (Ministerio de Salud de la Nacién, 2010;
Boelaert y col., 2007).

Adicionalmente, las pruebas serologicas no son eficaces para el
diagnéstico en inmunodeprimidos (porque no producen anticuerpos en

cantidad) ni tampoco en una infeccion reciente, donde tampoco se encuentran
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anticuerpos suficientes circulantes (Ministerio de Salud de la Nacién, 2010;
Boelaert y col., 2007).

[I.14. Caracterizacion molecular de especies

[1.14.1. PCR-RFLP

La PCR-RFLP es una técnica que permite identificar especie de
Leishmania. Esta técnica consiste en realizar una amplificacion de una region
altamente variable y luego realizar una digestion enzimética de estos productos
y someterlos a separacion por peso molecular en una electroforesis en gel de
agarosa. Dependiendo de la diana genética que se elija, ademas 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 mas
apropiada para la identificacion genética debido a que los minicirculos
mitocondriales presenta mayor variedad: Esto no solo se debe al gran
repertorio de variacion en las secuencias de los minicirculos de kDNA, sino
también al hecho que el ADN de los minicirculos tienen un papel crucial en la
funcién genética de la mitocondria; asi, estas secuencias de ADN son mas
propensas a una rapida respuesta a diversas condiciones ambientales y
situaciones de estrés, y la aptitud parasito que confiere ventajas selectivas
diferentes podria depender de las clases de minicirculos 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 podria deberse a la alta variabilidad de las secuencias de los
minicirculos, presente en un nimero de 10.000 copias. De esta manera, esta
heterogeneidad hace la interpretacion de los patrones generados por PCR-
RFLP relativamente dificil. El alto nimero de fragmentos de restriccion, algunos
de ellos en muy baja cantidad (variantes raras de los minicirculos), implica el
uso de equipamiento de alta resolucion (por ejemplo electroforesis capilar) y
una operacion estricta de los procedimientos estandar, lo cual impide
comparaciones entre laboratorios. Otro punto débil de esta técnica es la propia

naturaleza no genomica del ADN blanco. Como la segregacion de los
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minicirculos no es completamente conservada durante la divisién celular, esto
hace que esté sometido a la deriva genética a corto término. Esto podria
explicar la baja congruencia observada entre arboles filogenéticos de ADNK y
arboles genoémicos (Botilde y col., 2006).

[1.14.2. Tipificacién por microsatélites (MLMT)

En los ultimos afos se han utilizado cada vez mas los microsatélites como
marcadores moleculares para estudios taxonémicos de especie de Leishmania.
Es una técnica rapida y confiable para la identificacion de especie, muy
utilizado para el estudio de la epidemiologia 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 poblaciéon se infiere en
base a modelos Bayesianos y andlisis de la distancia genética (Kuhls y col.,
2011; Baleela y col., 2014; Kayter y col., 2014; Ghawar y col., 2014; Aluru y
col., 2015).

[1.14.3. 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
parasitos con igual perfil enzimético (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 aminoacidos es un marcador indirecto de la
secuencia de nucleotidos. Asi, un cambio en la secuencia de aminoacidos
alteraria la movilidad electroforética de la proteina. Para el andlisis, se
considera que las proteinas con la misma movilidad electroforética estan

codificadas por el mismo alelo (Bafiuls y col., 2007).
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CAPITULO lll: CUERPO DE DESARROLLO DEL TRABAJO DE
INVESTIGACION

lll.1. Propuesta metodolégica o Metodologia de investigacion

Se realizd un estudio de tipo descriptivo, y se correspondié con una
serie de casos con analisis retrospectivos y prospectivos.

Debido al numero de muestras estudiadas, resultd 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 afios anteriores, y se continué con la recoleccion de muestras

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

[11.2. Materiales y métodos

l11.2.1. Area de estudio

El presente estudio en humanos se realizé a partir de individuos
residentes en la provincia de Misiones. Segun el censo de INDEC al afio 2010,
Misiones contaba con 1.101.593 habitantes, de los cuales el 49,68% eran
hombres (INDEC, 2010).

Los canes pertenecian a dos ciudades de la provincia: Posadas y Puerto
Iguazu. En la ciudad de Posadas se reportaron 324.756 habitantes y 93.120
viviendas en la ciudad segun censo INDEC 2010.

En estudios veterinarios se estiman en promedio un perro por vivienda.
En la ciudad de Puerto Ilguazi se reportaron 82.227 habitantes y 21.466
viviendas en la ciudad segun censo INDEC 2010.

