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Resumen

La leishmaniosis cutanea, endémica en el norte de Argentina, ha sido
causada tradicionalmente por Leishmania braziliensis. El objetivo de este estudio
es describir un brote de leishmaniosis cutanea humana y realizar la
caracterizacion molecular de la especie implicada en el Departamento Capital de
la provincia de Corrientes, Argentina. Para ello, analizamos retrospectivamente los
casos reportados de leishmaniosis cutanea humana en esta area desde mayo de
2015 hasta diciembre de 2016. Finalmente, ochenta casos de leishmaniasis
cutanea fueron diagnosticados clinica y analiticamente, y hubo un caso de
leishmaniasis visceral en un nifio, que, ademas, presentd lesiones cutaneas. La
mediana de edad fue de 33,6 (rango 1 a 89), y el 18,5% tenia menos de 15 afios;
la relacion hombre: mujer fue 3.5: 1. Los casos vivian principalmente en el
municipio de Corrientes (72,8%), mientras que el 27,2% residia en el municipio de
Riachuelo a 12 km del municipio de corrientes. De los 81 casos identificados en el
brote, el 67,9% tenia una sola lesién y el 32,1% tenia varias. De los 46 pacientes
que completaron una encuesta epidemiolégica, el 78,3% tenia una vivienda de
ladrillo, y el 54,1% tenia 1 o 2 dormitorios. La mayoria de las parcelas (93,0%)
tenian zanjas, y mas de la mitad (54,3%) no estaban cubiertas por los servicios de
recoleccién de residuos. Ademas, el 32,6% de las parcelas tenian gallineros;
30,4%, corrales; y 23,9%, corrales de cerdos. Los perros vivian en el 87% de los
hogares. La identificacion molecular se realiz6 en 28 de los 81 casos (34,6%) y
Leishmania spp. se amplificaron en 24 de ellos (85,7%). Los andlisis moleculares
mostraron que L. infantum era la especie causal en todos los casos investigados
por biologia molecular. En conclusion, este es el primer brote de leishmaniosis
cutanea por L. infantum en una zona urbana de Argentina. Dados los resultados
se hace necesario implementar mejoras en las estrategias preventivas en la
vigilancia y control de esta enfermedad en el area de estudio y la Provincia de

Corrientes.



Abstract

Endemic cutaneous leishmaniasis in northern Argentina has traditionally been
caused by Leishmania braziliensis. This study aims to describe an outbreak of
Leishmania infantum caused human cutaneous leishmaniasis in the Department
Capital of Corrientes Province, Argentina. We retrospectively analyzed the
reported cases of human leishmaniasis in this area from May 2015 to December
2016. Eighty cases of cutaneous leishmaniasis were clinically and analytically
diagnosed, and there was one case of visceral leishmaniasis in a boy with
cutaneous lesions. The median age was 33.6 (range 1 to 89), and 18.5% were
under 15 years of age; the male:female ratio was 3.5:1. Cases lived mostly in the
municipality of Corrientes (72.8%), while 27.2% resided in Riachuelo. Of the 81
cases identified in the outbreak, 67.9% had a single lesion and 32.1% had several.
Of the 46 patients who completed an epidemiological survey, 78.3% had a brick
dwelling, and 54.1% had 1 or 2 bedrooms. Most plots (93.0%) had ditches, and
over half (54.3%) were not covered by waste collection services. Moreover, 32.6%
of the plots had chicken coops; 30.4%, corrals; and 23.9%, pig pens. Dogs lived in
87% of the homes. Molecular identification was performed in 28 of the 81 cases
(34.6%), and Leishmania spp. were amplified in 24 of them (85.7%). Molecular
analyses showed that L. infantum was the causative species in all cases. In
conclusion, for the first time, there was an outbreak of cutaneous leishmaniasis by
L. infantum in an urban area of Argentina. Given the results it is necessary to
implement improvements in preventive strategies in the surveillance and control of

this disease in the study area and the Province of Corrientes.
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Nomenclatura

BrEt: Bromuro de etidio

LC: Leishmaniosis cutdnea

LCD: Leishmaniosis cutanea difusa

LCR: Leishmaniosis cutanea Recidivante

LMC: Leishmaniosis muco-cutanea

LV: Leishmaniosis Visceral

V: Viannia

Lu: Lutzomyia

Ny: Nissomyia

Mg: Migonemyia

SISA: Sistema de informacidn sanitaria de argentina
UNNE: Universidad Nacional del Nordeste

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OPS: Organizacién Panamericana de la Salud
ITS-1: Espaciador transcripcional interno 1

Hae IIl: Enzima de restriccion de tipo Il (EC 3.1.21.4)
PCR: Reaccion en cadena de la Polimerasa

PCR-RFLP: Reaccién en cadena de la Polimerasa- Fragmentos de restriccion de

longitud polimorfica



1. INTRODUCCION
1.1 Definicion

Las Leishmaniosis engloban a un conjunto de enfermedades parasitarias de
transmision vectorial que afectan tanto al ser humano como a otros mamiferos. Es
una infeccién causada por mas de 21 especies de protozoos flagelados del género
Leishmania y son transmitidas por la picadura de las hembras hematéfagas de
alrededor de 93 especies de fleb6tomos; género Phlebotomus en el Viejo Mundo
(Africa, Asia y Europa), y Lutzomyia en el Nuevo Mundo (desde el sur de Estados
Unidos hasta el norte de Argentina) (véase figura 1). (1)

L&
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Figura 1. Amastigote de Leishmania.
Fuente: CDC DPDx

Figura 2. A) Hembra adulta de Phlebotomus argentipes. B) Hembra adulta de
Lutzomyia longipalpis (Sharma y Singh., 2008).




La leishmaniosis se consideran enfermedades reemergentes, y un
problema creciente de salud publica en el mundo, debido al aumento de la
cantidad de afectados como consecuencia de la mayor exposicion de las personas

a los vectores de la enfermedad (2).

1.2. Ciclo biologico

La leishmaniasis tiene dos ciclos: el silvestre en el que circula entre los
reservorios naturales a través de las especies de vectores propias de la zona, y el
domeéstico en el que los vectores infectados pueden picar al hombre y a los

animales domésticos o sinantropicos. (2)

El ciclo comienza cuando el flebétomo se alimenta de un animal infectado,
ingiriendo glébulos blancos (macrofagos) infectados con parasitos (amastigotes)
presentes en la piel. Durante las siguientes 24 a 48 horas, el amastigote pasa a
ser promastigote. De estos, algunos quedan libres en la luz del intestino del
fleb6étomo y otros se adhieren a la pared del mismo. Dicha localizacion varia de
acuerdo a la especie de vector y de Leishmania. (2)

Los parasitos se multiplican en el intestino del fleb6tomo y algunos de ellos
irdn al area bucal del mismo y seran inoculados con la picadura. Cuando el vector

infectado pica a un huésped le inocula entre 10 y 100 promastigotes. (2)

Cuando los vectores estan excesivamente infectados, les resulta dificil
alimentarse, por lo que realizan multiples picaduras e inoculaciones, lo que
aumenta la transmisién de la enfermedad. Aunque muchos promastigotes son
destruidos por el sistema del Complemento del huésped, unos pocos se
transforman en amastigotes dentro de los macréfagos, y al cabo de alrededor de
36 horas comienzan a reproducirse, llegando hasta 200, lo que ocasiona la

distension y ruptura del macréfago. (2)