La provincia posee un clima tipicamente subtropical; caluroso con
abundantes lluvias y alta humedad relativa. Esta comprende una superficie de
29.801 Km?, limitando al norte y al este con Brasil, y al oeste con Paraguay. En

la Figura 4 se puede observar la ubicacion de Misiones en la region.
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Figura 4. Ubicacién de la Provincia de Misiones en la regién.

[11.2.2. Canes

[11.2.2.1. Poblaciones canina de estudio

En el presente estudio se trabajé con dos grupos canes de dos regiones
geograficas, Posadas y Puerto Iguazi. Los perros de Posadas fueron
diagnosticados en el Instituto Municipal de Sanidad Animal (IMuSA) en el afo
2016 mediante signos clinicos y estudios serolégicos, y los de Puerto Iguazu
fueron seleccionados de un estudio realizado anteriormente (Acosta y col.,
2015).

[11.2.2.2. Criterio de inclusion de canes
Canes que residian 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 logréo amplificar mediante PCR ADN compatible
con el género Leishmania.

e Los canes incluidos pertenecientes a propietarios que residian en

Misiones y que no habian salido de la provincia.

e Sus respectivos dueiios firmaron un consentimiento para el estudio.

e Fueron sometidos a evaluacion veterinaria y fue confeccionada una ficha

epidemioldgica.

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

popliteo.
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e Resultaron positivos en al menos uno de los siguientes estudios: a) Test
inmunocromatografico rk39, b) Test de Inmunofluorescencia Indirecta, c)
PCR.

[11.2.2.3. Encuesta epidemiolégica canes

Los datos epidemiolégicos registrados en las fichas de los canes
estudiados fueron: la fecha de toma de la muestra, el nombre del propietario,
su DNI y domicilio, namero de teléfono, el nombre del perro, la raza, la edad, el
lugar donde el perro habitaba en la casa, la presencia de mas perros en la
vivienda, clinica compatible y los siguientes signos clinicos: adenopatias,
esplenomegalia, hepatomegalia, onicogrifosis, alopecia, apatia, descamaciones
epiteliales, ulceraciones, pérdida de peso, signos oculares y demodexia. Estos
datos fueron ordenados en una base de datos para facilitar su lectura y
analisis. En el Anexo | se encuentra un modelo de la ficha clinica utilizada para

recoger los datos de los perros.

[11.2.2.4. Muestras clinicas de canes

Las muestras de los canes fueron extraidas por médicos veterinarios, asi
como los datos epidemioldgicos y clinicos de cada perro, los datos de contacto
del propietario y el consentimiento informado. Las muestras consistieron en:

a) aspirado de ganglio popliteo colocado en un tubo de plastico con
etanol absoluto.

b) un mililitro de sangre periférica en tubos de plastico, los tubos fueron
centrifugados a 6.000 revoluciones por minuto por 5 minutos para separar el
suero y este fue conservado a 4°C hasta su posterior utilizacién.

Los tubos, tanto los de suero como los de aspirado de ganglio popliteo,
fueron rotulados segun el cédigo con que se denomino al perro dentro del
laboratorio y fueron conservados a 4°C hasta ser enviados en el Laboratorio de

Parasitologia de la Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y Naturales.

[11.2.2.5. Consideraciones éticas con canes
El consentimiento informado utilizado durante la toma de muestra de
canes en los proyectos anteriores se encuentra en Anexo Il. Las muestras

provenientes del IMUSA poseen un consentimiento informado que se conserva
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en dicho establecimiento. En el Anexo lll se encuentra el modelo de

consentimiento utilizado en el IMuSA.

[11.2.3. Humanos

[11.2.3.1. Poblacién de pacientes estudiados

Pacientes que residian en la Provincia de Misiones y que concurrieron a
consulta clinica entre el 2010 y 2015 y resultaron caso sospechoso de
leishmaniosis. Pacientes de los que logré amplificar por PCR ADN compatible

con el género Leishmania.

[11.2.3.2. Criterios de inclusién humanos

e Residentes de la provincia de Misiones que resulten caso sospechoso de
leishmaniosis.

e Pacientes a los que se le extrajo muestras clinicas de sangre enteray PAMO
0 biopsia.

e Pacientes que presentaron autorizaciéon de uso del material clinico para
estudios de caracterizacion molecular del agente etioldgico.

e Sujetos con al menos un resultado positivo en alguna de las siguientes
técnicas: inmunocromatografia, examen parasitolégico directo y/o PCR.

e Pacientes que poseian una ficha clinico-epidemiol6gica cumplimentada por
el profesional médico tratante.