Los amastigotes libres entran en nuevos leucocitos, donde se multiplican de
nuevo. El ciclo se reanuda cuando el fleb6tomo pica a un huésped para

alimentarse de sangre. La duracion del ciclo en el fleb6tomo es de cuatro a siete



dias, luego del cual el mismo sera capaz de infectar a un individuo susceptible,

permaneciendo infectante el resto de su vida. (2)

Figura 3. Ciclo de vida de Leishmania (Fuente: CDC).
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son diversas y complejas, depende del parasito y del huésped. Hay tres formas

clinicas principales que se pueden distinguir en el ser humano: Leishmaniosis

cutanea (LC), Leishmaniosis muco-cutanea (LMC) y la Leishmaniosis visceral

(LV). (3):

1) La Leishmaniosis cutanea (LC), también se denomina “boton de

oriente” (cuenca Mediterranea), “uta” (Peru), “ulcera de los chicleros (México), o

“pian bois” (Guayana). Comienza generalmente con una papula localizada en la

zona de inoculacion de los promastigotes, que se convierte en un noédulo y que se

puede ulcerar en 1 a 3 meses. Las lesiones aparecen principalmente en cara,
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brazos y piernas, pudiendo curar espontaneamente en un tiempo comprendido

entre dos meses y un afo. (4)

2) La Leishmaniosis cutanea difusa (LCD) se caracteriza por lesiones
diseminadas lepromatosas o0 acneiformes que no se ulceran, y que se asocian a
estados inmunes anérgicos frente a Leishmania. Es causada por las especies L.
aethiopica en el Viejo Mundo y por L. amazonensis en el Nuevo Mundo. No cura
de manera espontadnea por lo que precisa tratamiento especifico, aunque éste es

poco efectivo, produciendo un curso clinico crénico. (4)

3) La Leishmaniosis cutanea Recidivante (LCR), es una forma cutanea
cronica debida generalmente a L. tropica. Son lesiones vesiculares y/o papulares
gue 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 afios. (4)

4) La Leishmaniosis muco-cutanea (LMC) a partir de una lesién cutanea
primaria, puede haber diseminacion metastasica del parasito a las mucosas que
conlleva a la destruccion del cartilago y tejidos blandos. Comienza con eritema y
ulceraciones en los orificios nasales, causando destruccion progresiva de la
cavidad oro nasal (“nariz de tapir”) pudiendo producir una desfiguracion notable.
Inicialmente se observan lesiones inflamatorias destructivas con posterior necrosis
de los labios, nariz, paladar blando y cuerdas vocales que pueden destruir la
faringe o la laringe. (4)

5) La Leishmaniosis visceral (LV) es una enfermedad cronica causada
por el complejo de especies Leishmania donovani, con una tasa de mortalidad del
75-95% si no es tratada. 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. (4)



1.4. Epidemiologia de la leishmaniosis

Se calcula que cada afo se producen en el mundo entre 600.000 y 1 millén
de casos nuevos de LC en el mundo. Aproximadamente un 95% de los casos de
LC se producen en las Américas, la cuenca del Mediterraneo, Oriente Medio y
Asia Central. En 2017, mas del 95% de los casos nuevos aparecieron en seis
paises: Afganistan, Argelia, Brasil, Colombia, Republica Islamica del Irdn y
Republica Arabe Siria. Mas del 90% de los casos de leishmaniasis mucocutanea

se producen en el Brasil, el Estado Plurinacional de Bolivia, Etiopia y el Pert.(5)

Figura 4. Estatus de la leishmaniosis cutanea en el mundo, 2016.
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Segun datos de la OPS, entre 2001 y 2013, el 75% de los casos de LC,
aproximadamente 743.000 fueron registrados en Ameérica, la gran mayoria se
concentraron en Brasil (42%), Colombia (20%) y Peru (13%). (5)

La leishmaniosis sigue siendo notificada en todos los paises de América
Latina con la excepcion de Chile y Uruguay. Cada afio se diagnostican un
promedio de 57.000 casos nuevos de leishmaniasis cutanea. Ademés de 3.480
casos del tipo visceral, con un promedio de 220 muertes anuales. (5)



Figura 5. Mapa de distribucién de casos de Leishmaniosis
cutdnea en América.

Fuente: Pigott, D. M., Bhatt, S., Golding, N., Duda, K. A., Battle, K. E., Brady,
0.J., Hay, S. I. (2014). Global distribution maps of the leishmaniases. eLife, 3.

La LV es endémica en el subcontinente indio y Africa oriental. Se estima
que cada afio se producen en el mundo entre 50.000 y 90.000 nuevos casos de
LV, de los cuales solo un 25 a 45% son notificados a la OMS. En 2017, més del
95% de los nuevos casos notificados a la OMS se produjeron en 10 paises:
Bangladesh, Brasil, China, Etiopia, India, Kenya, Nepal, Somalia, Sudan y Sudan
del Sur/(5)

Figura 6. Estatus de la leishmaniosis visceral en el mundo, 2016.
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En América latina se diagnostican 3.480 casos de leishmaniosis del tipo

visceral, con un promedio de 220 muertes anuales. (5)

Figura 7. Estatus de la leishmaniosis visceral en América.
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Fuente: http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leish_VL_2016.png

1.5 Leishmaniosis en Argentina

En Argentina la Leishmaniosis es endémica y de notificacion obligatoria
segun la Ley N° 15.465 “REGIMEN LEGAL DE LAS ENFERMEDADES DE
NOTIFICACION OBLIGATORIA” por lo que los casos humanos, reservorios y
estudios de laboratorio deben ser notificados al sistema integrado de informacion
sanitaria (SISA). (6)

En el aflo 1998 el impacto de la enfermedad en Argentina dio lugar a la
creacion del Programa Nacional de Leishmaniosis con la finalidad de sistematizar

el diagnostico, tratamiento, vigilancia y control de la enfermedad. (6)

Figura 8. Mapa de distribucién de a) LC, b) LMC, y c) LV en Argentina, 2017.
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Fuente: Germano MJ, Salomé6n MC, Neira G, Lozano E, Mackern-Oberti JP, Cargnelutti DE.

Leishmaniasis in the Argentine Republic: Temporal and geographical distribution from 2013 to

2017. Asian Pac J Trop Med 2019;12:300-5
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1.5.1. Antecedentes de LC en Argentina

En Argentina, los primeros casos de LC se registraron a principios del siglo
pasado en 10 provincias del norte del pais y se asociaron con la entrada de
personas a areas silvestres para la deforestacion extractiva y la pesca. En el afio
1985 la enfermedad re-emergié generando focos epidémicos y mas de un millar
de casos notificados, en un area endémica que incluye las provincias de Salta,
Jujuy, Tucuman, Catamarca, Santiago del Estero, Chaco, Formosa, Misiones,
Corrientes (ver figura 4). (7, 8, 9, 10)

Figura 9. Area de transmision de Leishmaniosis cutanea en Argentina.

Area de transmision de
Leishmaniasis
Tegumentaria

Limite sur de
transmision epidémica

Limite sur capturas
de vectores competentes

Area endémica
~ 500,000 km?

Mapa: Surdelsur Fund Lillo. © Mario E
Farber, Irene Raizboim ODS - CeNDIE

Programa Nacional de Leishmaniasis, Argentina éw'"" e
Prescence de la Neoon

Fuente: Ministerio de Salud. Argentina

Las especies de Leishmania responsables de LC humana en Argentina son
principalmente las del subgenero Viannia, en especial L. (V.) braziliensis y en

13



menor medida L. (V.) guyanensis, L (L.) amazonenses y recientemente L. (V.)
panamensis (11, 12, 13, 14).