[11.2.3.3. Encuestas epidemioldgicas humanos

Los médicos cumplimentaron las fichas clinico-epidemiolégicas en las
que asentaron los datos epidemiologicos y clinicos del paciente. Los datos
epidemioldgicos 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 sintomas y signos clinicos
recogidos fueron los que siguen: fiebre, pérdida de peso, hepatomegalia,
esplenomegalia, palidez, ictericia, edema, ascitis, nodulos linfaticos. En el
Anexo IV se encuentra un modelo de la ficha clinica utilizada para recoger los

datos epidemiolégicos de los pacientes.
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[11.2.3.4. Muestras clinicas de humanos

Las muestras de sangre fueron tomadas por el personal de salud de la
institucion a la cual acudio el paciente. Estas consistieron en tres mililitros de
sangre periférica en tubos de plastico. Los tubos con sangre fueron
centrifugados por 5 minutos a 6.000 rpm para recuperar el suero.

El médico tratante fue quién recolecto las muestras de PAMO en el caso
de sospecha de LV o biopsia de Ulceras en el caso de sospecha de LC. Para
tomar la muestra de biopsia, se seleccionaron Ulceras que presentaban bordes
activos, y se realiz6 un pequefa incision con bisturi estéril. La biopsia fue
colocada en un tubo con etanol absoluto. Para la recoleccion de la muestra de
PAMO, se tom6 1,5 ml de muestra en una jeringa con EDTA. Los recipientes
con las muestras fueron enviada al Laboratorio de Parasitologia.

Los tubos con ADN extraido fueron almacenados en congelador a -20°C
hasta que fue realizada la amplificacion.

Todos los tubos fueron rotulados segun un cédigo que se otorgo al
paciente al llegar su material al Laboratorio de Parasitologia, siendo

desvinculados de los datos nominales.

[11.2.3.5. Consideraciones éticas con humanos

El consentimiento informado de los pacientes aval6 la realizacion de
técnicas diagnésticas para la identificacion de especie de Leishmania. El
laboratorio recibié los datos de la clinica del paciente, asi como estudios
anteriores, tanto para leishmaniosis como otras patologias y datos de
importancia epidemioldgica. El laboratorio no recibié datos que identifiquen al
paciente (nombre, DNI, direccion, teléfono, etc.). El modelo del consentimiento
informado utilizado en el Hospital Escuela de Agudos “Ramén Madariaga” para
estudios de LV se encuentra en el Anexo V.

[1l.2.4. Diagnostico de laboratorio
En canes y humanos fueron utilizadas distintas técnicas para el

diagnostico. Las distintas técnicas fueron realizadas en doble ciego.
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[11.2.4.1. Métodos seroldgicos

En las muestras de suero de humanos se realizé una ICT (metodologia
en Anexo VI) “Kalazar DetectTM Rapid test” de InBIOS International, Seattle,
WA para humanos.

Mientras que con suero de los canes se realizd IFI (metodologia en
Anexo VII) e ICT. Se utilizaron tiras reactivas “Kalazar Detect™ Rapid test”,

INBIOS International, Seattle, WA para perros.

[11.2.4.2. Observaciéon microscopica

El diagnéstico parasitologico a través de la observacion microscopica solo se
realiz6 con las muestras humanas. En las muestras caninas no se realizaron
observaciones al microscopio optico.

Se realizaron extendidos de las muestras clinicas humanas coloreadas con
Giemsa para visualizacion al microscopio optico a 100x.

Los extendidos se realizaron en el Laboratorio de Parasitologia de la
siguiente manera: Del tubo con el material se tomé una gota con una pipeta
Pasteur y se depositd sobre un portaobjetos limpio y desengrasado. Se coloco
otro portaobjeto a 45° y se deslizé suavemente para realizar el extendido. Se
dej6 secar 15 minutos y se fij6 la muestra con metanol absoluto diez minutos.
Luego se cubrié con Giemsa por veinte minutos y tras un lavado, se dej6 secar
y se monté al microscopio.

En caso de visualizacion de amastigotes se consider6 muestra positiva.