1.5.2. Antecedentes de brotes de LC en Argentina

Las acciones epidemioldgicas de campo fueron utilizadas en Argentina para
la investigacion de brotes de leishmaniosis. El brote como forma particular de
epidemia estudia los casos relacionados que ocurren en un area geografica
delimitada y en un periodo de tiempo definido. Estos eventos generan en la region
endémica del pais la movilizacion de equipos multidisciplinarios para dar
respuesta rapida sobre causas y factores de transmision, brindando atencion
médico — sanitaria y conformando equipos locales con medidas de control
adecuadas. Las acciones finalizan con la generacién de informes y seguimiento de
los casos, entre otras actividades. (7)

En el norte de Argentina se registraron brotes de leishmaniosis cutanea en
las Ultimas décadas, en las investigaciones el ministerio de salud de la nacién y los
equipos provinciales intervinieron, aunque en los informes no se observaron

resultados que identifiquen la especie de Leishmania involucrada. (7)

La distribucion geogréafica de los episodios epidémicos de leishmaniosis
cutanea en Argentina incluyd biorregiones de transmision histérica de Este a
Oeste del norte del pais, si se analiza la secuencia por lustros se observa que al
primer brote se registré en el noroeste de Salta entre 1985 y 1987 y le sucedieron
otros en Jujuy y Tucuman, a lo largo del piedemonte de Las Yungas. En Santiago
del Estero (Pellegrini) los casos fueron asociados a migrantes provenientes de la
zafra saltefia. De 1990 a 1994 se notificaron también focos en el Chaco seco,

Formosa y Santiago del Estero. (7)
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Figura 10. Brotes de Leishmaniosis cutanea y vectores asociados en Argentina segln Bioregiones.
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Fuente: Salomén y col., Eco epidemiologia de la Leishmaniasis cutanea en Argentina. Sociedad
Iberoamericana de Informacion Cientifica (SIIC).

Entre 1995 y 1999 se identifican brotes en el Chaco humedo y la region
paranaense, que incluye a las provincias de Chaco, Corrientes y Misiones. Desde
el afio 2000 hasta el presente se han notificado brotes epidémicos en las

provincias de transmision historica. (7)

El brote epidémico de LC mas austral registrado en Argentina fue registrado
en Bella Vista en la Provincia de Corrientes en el afio 2003 (28° 31' S, 59° 02' O).
(8)

1.5.3. Leishmania infantum en Argentina

Leishmania infantum es la especie responsable de LC y LV en el Viejo
Continente. En América del Sur, esta especie es el agente etiolégico de LV
identificado con mayor frecuencia en Brasil y en el afio 2006 se registré el primer
caso autoctono de LV en Argentina. La LV es endémica al presente en Argentina y

mayoritariamente ocurre en nifios, o0 inmunodeprimidos de la regién norte del pais
(15).

En los Ultimos afios se ha identificado L. infantum en diferentes flebétomos

en la provincia de Misiones y como responsable de leishmaniosis canina en la
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provincia de Misiones y en menor medida en la provincia de Salta y Corrientes
(Norte de Argentina) (16, 17, 18, 19, 20, 21).

En las provincias de Salta y Misiones, se han reportado casos aislados de
LC y LV debida a L. infantum (16,20).

1.6 Antecedentes de leishmaniosis en la Provincia de

Corrientes

En la provincia de Corrientes, los primeros casos registrados de
leishmaniosis datan del afio 1982. Actualmente se conoce que la endemia se
distribuye en todo el territorio provincial con predominio de la forma clinica

Cuténea y en mucha menor proporcion la visceral. (22)

En Corrientes los registros oficiales de notificacién de leishmaniasis hasta la
década pasada resultaron muy bajos. Las natificaciones en los afios 2001 y 2002
registraron 4 casos de LC. En el municipio de Bella Vista en el afio 1998 se
registraron 5 casos agrupados en el Paraje El Carrizal, pero en el afio 2003 entre
los meses de agosto y octubre se produjo un brote de LC en el municipio
mencionado que confirmd el diagnoéstico en 31 pacientes, en su gran mayoria
jovenes y adultos (80%), aunque las técnicas de laboratorio utilizadas no
permitieron identificar la especie involucrada. (22)

1.7 Caracteristicas zoonoéticas de la Leishmaniosis en el area

de estudio

En el Departamento Capital se estima la presencia de mas de 110.000
perros, de los cuales el cincuenta por ciento deambula por las calles sin ninguin
tipo de control. El estado de abandono, o simplemente el hecho de no tener
duefios, hace que estos perros sean ~“potenciales transmisores de patologias y
contaminantes del medio ambiente”, esto result6 una de las primeras y
preocupantes conclusiones de un estudio realizado por la Universidad Nacional
del Nordeste (UNNE). ElI mismo informe indica que hay un perro cada cuatro
habitantes. (23)

16



El perro doméstico es considerado el reservorio principal de la
leishmaniosis visceral urbana causada por L. infantum. No existe predileccidon por
edad, raza o sexo de los animales involucrados, como asi tampoco por la
condicion socioecondémica de los propietarios, aunque en nuestro pais la mayoria
de las veces se halla relacionada con los sectores marginales y carenciados de la

poblacién. (23)

1.8 Identificacion del vector de leishmaniosis en Corrientes
y areas proximas

En el afio 2003 estudios entomoldgicos sobre la distribucion de potenciales
vectores de leishmaniosis en Corrientes lograron la captura de 3.608 flebotominos.
En la identificacion predominé el género Lutzomyia y aproximadamente el 90% de
ellas fueron identificadas como Lutzomyia neivai. Esta especie se ha adaptado a
los ambientes modificados humanos y ha sido incriminado como el vector durante

las epidemias de LC en varios focos argentinos. (22)

Para determinar el riesgo potencial de transmision de LC en provincias
vecinas a Corrientes se realizaron capturas de fleb6tomos en febrero del 2004
colocando trampas en margenes del rio Parana en la provincia de Santa Fe (El
Rabdn, Villa Ocampo, Cayasta) y en la provincia de Entre Rios (La Paz, La Celina-
Villa Urquiza). Las capturas registraron 860 ejemplares de Lu. neivai (99,5%) y Lu.
migonei (0,5 %), ambas especies con capacidad vectorial para algunas especies
de Leishmania. (22)

En Tartagal provincia de Santa Fe, las capturas fueron consistentes con el
paisaje de “chaco” residual: las capturas registraron ejemplares de Lu. neivai, Lu.
migonei y Lu. cortelezzii. Los investigadores destacan el riesgo potencial de

transmision epidémica de LC en esta provincia. (23)

La leishmaniosis visceral es producida por L. infantum en Argentina. A
partir de informacién del sur de Brasil y Paraguay, se investigé y notifico la
presencia del insecto vector Lu. longipalpis en Argentina (Formosa en afio 2004 y

Misiones en afio 2006). La notificacién de caninos infectados en la provincia de
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Corrientes motivo la blsqueda del vector. Estudios entomoldgicos realizados en el
afio 2008 identificaron Lu. longipalpis en diferentes localidades de la Provincia de
Corrientes como ser: ltuzaing6, Virasoro, Santo Tomé, Garruchos, Monte Caseros,
Riachuelo y Corrientes, estas Ultimas en el area de ocurrencia del brote en 2015-
2016 que motivo este estudio. (23)

En el aflo 2008 una publicacion de Salomén y col. concluyeron en la
existencia de alto riesgo de transmisidn vectorial autdéctona de leishmaniosis en la
provincia de Corrientes. El estudio mostré la distribucion de vectores en areas
urbanas densamente pobladas, con intenso transito de reservorios caninos desde
zonas de alta transmisidn y la presencia de reservorios infectados, indicando el

alto riesgo epidémico de LC o LV en Corrientes. (24)