[11.2.4.3. Métodos moleculares

Las muestras de ganglio popliteo de los canes fueron rehidratadas y a
continuacion sometidas a extraccion de ADN mediante el método de
Fenol/Cloroformo. Las muestras clinicas de humanos fueron extraidas por
columna de extraccion (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 realizé una amplificacion por PCR de la region ITS-1 para
identificar género Leishmania y a continuacién se realiz6 una digestion

enzimatica con la enzima Haelll para determinar la especie.
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[11.2.4.3.1. Rehidratacién de las muestras en etanol
Previa extraccion de ADN la muestra fue rehidratada de la siguiente
manera:
1.Se centrifug6 el aspirado de ganglio con etanol a 6000 rpm por 10 min.
2.Se elimind el etanol con pipeta.
3.Se resuspendié el sedimento en 1ml de PBS 1x.
4.Se centrifug6 a 6000 rpm por 10 min.
5.Se eliminé el PBS 1x con pipeta.
6.Se repitié el lavado con PBS una vez.
7. Se resuspendio el sedimento en 400 pl de solucion tampdén NET10 (Cloruro
de sodio 1 M, EDTA 0,5 M, Tris-acido cloridrico 1 M).

[11.2.4.3.2. Extraccién de ADN de muestras de canes
La extraccion de ADN en muestras biologicas de perros se realizd
utilizando el método con fenol-cloroformo y precipitacion con etanol siguiendo

las indicaciones de “Maizels” con ligeras modificaciones (Maizels y col., 1991).

1.En un tubo se colocd 200 ul de aspirado de ganglio.

2.Se anadioé 400 pl de NET10 + 40 ul de SDS 10% + 4 pl de Proteinasa K (20
mg/ml).

3.Se incub6 a 56°C toda la noche en agitacion.

4.Se anadié 500 pl de fenol/cloroformo/isoamilalcohol (25/24/1). Se mezcl6 por
inversion diez veces.

5.Se centrifugd a 13000 rpm por 6 min.

6. Se recuperd la fase acuosa (limpia) sobre un tubo nuevo con 500 ul de
fenol/cloroformo/isoamilalcohol (tubo A). Se mezcld 10 veces por inversion.

7.Al tubo de la fase sucia (tubo B) se agregd 400 pl de
fenol/cloroformo/isoamilalcohol + 100 ul de NET10 + 20 ul de SDS 10%. Se
mezclé 10 veces por inversion.

8.Se centrifugd el tubo B a 13000 rpm por 6 min.

9.Se recuper¢ la fase acuosa (limpia) del tubo A. Luego se mezclé 10 veces
por inversion.

10. Se centrifugd a 13000 rpm por 6 min.

11. Se recupero la fase acuosa en un tubo con 700 ul de etanol absoluto + 30 pl

de Acetato de Sodio 3M. Luego se mezclo 10 veces por inversion.
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12. Se guardo 20 min a -80/-70°C o toda la noche a -20°C.

13. Se centrifugd a 13000 rpm por 6 min.

14. Se descart6 el sobrenadante y se afiadié 1ml de etanol 70%. Se mezclé 10
veces por inversion.

15. Se centrifugd a 13000 rpm por 6 min.

16. Se descarto6 el sobrenadante

17. Se seco en bafio termostatico a 56°C por 20 min.

18. Se resuspendio en 100 pl de agua estéril.

[11.2.4.3.3. PCR ITS-1

Se realizé una amplificacién del blanco ITS-1 utilizando el protocolo
desarrollado por Schonian, con ligeras modificaciones (Schonian y col., 2003).
La PCR se realizé en un volumen final de 50 ul con 10 ul de ADN. Se utilizd
una ADN polimerasa taq recombinante de Pegasus. Los cebadores utilizados

fueron:

LITSR: 5°- CTG GAT CAT TTT CCG ATG -3
L5.8S:5- TGATAC CACTTATCG CACTT -3

Las concentraciones finales de la reaccion de PCR fueron las siguientes:
Magnesio 25 mM, dNTP 10, cebadores 10 uM, 0,14 U/ul de ADN polimerasa y
5 ul de ADN.

Se utilizé un termociclador MpltiGene ™ 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 ul del producto de amplificacion en
50 ml de tampon TBE 1x con gel de agarosa 2% tefiido con 10 pl bromuro de
etidio. La electroforesis se realizé por 60 minutos a 140 voltios. El producto

esperado se encontraba entre los 300 - 350 pb.

[11.2.4.3.4. Digestion enziméatica (PCR-RFLP)

La PCR-RFLP de ITS-1 se realizo con la enzima Haelll (5000 U a 1 U/pl,
de laboratorios In bios). Se prepard una prueba con 1 ul de enzima y otra con
1,5 pl de enzima. Ambos ensayos se realizaron a volumen de reaccion de 20 pl

con 17 pl de ADN. Estos ensayos se prepararon por duplicado.
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Fueron ensayados varios tiempos de incubaciéon: 3, 6, 8 y 16 horas a
37°C en un bafo termostatico. Luego, los productos se visualizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 3%, tefildo con bromuro de etidio. La corrida
se realizé por 2 horas y 10 minutos a 80 voltios y 30 minutos a 100 voltios. El
gel fue fotografiado por una camara de celular de 5 megapixeles y un filtro
fotografico naranja. Los patrones obtenidos de la digestion fueron comparados

con patrones de referencia.