En el afo 2011 se realizé un estudio que relevo la presencia de vectores de
Leishmania en la regidon noroeste de Corrientes, evaluando ambientes domésticos
y silvestres. El muestreo incluyé dos areas del Municipio de Riachuelo en el
Departamento Capital: el area urbana de Riachuelo (27°35’S, 58°45’0) y el paraje
San Cayetano (27°30’S, 58°41'0). En ambos fueron evaluados ambientes
domésticos y silvestres, estos ultimos asociados a dormideros del mono aullador
(Alouatta caraya). En los peridomicilios se capturaron Lu. longipalpis y Migonemya
migonei (20,8%), y Nissomyia neivai y Nissomyia Whitmani (4,1%). En el ambiente
silvestre se capturé Mg. migonei (26,9%), Psathyromyia shannoni (15,3 %) en el
Ny. Whitmani (7,6%) y Ny. neivai y Brumptomyia sp. (3,8%) (25)

En el 2015-2016 en Corrientes se realiz6 captura de flebotominos
identificandose en la captura 1805 insectos de 6 especies: Ny. neivai (79,1%), Mg.
migonei (15,7%), Lu. longipalpis (4,04%), complejo Evandromyia cortelezzi-sallesi
(0,8%), Psathyromyia bigeniculata (0,1%) y Micropygomyia quinquefer (0,1%). La
mayor diversidad de especies se observé en las viviendas completamente
rodeadas de vegetacion secundaria y con menor intervencién humana, mientras
gue en zonas con mayor modificacion antrépica hubo mayor abundancia de Ny.
neivai y Lu. longipalpis. (26)
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Por lo descrito, se evidencian condiciones ambientales para el vector y el
hospedador que favorecen la ocurrencia de brotes de LC o LV por L. Infantum en
Argentina. (20)

1.9 Formulacion del Problema

En el mes de mayo del afio 2015 se notificé el primer caso de un brote de
LC donde los pacientes concurrieron por asistencia médica y de laboratorio al
Dispensario Dermatologico “Hersilia Casares de Blaquier” de la ciudad de
Corrientes. (26)

A partir de aqui, se notificaron casos sospechosos de pacientes que
residian en diferentes barrios de la periferia de los municipios de Corrientes y
Riachuelo. En el municipio de Corrientes los casos de pacientes con LC residian
en los siguientes barrios: B° San Roque, B° Rio Parana, B° La Tosquera, B°
Esperanza, B° Santa Catalina, B° Ongay, B° Juan XXIIl, B® Patono, B° Seminario,
B° San Antonio Oeste, B° Pirayui, B° Progreso, B° Dr. montafia. En el municipio
de Riachuelo los barrios donde se notificaron casos fueron: Once Leones, Santa
Margarita, San Cayetano, Ruta 12 km 1020. (26)

1.10 Justificaciéon

Si bien la Leishmaniosis cutanea es endémica en la Provincia de Corrientes
y la regién, la magnitud, impacto sanitario y relevancia social de los casos de LC
ocurridos en los afios 2015 y 2016 motivaron el desarrollo de una investigacion de
brote. (26)

El aumento significativo de casos de LC en el Departamento Capital en el
periodo 2015-2016 requiri6 complementariamente acciones de control e
intervenciones sanitarias del Ministerio de Salud de la Provincia de Corrientes
investigar los factores de interés que podrian estar vinculados a la ocurrencia del
brote. (26)

La identificacion y cuantificacion de los factores asociados al brote de LC se

estim6 que contribuirian a optimizar las estrategias de intervencion y control de
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esta patologia aportando a la prevenciéon y mejora de las estrategias de control y
proteccion de la poblacién con mayor riesgo de padecer la enfermedad que reside
en el Departamento Capital de la provincia de Corrientes. (27)

En este contexto el proyecto investigé las caracteristicas, alcances,
distribucién, frecuencia, y factores de interés socio - epidemiolégico asociados a la
ocurrencia de los casos de LC confirmados. Ademas, mediante estudios
moleculares identificd la especie de Leishmania involucrada. Finalmente, a partir
de los resultados y conclusiones se formularon recomendaciones que permitiran
contribuir a mejorar las estrategias preventivas en la vigilancia y control de esta
enfermedad en el area de estudio y la Provincia de Corrientes. (27)
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Describir el brote de leishmaniosis cutanea humana ocurrido entre los afios
2015 y 2016 en el Departamento Capital de la Provincia de Corrientes, el agente
etiolégico involucrado y factores de interés socio-sanitario en los individuos

afectados.

2.2. Objetivos Especificos

2.1.1. Conocer la distribucidon de los casos de leishmaniosis cutanea humana

acontecidos en el departamento capital de Corrientes.

2.1.2. Estudiar las variables de interés epidemioldgico, clinico y socio-sanitario

asociadas a este brote.
2.1.3. Identificar la especie o0 especies de Leishmania involucradas en el brote.

2.1.3. Realizar recomendaciones que contribuyan a mejorar las estrategias e

intervenciones de vigilancia y control de la leishmaniosis en Corrientes.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Tipo de Estudio

El presente estudio es descriptivo, observacional, analitico y retrospectivo
de los casos de Leishmaniosis cutanea ocurridos en los municipios de Corrientes y
Riachuelo entre el 1 de mayo de 2015 hasta el 31 de diciembre 2016 y factores

socio- epidemioldgicos de interés. (28)
3.2 Area de Estudio

El area de estudio comprendi6é a los barrios periféricos ubicados al sur del
municipio de Corrientes y la totalidad del municipio de Riachuelo, localizado a 12
Km al sur de Corrientes en el Departamento Capital. (28)

Los casos notificados del sur de la ciudad de corrientes incluyeron los
siguientes barrios: B° San Roque, B° Rio Parana, B° La Tosquera, B° Esperanza,
B° Santa Catalina, B° Ongay, B° Juan XXIll, B° Patrono, B° Seminario, B° San

Antonio Oeste, B° Pirayui, B° Progreso, B° Dr. montafia. (28)

En el municipio de riachuelo los barrios afectados fueron: B® Once Leones,
B° Santa Margarita, Ruta 12 km 1020/23, B° Frigorifico, Paso Pexoa, B° Santa
Magdalena, B° San Cayetano. (28)

3.2.1. Caracteristicas del entorno ambiental de Corrientes y

el area de estudio

La provincia de Corrientes se encuentra en la region mesopotamica, al
noreste de la Republica Argentina, abarcando una superficie de aproximadamente
88.886 km?. El municipio de Corrientes cuenta con una superficie total de 442 km?,
de los cuales 370 km? corresponden areas rurales (87,67%) y 52 km? a areas
urbanas (12,3%). Una caracteristica destacada de la ciudad es la de ser riberefia
del rio Paran4, localizandose 30 kilbmetros aguas abajo de la confluencia de este
con el Rio Paraguay. (29)
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El clima de Corrientes es subtropical, calido en verano, pero con heladas en
invierno. Puede considerarse clima hiumedo, con exceso hidrico desde fin de
verano y otofio y deficiencia de precipitaciones en invierno y comienzo de
primavera. Expresa un clima mesotermal, calido templado, sin estacién seca con
precipitaciébn maxima en otofio y verano muy calido, con temperaturas superiores
a 22 °C y media anual superior a 18 °C (en la provincia y en especial en el
Departamento Capital fluctta entre 19,5 °C y 22,0 °C, encontrandose mas préoxima
a 22 °C en la zona de estudio durante la mayoria del afio. Las isotermas del mes
mas célido de verano estan entre 26 °C y 27,5 °C vy, las del mes mas frio de
invierno, entre 13,5 °C y 16 °C. (29)

Tabla 1. Variaciones térmicas mensuales.