[11.2.5. Procesamiento y analisis de datos
Los datos colectados fueron volcados hojas de célculo de Google y los

gréaficos fueron construidos con el mismo programa.

[11.3. Resultados y discusién

[11.3.1. Canes

[11.3.1.1 Datos clinico epidemioldgicos de los canes

Se incluyeron 18 perros con LCan en el estudio pertenecientes a las
ciudades de Posadas (5) y Puerto Iguazu (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 nimero 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 encontré que el 92% de los perros incluidos en ese
estudio eran mestizos, en el 2009 en la ciudad de Posadas se encontré 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
realizO con perros que concurrieron a consulta veterinaria (Acosta, 2013;
Gutiérrez, 2013; Barroso y col., 2015).
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Se encontré6 que mas del 50% (9/18) de los perros infectados tenian
entre uno y cuatro afios de edad, siendo esta franja etaria la mas afectada,
resultados similares se observaron en un estudio de prevalencia de LCan en
Posadas realizado en el afio 2010 donde se reporté un 68% de infectados en el
mismo grupo etario. Esto podria deberse al estado del desarrollo inmune
incompleto en esta franja etaria canina, mientras que los perros menores de un
afo tienen un menor tiempo de exposicion, 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
sintomaticos, y los signos clinicos méas frecuentes fueron las adenopatias
(61%), pérdida de peso (39%) y onicogrifosis (33%). Lo cual resulta en
diferentes porcentajes a lo observado en un estudio de perros sintomaticos
(N=76) con LCan realizado en Posadas, donde el 89,5% presentaron
adenopatias, 50% pérdida de peso y se observd onicogrifosis en el 6,8%.
Posiblemente esto pudo estar influenciado por el método de seleccion de los
perros incluidos en cada estudio, ya que el estudio realizado en Posadas utilizé
un muestreo aleatorio simple y el estudio de Puerto Iguazu, un muestreo
estratificado (Acosta, 2013). Segun una revisién sobre leishmaniasis realizada
por Baneth, onicogrifosis es un sintoma encontrado en el 20 - 31% de los
perros infectados y los nédulos linfaticos en el 62 - 90%, datos acordes con lo
encontrado en el presente estudio (Baneth y Aroch, 2008).

En general podria afirmarse que los cuadros clinicos de los perros
estudiados, en coincidencia con lo sefialado por OMS, en base a numerosos
informes de expertos, la mayoria de los perros sintomaticos y con sospecha de

LV resultan inespecificos en sus manifestaciones clinicas (OMS, 2010).
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Figura 5. Signos clinicos observados en perros y sus frecuencias en porcentaje.

En este estudio, aunque la muestra es pequefia, se observo que varios
perros infectados (40%) no presentaron ningln signo clinico (perros
asintomaticos), esto ya fue sefialado en numerosos estudios previos por otros
autores (OMS, 2002; Manna y col., 2004).

El diagnédstico basados en técnicas seroldgicas y en signos clinicos de
los canes no detecta los perros seronegativos con infeccién subclinica (Mateo,
2007). Tanto en Bahia (Brasil) como en Creta (Grecia) se ha observado que la
eliminacion 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).

[11.3.1.2. 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 patrén de bandas obtenido de la digestion de la region ITS-1
con la enzima Haelll.

En la Tabla 1 se observan los resultados de laboratorio por can
estudiado. En la Tabla puede observarse que los resultados de secuenciacion
y de PCR-RFLP coinciden en un 100%.
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Figura 6. Patron de bandas resultado de la digestion enzimatica.

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 digestién; 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 digestiéon de la region ITS-1 con la
enzima Haelll (Schonian y col., 2003).

En la Figura 8 se muestra la distribucion porcentual los resultados de las

pruebas de laboratorio utilizadas en canes.
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Figura 7. Patrones de bandas utilizados como referencia pertenecientes a

varias especies. Tomado de Schdonian y col. 2003.
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Tabla 1. Resultados de las pruebas de laboratorio por can estudiado.

Cddigo [Clinica| rk39 IFI PCR- [ PCR-RFLP | Secuenciacion
anidada
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: asintomatico; AC: sintomas compatibles; P: positivo; NEG: negativo.
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Fue identificado L. infantum como agente etiologico de la LCan en 18 de
los perros estudiados mediante la técnica PCR-RFLP y confirmado por
secuenciacion. Este es el primer reporte de la presencia de L. infantum en
perros de la ciudad de Puerto Iguazu.