E F M A M J J A S5 O N D ANUAL
CORRIENTES
MIN. 245 214 195 160 14,0 121 11,1 123 13,8 162 182 20,0 16,3

MED. 275 269 247 210 185 160 156 17,6 193 216 24,1 264 21,6
MAX. 34,0 330 30,7 268 @241 212 215 24,1 256 27,6 30,5 331 27,7

Pie de tabla: E: enero, F: febrero, etc. MIN: Temperatura minima, MED: Temperatura mediana,
MAX: Temperatura Maxima. Fuente: Oporto G AM. PLAN DE SANTA CATALINA Y REFORMA
DEL CODIGO DE MUNICIPALIDAD DE CORRIENTES INFORME FINAL - PRIMERA PARTE.
2014

El régimen hidrico predominante en los suelos del Departamento Capital se
caracteriza como: Udico, es decir, en la mayoria de los afos el suelo hacia el
interior no se seca por mas de 90 dias consecutivos. Las lluvias acumulan
anualmente entre 1.100 y 1.600 mm en la provincia de Corrientes. La ciudad se
encuentra geograficamente dentro de lomas y planicies embutidas con relieve

plano a ligeramente céncavo en algunos sectores. (29)
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TABLA 2. Régimen de lluvias 2014.

E F M A M J J A S ON D ANUAL
CORRIENTES

Lluvias 154 130 146 89 57 57 47 46 46 76 148 128 1290
Dias=0,3mm. 7 7 8 7 6 6 5 5 5 7 8 7 83
Dias>0,10mm. 3 3 4 2 2 2 1 1 1 3 4 3 33
ETP 168 138 124 53 53 36 47 38 47 60 119 158 1111

Fuente: Oporto G AM. PLAN DE SANTA CATALINA Y REFORMA DEL CODIGO DE
MUNICIPALIDAD DE CORRIENTES INFORME FINAL - PRIMERA PARTE. 2014

La vegetacidén es el elemento méas conspicuo del paisaje, ocupa mas del
90% de la masa viva, tiene el mayor aporte de materia organica al suelo, modifica
la infiltracion de las lluvias, el escurrimiento, actda fijando el suelo y lo protege de
la erosion hidrica y edlica, modifica el micro y mesoclima local y configura distintas
variantes de habitat para la fauna. La fisonomia y la estructura depende de la
combinacién de hierbas, arbustos y &arboles, dando lugar a formaciones
caracteristicas como praderas, sabanas, bosques y otros tipos de paisajes a los
gue identificamos como unidades de vegetacion y paisaje, que son indicadoras de
las condiciones de sustentabilidad en distintas partes del territorio y de las

condiciones locales de suelo, rango térmico y distribucién de las lluvias. (29)

El Departamento Capital dispone de una vegetacion en el area rural que
corresponde al dominio Chaquefio y, dentro de éste, en una subunidad
denominada distrito oriental de la region Chaquenfa, en la que se encuentra el sub-
distrito correntino. La vegetacion predominante en la planicie es la paja colorada

(Andropogon lateralis) y paja amarilla (Sorghastrum agrostoides). (29)

En el Departamento Capital y en la Provincia de Corrientes se conservan
remanentes de bosques nativos, que van sufriendo una retraccion del area como
consecuencia de la urbanizacion, el trazado de rutas, el avance de la agricultura y

la construccién de obras civiles con variada finalidad.(29)
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Figura 11. Bosque higréfilo. Sur de la ciudad de corrientes.

Fuente: Oporto G AM. PLAN DE SANTA CATALINA Y REFORMA DEL CODIGO DE
MUNICIPALIDAD DE CORRIENTES INFORME FINAL - PRIMERA PARTE. 2014

3.2.2. Informacion demografica y socioecondémica del area
de estudio

Segun el Censo del afio 2010, la poblacién de la provincia de Corrientes era
de 992 mil personas, representando el 2,5% de la poblacién nacional y el 27% del

noreste de Argentina, resultando la decimoprimera provincia mas poblada del pais.

El area de estudio en la Provincia de Corrientes corresponde al
Departamento Capital que registraba una poblacion de 358.223 personas en el
afio 2010 representando el 36,1% del total de la provincia. EI Departamento
Capital comprende 2 municipios: Corrientes, ciudad capital de la provincia que
experimentd su mayor crecimiento demografico entre los afios 80 y 90. El otro
municipio del Departamento Capital es Riachuelo de mucho menor tamafio y
localizado al sur del Departamento. (30)
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Figura 12. Mapa demogréfico de la provincia de corrientes.

Fuente:https://www.gifex.com/detail/20190115774/Mapa_demografico_de_la_Provincia_de_Corrie
ntes.html

La gran mayoria de la poblacion del Departamento Capital de Corrientes es
argentina nativa. Los datos arrojados por el censo 2010, indican que el 1% de la
poblacién proviene de otros paises. Para analizar las condiciones de vida de esta
poblacién, la Encuesta Permanente de Hogares (ler semestre de 2012) ha
verificado que el 8,2% de los hogares se encuentran bajo situacién de pobreza y el
2,2% bajo situacion de indigencia. A nivel nacional el Departamento Capital de
Corrientes se registra entre las regiones de mayor proporcion de familias en
condiciones de pobreza y de indigencia. (30)

El estudio GEonSE Corrientes ha analizado la distribucion socioeconémica
de los hogares en la ciudad, se observa que el area céntrica y tradicional de la
ciudad es ocupada por los estratos mas altos y un paulatino empobrecimiento de
la poblacién hacia la periferia, donde se destacan las condiciones mas precarias
del parque habitacional. El 11,4% de las familias citadinas no cuentan con una
situacion de tenencia segura de su vivienda. (30)
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Figura 13. Crecimiento segiin GEonSE.
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3.3 Pacientes

Se estudiaron la totalidad de pacientes que fueron diagnosticados como
casos confirmados de leishmaniosis en el Dispensario Dermatolégico “Hersilia
Casares de Blaquier” dependiente del Ministerio de Salud de la Provincia de
Corrientes y localizado en el Departamento Capital (Coordenadas: 27°29'00"S
58°49'00"0). Los pacientes fueron referidos a la consulta de dermatologia del
Dispensario por parte de los médicos de atencion primaria entre 1 mayo 2015
hasta 31 diciembre 2016 desde establecimientos sanitarios de los municipios de

Corrientes (poblacién de 352 646 habitantes) y Riachuelo (poblacion: 3668,

coordenadas: 27°34'58"S 58°44'40"0). (28)

3.3.1. Recoleccién de datos

La informacién se obtuvo de:

a) Expedientes clinicos de los pacientes ingresados; b) de fichas de

notificacion de casos en la vigilancia;

c¢) informes de laboratorio;

d) registro de informacion recogida durante la realizacion de encuesta

personal.




3.3.2. Criterios de Inclusién

La poblacién en estudio los conformaran todos aquellos casos confirmados
de leishmaniosis y residentes del area de estudio que brindaron consentimiento
informado para participar en la investigacion. En el caso de menores se requirio el
consentimiento de los padres o tutores.

La definicién clinica de casos sospechosos y confirmados que se utilizd
para el estudio del brote epidémico es el que determina el sistema nacional de

vigilancia de Argentina.

DEFINICION CLINICA DE CASO: fue un caso sospechoso que, aunque al ser
evaluado por un método de diagnéstico de laboratorio ha resultado negativo o
inconcluso, presenta una respuesta favorable al tratamiento con los medicamentos

especificos contra LC (31).
CLASIFICACION DE CASOS:

* Sospechoso/Probable: es la persona que viajo a areas endémicas de LC o
reside en ellas y presenta lesiones caracteristicas en la piel — macula, papula,
nédulo o Ulcera. (31)

Se considera lesion sospechosa de Leishmaniosis aquella que cumple al

menos 3 de las siguientes caracteristicas:

- No fue causada por trauma (accidente o absceso), tiene mas de dos
semanas de evolucion sin curar, es redonda u ovalada, tiene bordes
elevados, puede tener forma de nddulo, con la piel intacta y elevada, puede
estar enrojecida.

- Puede presentar lesiones mas pequefas: papulas (como picaduras de unos
2 mm), nédulos o Ulceras.

- Se acomparfia de adenopatia regional, ganglios inflamados en codo, ingle,
cuello o nuca, que pueden ser dolorosos.

» Confirmado: Todo caso sospechoso o probable con un resultado positivo por

alguna de las siguientes técnicas parasitolégicas:
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v Frotis o preparados histopatolégicos de los bordes de la lesién tefiidos con
Giemsa o May- Grunwald Giemsa para la busqueda de amastigotes,

v Cultivo de promastigotes en medio NNN (Novy, Nicolle y McNeal), Senekijie,
etc.,

v' Preparados histolégicos de lesiones de animales inoculados y sacrificados
para bisqueda de amastigotes,

v" PCR en muestras de tejido de la lesion. (31)

3.3.3. Criterio de exclusién

Se excluyeron a los pacientes con LC que no pertenecian al area del brote
epidemioldgico o no brindaron consentimiento y/o la informacién clinica y/o de

laboratorio no estuviera disponible

3.4. Encuesta epidemioldgica.

Los pacientes del brote fueron invitados a completar una encuesta
epidemioldgica (ver Anexo I). La encuesta se tom6 en enero de 2017, fue una
muestra por conveniencia entre los pacientes o tutores (de pacientes menores)
gue estaban en el domicilio y aceptaron participar al momento de la visita por

investigadores del equipo.

Figura 14. Pacientes encuestados.

Pie de figura: Fotografia tomada durante la realizacion
de la encuesta epidemiolégica a los pacientes.
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3.4.1 Variables del Estudio

3.4.1.1. Categorizacion segun la edad

Se realiz6 el registro de los casos en planillas elaboradas al efecto. La edad
como variable independiente y cuantitativa, fue agrupada en los siguientes grupos
etarios para la encuesta: en nifios (0-14), adolescentes (15-24), adultos jovenes
(25-44), adultos (44-64) y adultos de tercera edad (=65).

3.4.1.2. Lugar de residenciay ocupacion
En el estudio, para el lugar de residencia se utiliz6 como variable el
municipio y categorizadas en los barrios con identificacion de cada caso por

municipio.

La ocupacion al que se dedica los pacientes se estratifico en las siguientes
categorias: estudiantes, albafiil, changarin (trabajadores informales), jubilados,

“otras actividades “.

3.4.1.3. Actividad laboral, Nivel Educativo y Actividad Recreacional
La actividad laboral de los pacientes se dividié en 3 grupos: no trabaja,

trabajo estable y trabajo eventual.

El nivel educativo se agrupo en 4 categorias: sin educacién formal, nivel

primario, nivel secundario y nivel universitario.

La actividad recreacional se estratifico en 4 grupos: no realiza, pesca,

camping, actividad de caza.

3.4.1.4. Informacidn del vector y caracterizaciéon de la vivienda
La encuesta incluyd las siguientes preguntas dicotdmicas (No / Sl):
informacién de los pacientes sobre presencia de mosquitos, utilizacion de

repelente, utilizacién de tela mosquitera.

Las caracteristicas de las viviendas e los pacientes permiten evaluar el
hacinamiento o no de las familias y el nivel de confort de la vivienda a partir de las
siguientes categorias: de material, de madera, chapa y/o carton.
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3.4.1.5. Riesgo de Leishmaniosis en la vivienda y en su entorno, perros

en la vivienda.

La ocurrencia de la transmision de la enfermedad se asocia a condiciones
favorables climatolégicas (temperatura y humedad), medioambientales, vy
ecologicas.

En la encuesta se consider6 el riesgo ambiental de transmision Incluyendo
las siguientes variables: desmonte en areas proximas a la vivienda, la no
recoleccion de residuos, presencia de perros callejeros, situacion de la familia del
paciente respecto a la propiedad del terreno de residencia. Con respecto a la
vivienda la presencia de zanjas, montes, cuerpos de aguas en la vivienda, servicio
domiciliario de agua potable y cloacas, presencia de potenciales reservorios para
el vector con las siguientes categorias: gallineros, corrales, chiqueros, perros (se

cuantifico y categorizd la presencia de potenciales reservorios).

Figura 15. Lugar de residencia.

Pie de figura: el patio de lugar de residencia de unos de los pacientes

3.4.1.6. Conocimiento sobre la Leishmaniosis y Tratamiento
La encuesta incluyo preguntas a los pacientes sobre el conocimiento de la
enfermedad, la transmision y el tratamiento. Asi como las condiciones de la

aplicacion del mismo (tratamiento ambulatorio o en internacion) (Ver Anexo II).
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3.5. Plan de tabulacion y andlisis de la informacion

La ubicacion de los casos en el Municipio de Corrientes y Riachuelo por afio
se realizd mediante el software libre QGIS version 3.4 Madeira (Open Source
Geospatial Foundation (OSGeo) https://qgis.org/es/site/index.html) importando con
el sistema de coordenadas geograficas mundial WGS84 los casos previamente
geolocalizados para su representacion sobre una sobre una capa de Google Maps

(https://www.google.com/maps).

Las variables recogidas en planillas fueron volcadas en una hoja de datos
de Excel y los datos fueron analizados con el programa estadistico SPSS version
22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Las variables cuantitativas se expresaron
como mediana y rango o recorrido intercuartilico (RIC). Las variables de interés se
compararon mediante Chi-cuadrado. Las asociaciones fueron consideradas

estadisticamente significativas cuando el p-valor fue <0,05.

3.6. Diagnostico de laboratorio

3.6.1. Método directo a partir de la lesion
Las muestras clinicas fueron obtenidas por raspado de la ulceras e
improntas conteniendo material de la biopsias extraidas por los profesionales

médicos del dispensario.

Los estudios parasitolégicos directos se realizaron en el laboratorio de
analisis clinicos del Dispensario Dermatoldgico “Hersilia de Blaquier” en el periodo
2015-2016 a partir de la observacion directa del parasito en frotis tefiidos con May
Grinwald—Giemsa con microscopio éptico observado a 100x, donde se informé la
visualizacién de formas compatibles con amastigotes de Leishmania spp.
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Figura 16. Tinciébn con Giemsa de
amastigotes de Leishmania spp dentro de un
macréfago.

3.6.2. Estudios Moleculares

Los estudios moleculares se llevaron a cabo a partir de los frotis que se
encontraban almacenados en el laboratorio de andlisis clinicos del Dispensario

Dermatolégico “Hersilia de Blaquier”.