La caracterizacion molecular de género por PCR es de alta sensibilidad
para todas las especies de Leishmania, y siendo el departamento Puerto
Iguazu, un érea histéricamente endémica para leishmaniasis cutanea (asociada
a la circulacion de L. braziliensis), es esperable que ademas de esta circulen
otras especies del género Leishmania.

La PCR-anidada mostré 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).
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Figura 8. Distribucion porcentual de los positivos de las técnicas de laboratorio utilizadas en perros.

La PCR-RFLP resulté una técnica de identificacion sencilla y rapida, si
se compara con la demostracion directa del parasito a partir de cultivo, citando
la bibliografia: “...el cultivo in vitro es una técnica ligeramente mas sensible que
la examinacion microscopica de extendidos de biopsia o muestras histologicas,
pero son muy laboriosas, costosas y susceptibles de contaminacion
microbiolégica” (Manna, 2004).

La IFI registré un positivo mas que la ICT. La sensibilidad de las ICT

(78%) resultd6 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 serolégicas 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 Iguazi (donde se reportd 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 afio 2010 reportd una prevalencia de 22,3%
(Acosta, 2013) y uno mas reciente realizado en Bonpland, Departamento
Candelaria, en el que se reportd una prevalencia del 22% (Gutiérrez y col.,
2013). En el 2014 se realiz6 un estudio de seroprevalencia en Concepcion de
la Sierra, departamento Concepcion, encontrandose que el 14,4% de los canes
estudiados estaban infectados (Parafiniuk y col., 2015). La diferencia entre las
prevalencias es soporte para la teoria de una reciente introduccion de L.

infantum en la ciudad de Puerto Iguazu.

[11.3.2. Humanos

[11.3.2.1. Datos clinico epidemiologicos de los humanos
Se incluyeron en el estudio 28 pacientes pertenecientes a la provincia de
Misiones.

- Poblacién con LV 2010-2016: 61 (segun el Informe Epidemiolégico
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 periodo 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 predileccion por el

sexo. Siendo pequefio el tamafio de la muestra, esto podria no estar reflejando
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la situacion real de la enfermedad en el area 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 proporcién de hombres y
mujeres infectados, pero que probablemente se deba a diferencias en el
acceso al sistema de salud. Ademas puntualiza que en el pasado, las
leishmaniosis en las américas han sido histéricamente enfermedades
ocupacionales. Aunque las predisposiciones ocupacionales siguen teniendo
importancia, la presencia del vector en el ambiente peridoméstico ha llevado a
un rapido aumento en el niumero de casos de personas que no tienen esta
predisposicién (OMS, 2010).

El grupo etario mas afectado incluia a los pacientes menores de seis
afos (21,5%; 6/28), lo que coincide con lo reportado por la OMS en base datos
oficiales de otros paises endémicos y con las publicaciones de la direccién de
epidemiologia de la Nacion, donde expresan que el 90% de los casos ocurre
en nifios menores de 10 afos. Aunque en nuestro estudio, no encontramos
casos de nifios entre 6 y 10 afios (Ministerio de Salud de la Nacién, 2010;
OMS, 2015).

La Figura 9 expresa la distribucién 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 Obera y
San Ignacio con el 21,5% (6/28).
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Figura 9. Distribucion porcentual de los pacientes y sus localidades.
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La Figura 10 muestra la distribucion porcentual de los signos y sintomas.
El sintoma mas frecuente entre los 28 pacientes estudiados, fue el sindrome
febril prolongado (21/28) con el 75%, seguido de esplenomegalia, con el 60,7%
(17/28) de los pacientes. ElI 50% (14/28) presenté hepatomegalia, el 39%
(11/28) pérdida de peso, Palidez el 28,5% (8/28), el 14% (4/28) presentd
Ulceras, el 7% (2/28) presentaba nédulos linfaticos, 7% (2/28) ictericia y el 3,5%

(1/28) presentaba edemas. Ninguno de los pacientes presento ascitis.

@ Ficbrs

@ Férdida de peso
Hepatomegalia

@ Esplenomegalia

@ Falidez

@ Ictericia

@ Edema

@ Nodulos linfaticos

@ Ulceras

Figura 10. Signos y sintomas observados en los pacientes estudiados.

Solo un paciente incluido resulté asintomatico y ninguno presento todos
los sintomas; dos pacientes presentaron seis sintomas en simultaneo.