3.6.2.1. Extraccién de acidos nucleicos

Los frotis tefiidos fueron sumergidos en xylol durante 15 minutos y secados
al aire para retirar los restos de aceite de inmersion. Posteriormente se afiadio
sobre el portaobjetos el buffer de lisis en alicuotas de 50 pl (suministrado con el kit
de extraccion) rascando con la ayuda de una punta de pipeta y recogiendo el
liguido con la muestra en un eppendorf de 1,5 ml. Partiendo de un volumen total
de 200 pl (4 alicuotas de 50 pl + el material del extendido) de buffer de lisis se
procedié a la extraccion y precipitacion de acidos nucleicos mediante el kit de
extraccion de acidos nucleicos Real Spin kit siguiendo las instrucciones del
fabricante (Ref: RMEGSO01; Durviz s.l., Valencia, Espafia). EI ADN fue eludido en
un volumen final de 100 pl.

3.6.2.2. Diagnéstico molecular de Leishmania spp.
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Para confirmar que el agente etiolégico implicado en este brote era
Leishmania spp., se llevé a cabo la amplificacién mediante una PCR anidada de
una regién no codificante del genoma del espaciador intergénico 1 de Leishmania
(ITS-1) utilizando el protocolo desarrollado por Osman OF y col., 2000y Schdénian
y col, 2003) y las modificaciones para la segunda reaccion del Centro
Colaborador de la OMS para Leishmania (30,31). Los cebadores y reactivos

utilizados para ambas reacciones fueron:

Primera reaccion: LITSR: 5°- CTG GAT CAT TTT CCG ATG -3°
L5.8S:5- TGA TAC CAC TTATCG CACTT -3

La composicion de la primera solucion maestra fue la siguiente:
- Solucién tampdn 10x (20 mM MgCly): 2,5 ul
- dNTPs (10 mM cada uno): 0,5 ul
- LITSR (15 M): 0,5 pl
- L5.85(15M): 0,5l
- ADN Polimerasa (0,56 U/ul): 0,7 pl
- ADN Muestra: 5 pl, 10 yl y 2 pl (Con el objetivo de mejorar la sensibilidad
de la técnica, ésta se realizo a tres diluciones).
- Agua bidestilada estéril: hasta 25 pl.

El programa de ciclado consisti6 en 5 minutos a 94°C y 35 ciclos de: 30
segundos a 94°C, 30 segundos a 53°C y 30 segundos a 72°C. Un ciclo final de 5
minutos a 72°C y luego se mantenia la muestra a 4°C. Se utiliz6 un termociclador
T100 ThermalCycler (BioRad).

La visualizacion de los productos de PCR se realiz6 con tampén TBE 1Xx,
1,5% de agarosa y 10 pl de BrEt, 40 min a 120mV. Se utilizaron 25 pl de cada

producto de PCR. En la electroforesis se espera un producto positivo: 300-350 pb.

Segunda reaccion: SAC: 5- CAT TTT CCG ATG ATT ACACC -3
VAN2: 5- GCG ACA CGT TAT GTG AGC CG -3’

La composicidn de la segunda solucion maestra fue la siguiente:
- Solucién tampon 10x (20 mM MgCly): 2,5 pl
- dNTPs (10 mM cada uno): 0,5 ul
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- SAC (15 M): 0,5 ul

- VAN (15 M): 0,5 pl

- ADN Polimerasa (0,56 U/ul): 0,7 ul

- Producto de PCR de la primera reaccion: 2 pl.
- Agua bidestilada estéril: hasta 25 pl.

El programa de ciclado consistio en 5 minutos a 94°C y 35 ciclos de: 30
segundos a 94°C, 30 segundos a 57°C y 30 segundos a 72°C. Un ciclo final de 5
minutos a 72°C y luego se mantenia la muestra a 4°C. Se utilizé un termociclador
T100 ThermalCycler (BioRad).

La visualizacion de los productos de PCR se realiz6 con tampén TBE 1x,
1,5% de agarosa y 10 pl de BrEt, 40 min a 120mV. Se utilizaron 25 pl de cada

producto de PCR. En la electroforesis se espera un producto positivo: 280-330 pb.

3.6.2.3. Caracterizacién molecular

Una vez realizada la confirmacion molecular se ha llevado a cabo la
caracterizacion a nivel de especie mediante: la técnica de PCR-RFLP de la region

ITS-1 con posterior digestion con la enzima Hae Ill. (32, 33)

Para el andlisis de los fragmentos de restriccion se cortaron del gel de
agarosa de la segunda reaccion, las bandas amplificadas. Los productos fueron
purificados usando el kit “Real Clean Spin Kit” (Durviz, Valencia, Espafa) segun
las instrucciones del fabricante. Los productos de PCR fueron eluidos en un

volumen de buffer de elucion de 25 pl.

Toda la muestra obtenida fue sometida a digestién enzimatica usando la
enzima Haelll obtenido a partir de Haemophilus aegyptius 5000 U a 1 U/ul, de
laboratorios Roche, y se procedio segun las instrucciones del fabricante.

Se realiz6 una incubacién a 37°C por 6 horas. Para la separacion de los
productos de digestiéon se realizé una electroforesis en una cuba en 160ml de
tampén TBE 1x con 3% de agarosa y 10ul de BrEt durante 40 min a 90 mv y luego
40 min a 120 mV. Los fragmentos visualizados fueron fotografiados y

almacenados en formato electrénico (ver figura 14).
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Los fragmentos generados se compararon con los productos de PCR-RFLP

de especies de referencia (ver figura 15).

Figura 17. Digestién con la enzima Hae Il del producto
amplificado de la region ITS-1 de diferentes especies de
Leishmania (Schoénian y col., 2003).
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Todas las pruebas moleculares se llevaron a cabo en el Laboratorio del
Area de parasitologia de la “Universidad Miguel Hernandez de Elche”, San Juan,

Alicante, Espafia.

3.7 Consideraciones éticas

Todos los pacientes participantes brindaron consentimiento informado para
la utilizacién de los datos recogidos. En los pacientes menores el consentimiento

fue autorizado por padres o tutores (Ver Anexo ).

El estudio se presentd ante las autoridades sanitarias del Ministerio de
Salud de Corrientes y conto con el aval de la “Direccion General de Epidemiologia
y Patologia Regional del Ministerio de Salud” de Corrientes y ante el Comité de
Bioética del Ministerio de Salud Publica de Corrientes que autorizo la ejecucion de

las actividades.
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4. Resultados

4.1. Descripcién del brote

Desde 1 de mayo de 2015 hasta 31 diciembre de 2016, fueron
diagnosticados 81 casos de leishmaniasis, de los cuales 80 casos resultaron de
LC y 1 caso LV en un nifio. El mayor nimero de casos se observé en noviembre
de 2015 (22 pacientes diagnosticados). La curva epidemiolégica de casos se
puede ver en la figura 18.

Figura 18. Curva epidemioldgica del brote de Leishmaniosis del nimero de casos por meses de
ocurrencia.
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La mediana de edad de los pacientes fue de 33,6 afios (rango 1-89 afios);

15 sujetos (18,5%) tenian <15 afios. La relacion hombre: mujer fue 3,5:1.

De los 6 pacientes del grupo etario = 65 afnos, 1 (16,7%) eran un varon y el
resto eran mujeres; en cambio de los 75 personas < 65 afios, 62 (82,7%) eran
varones y 13 (17,3%) eran mujeres (p<0,001). La distribucion geografica de los
casos se describe en la figura 19.
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Figura 19. Ubicacion geogréfica de los casos en los Municipios de Corrientes y Riachuelo por
afo.

Pie de figura: Circulos marrén claro: pacientes diagnosticados en 2015; Circulos marrén oscuro:
paciente diagnosticado 2016.