El paciente asintoméatico es un caso notificado como LV congénita, un
neonato cuya madre fue diagnosticada con LV durante el embarazo. El
neonato de nuestro estudio resulté positivo a las pruebas serolégicas y a la
evaluacion de frotis en la PAMO, aunque los resultados de la PCR, PCR-RFLP
y secuenciacion fueron negativos. Los resultados serolégicos positivos en
estos neonatos podrian resultar del pasaje transplacentario de anticuerpos
maternos. La negatividad de los resultados moleculares y la ausencia de
sintomas plantean la posibilidad de que este no fuera realmente un caso de LV
congénita (Meinecke y col., 1999; Figueird-Filho y col., 2004; Machado y col.,
2013).

Existen evidencias de trasmisién vertical de LV aunque resulta un hecho

poco frecuente. La OMS reconoce la transmision congénita como una forma de
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transmision poco frecuente (OMS, 2010). Varios autores concuerdan en la baja
sensibilidad de la evaluacion de frotis en la PAMO vy la necesidad de recurrir a
pruebas moleculares para confirmar la infeccion (Meinecke y col., 1999;
Figueir6-Filho y col., 2004; OMS, 2010; Machado y col., 2013).

[11.3.2.2. 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% resultd 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 etiologico de la LV
en 19 pacientes estudiados mediante la técnica PCR-RFLP y confirmado por
secuenciacion. Este es el primer estudio que vincula a L. infantum como el
agente etiolégico de esta enfermedad en pacientes humanos de la Provincia de

Misiones.

a0

PCR ICT Frotis

50

Figura 11. Distribucion 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 vy frotis,
mientras que la PCR resulto 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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confirmacion clinica de LV de Misiones se asemeja a los resultados obtenidos
en técnicas moleculares por otros autores para esta patologia (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 sintomas clinicos una prueba
de referencia para confirmar los casos humanos de pacientes con LV en
Argentina. Esta técnica resultdé con un alto porcentaje de positivos (78,5%).

Al considerar los 24 pacientes con cuadro clinico de LV, el ICT resultd
positivos en el 91,67%. Esto resultd coherente en los casos en que el agente
etioldgico fue L. braziliensis, donde la muestra resulté negativa para ICT.

En los casos en que el agente etiolégico de la LC es L. infantum la ICT
pudo resultar negativo debido a que el sistema inmune del hospedador
respondid del mismo modo que lo hace con L. braziliensis.

El porcentaje de frotis positivos en las muestras clinicas resultd (57%)
inferior que la ICT, aunque diversos autores sefialan 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 pl de ADN purificado de la muestra clinica. Durante los ensayos de
optimizacién de la técnica se observé que menores cantidades de muestra no
presentaba resultados tan nitidos como al utilizar 5 ul de ADN. Al repetir el
procedimiento con 10 pl de muestra tampoco se lograron mejores resultados.

Es de destacar que estos resultados en un nimero de pacientes no
representativo muestran una tendencia que concuerda con lo reportado por
diversos investigadores, quienes sefialan que en pacientes con LV las técnicas
moleculares poseen mayor sensibilidad que otras pruebas parasitologicas,
como por ejemplo la técnica de tincion 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 clinica compatible con LC.
Estos individuos presentaban lesiones ulcerosas en cara y brazos. De estos
individuos, en dos se identific6 como agente etiolégico a L. braziliensis, y en
dos el agente etioldgico identificado fue L. infantum. Esto resalta la importancia
de la identificacion de especie en los individuos infectados, debido a que afecta
a la interpretacion epidemiolégica de estas patologias y la posibilidad de las
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consecuencias de sus evoluciones torpidas un tiempo después de la curacién

de la lesion cutanea inicial al hecho.

Paciente Diagnostico

N

a b~ W

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

Tabla 2. Resultados de las técnicas de laboratorio en cada paciente.
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Segun la OMS, los casos de LC por L. infantum suelen ocurrir en
América central, asi como también en areas endémicas para LV. Entre los mas
afectados se cuentan los nifios jovenes y jévenes adultos, mientras que LV
ataca principalmente a nifios menores de 5 afios (OMS, 2010).

En Espafia se informé de un brote de leishmaniosis humana donde se
observaron casos de LV y LC que afecté a todos los grupos etarios en
municipios del suroeste de la Comunidad de Madrid. El brote fue causado por
la especie L. infantum (Rodriguez y col., 2012; Chicharro y col., 2013).

AUn mas recientemente, un estudio realizado en Yemen detectd ADN de
L. infantum mediante RCP-RFLP en un 3,5% de muestras clinicas de pacientes
de LC (Khatri y col., 2016). Resultados similares se encontraron en Colombia
(Ramirez y col., 2016).

Se report6 durante el 2016 un caso en Senegal de coinfeccion VIH y L.
infantum. Un nifio de 5 afios presenté un cuadro de LC: lesiones ulcerosas del
cuero cabelludo y el antebrazo izquierdo, junto con axilar y adenopatias
cervicales presentes durante dos meses. Se identifico L. infantum mediante
PCR de muestras de piel, los ganglios linfaticos y la médula 6sea (Diatta y col.,
2016).

Ese mismo afio se reportd otro caso de LC multifocal producida por L.
infantum en un nifio inmunocompetente de diez meses. Este presentaba
nodulos ulcerados en rostro y extremidades superiores (Taquin y col., 2016).
En ambos casos en infantes el cuadro clinico resulté diferente al tipico de LC y
no concuerda con el cuadro observado en los pacientes incluidos en este

estudio.

[11.3.3. Discusion final

El movimiento migratorio en puntos como Posadas o Puerto Iguazu
podria haber favorecido la ocurrencia de LV en la provincia ya que en los
paises vecinos, Paraguay y Brasil, la LV se ha establecido; ademas la
presencia del vector aumenta la posibilidad de trasmisién de esta enfermedad
en humanos (Peres y col., 2010; Gémez, 2013).

La urbanizacién 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
region (Cruz y col., 2010).

La transferencia de la técnica de PCR para el diagnostico de las
leishmaniosis realizada a la Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas vy
Naturales, Laboratorio de Parasitologia, fortalece las capacidades del
Ministerio de Salud de la Provincia y en particular para el Hospital Escuela de
Agudos “Ramoén Madariaga”, debido a que el flujo de muestras con la el
Laboratorio de Parasitologia se encuentra estandarizado y es constante. Otro
organismo que cuenta con esta herramienta a su disposicion es el IMuSA,
quienes requieren de esta técnica al recibir un caso sospechoso de LCan.

Se recomienda utilizar la PCR para el diagndstico de las leishmaniosis
humanas debido a su alta sensibilidad. Esto mejoraria las medidas de
prevencion y control de la enfermedad tanto en canes como en humanos, al
permitir una deteccion temprano de la infeccion y de casos asintomaticos; la
deteccion temprana permite el tratamiento de las personas y reduce la
morbilidad y mortalidad de la enfermedad.

La deteccién de los casos caninos asintomaticos es un factor importante
en la eliminacién de la enfermedad, debido a que pueden transmitir el parasito
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
producia cuadros clinicos atipicos (LC).

Ante la sospecha de LC el protocolo vigente en el Hospital Escuela de
Agudos “Ramoén Madariaga” incluye un estudio de ICT, esto resultaria poco
apropiado debido a que en los casos de LC las pruebas serolégicas son poco
eficientes. Cabe mencionar que estos son los primeros resultados de cuadros
atipicos de LC encontrados en la Argentina. Se necesitaria un mayor namero

de pacientes para estudiar la tendencia de estos resultados.
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[11.4. Conclusiones

e De nuestra investigacion bibliografica, esta es la primera identificacion
por PCR-RFLP y confirmacion mediante secuenciacién, la presencia del ADN
del género Leishmania en canes de la localidad de Puerto Iguazu.

e Todos los canes presentaron un patron de bandas que se corresponde
con la especie L. infantum mediante la técnica de PCR-RFLP, resultando los
primeros estudios moleculares que confirman la circulaciéon de esta especie en
la poblacion canina de Puerto Iguaza.

e 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 vy
secuenciacion, contribuyendo a la confirmacion etiolégica de los casos.

e 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 secuenciacién en 2
de estos pacientes y ADN de L. infantum en los otros 2, contribuyendo a la
confirmacién etioldgica de los casos.

e El neonato incluido en este estudio podria no haber sido un caso de LV
congénita debido a la ausencia de sintomas y el hecho de que los estudios
moleculares resultaron negativos.

e El brote del 1998 podria no haber sido causado por L. braziliensis.

e De nuestra investigacion bibliogréafica, este es el primer estudio donde
se detectaron casos atipicos en pacientes con LC infectados por L. infantum en
Argentina.

e Se ha logrado la transferencia exitosa de la técnica de deteccion
molecular de ADN de Leishmania y caracterizacion de especie.

e En el presente estudio se observd que los resultados de la PCR-RFLP
coincidieron en un 100% con los resultados de secuenciacion. Implementar la
PCR-RFLP a los casos confirmados de leishmaniosis contribuiria a la

investigacién de especie.
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