Del total de pacientes 56 (69,1%) residian en el municipio de Corrientes, 22
(27,2%) enfermos residian en el municipio de Riachuelo, proximo al municipio de
Corrientes y 3 (3,7%) pacientes eran de otra provincia trabajaban de la pesca en el
isla sobre el rio Parama (Tabla 3). La tasa fue de 0,16 y 62,27 por 1.000
habitantes en la municipalidad de Corrientes y Riachuelo, respectivamente.

De los 80 casos de LC, 55 tenian una lesioén Unica y 25 lesiones mudiltiples,
no hubo ninglin caso de afectacion mucocutanea. No hubo diferencias por edad ni
sexo respecto al nimero de lesiones.

38



Tabla 3. Caracteristicas epidemioldgicas del brote de Leishmaniosis (2015-2016).

Variables Participantes N (%)
Grupo de etario

0-14 afios 15 (18,5)

15-24 afios 18 (22,2)

25-34 afios 13 (16,0)

35-44 afios 12 (14,8)

45-64 afios 17 (21,0)

= 65 afos 6 (7,4)
Sexo

Hombres 63 (77,8)

Mujeres 18 (22,2)
Municipio de residencia

Corrientes* 59 (72,8)

Riachuelo 22 (27,2)
Tipo de leishmaniosis

Leishmaniosis cutanea 80 (98,8)

- Lesion Gnica 55 (67,9)
- Lesiones multiples 25 (30,9)

Leishmaniosis visceral 1(1,2)

Total pacientes 81 (100%)

*3 pacientes presentaron residencia en la provincia del Chaco pero trabajaban y temporalmente se
encontraban en Corrientes al momento de los sintomas.

4.2. Encuesta epidemioldgica

En 46 de los 81 pacientes (56,8%) se realiz6 la encuesta y los datos
recogidos con posterioridad al brote y menos de los 2 afios anteriores al inicio de
los casos.

4.2.1. Caracteristicas de los encuestados

De los encuestados 11 (23,9%) eran menores de 15 afos, las principales
actividades de los encuestados fueron al momento de la entrevista: albafiil
(15,2%), changarines (13%) y jubilados (13%). Ocho entrevistados (17,4%) tenian
una enfermedad crénica (2 Diabetes mellitus, 2 insuficiencia cardiaca y 4 otras
enfermedades) (ver Tabla 4).
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Tabla 4. Caracteristicas basales y entomolégicas de los encuestados (N = 46)

Variable N (%)
Grupo etario
0-14 afios 11 23,9
15-24 afos 7 15,2
25-34 afios 8 17,4
35-44 afios 9 19,6
45-64 anos 5 10,6
2 65 afnos 6 13,1
Sexo
Hombres 36 78,3
Mujeres 10 21,7
Ocupacién
Estudiante 11 23,9
Carpintero 7 15,2
Trabajador informal (changa) 6 13,0
Jubilado 6 13,0
Otros * 16
Actividad laboral en los 4 afios anteriores
Desempleados 22 47,8
Empleo estable 12 26,1
Trabajo temporal 12 26,1
Nivel de Instruccion
Educacién no formal 7 15,2
Educacion primaria 19 41,3
Educacion secundaria 14 30,4
Universidad 6 13,0
Enfermedades Crénicas
Ninguno 38 82,6
Diabetes mellitus 2 4,3
Insuficiencia cardiaca 2 4,3
Otros’ 4 8,6
Actividad recreacional
Ninguno 20 4,5
Pescar 15 32,6
Caminata 6 13,0
Camping 3 6,5
Caza 2 4,2
Informacion entomoldgica
Observa la presencia de mosquitos 46 100
Usualmente usa repelente 26 56,5
Utiliza mosquitera en la casa 10 21,7
Utiliza aire acondicionado en casa 10 21,7

TAlcoholismo (n=1), asma bronquial (n=1), cancer (n=1), retraso psicomotor (n=1).

La mediana de personas que vivian en el domicilio de cada paciente era de

4,5. La gran mayoria residia en el domicilio con una antigliedad mayor de 4 afios.
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Respecto a los aspectos entomoldgicos, todos los pacientes destacaron
gue habian recibido picadura de mosquitos, el 56,5% manifesté utilizar repelentes
y el 21,7% informé el uso de tela mosquitera y/o aire acondicionado en el domicilio
(ver Tabla 4).

Al consultar sobre actividades recreativas 20 de 46 (43,5%) informaron

como actividad habitual la pesca en el rio Parana (n=13).

4.2.2. Factores de riesgo de leishmaniosis en la vivienda y el entorno

Al analizar el lugar de residencia se observé que los pacientes disponian de
viviendas de material (78,3%) y el 54,1% de ellos presentaban 1 o 2 habitaciones
en el interior de la vivienda. Las viviendas presentaron en el entorno: zanjas
(93,0%), monte (91%) y cuerpos de agua (78,6%). En menor medida, estas
viviendas tenian gallineros (32,6%), corral (30,4%) o chigueros (23,9%). El 32,5%
no tenian agua potable en la vivienda. La mayoria (87,7%) tenian perros en la
vivienda (el 21,3% tenian 6 o mas). En el entorno, el 69,8% referian desmonte en
el vecindario y el 54,3% de las viviendas de los entrevistados no tenian

recoleccion de residuos (tabla 5)
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Tabla 5. Factores de riesgo de leishmaniosis en hogares de encuestados (n = 46).

Factores de riesgo N %
Material de construccion de la casa
Ladrillo 36 78,3
Madera 7 15,2
Hierro y carton 3 6,5
Riesgos ambientales parcelay entorno
Zanja 40 93,0
Ubicacién en la ladera 42 91,3
Cuerpos de agua cercanos 33 78,6
Falta de agua corriente 15 32,6
Gallinero 15 32,6
Corral s/especificar 14 30,4
Corrales de cerdos 11 23,9
Saneamiento 4 91
Perros en la casa y cantidad
Ninguno 6 13,0
1-2 13 28,3
3-5 17 36,9
26 10 21,8
Riesgos ambientales en el entorno
Terreno despejado en las proximidades 32 69,8
Sin recoleccién de residuos sélidos urbanos 25 54,3
Perros con leishmaniosis en el barrio 6 20,7
4 8,7

Asentamientos informales en el barrio

* Datos faltantes enn =3
T Datos faltantes en n = 4 casos

4.3. Enfermedad y tratamiento de los encuestados

De los 46 pacientes encuestados la mayoria conocian y recordaba sobre la

enfermedad. La encuesta se realiz6 a 45 casos de LC y al Unico caso de LV. De

estos el 23,8% preciso internacion hospitalaria. La mayoria de los pacientes fueron

tratados con glucantime (82,6%) y el resto con anfotericina B liposomal. En 7 de

los 42 encuestados se dispuso informacion de la adhesion al tratamiento, que en

algunos resulté incompleto (17,5%) (Tabla 6).
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Tabla 6. Variables relacionadas con tratamiento en pacientes encuestados (N = 46)

Variables N %

Conocimiento sobre la leishmaniosis 40 87,0

Tratamiento indicado

Glucantime 38 82,6
Anfotericina B-liposomal 8 17,4
Hospitalizacion 11 23,9
Tratamiento completado * 33 82,5

Contactos de pacientes

Ninguno' 8 19,5
Paciente con contacto infectado 12 29,3
Paciente sin contacto infectado 21 51,2
Uso de insecticida en vivienda 1 2,2

Pie de tabla: * Datos faltantes en n = 6; 1+ Datos faltantes enn =5

4.4. Estudios moleculares

De los 81 pacientes del brote, se estudié la presencia de Leishmania spp.
en 28 frotis (34,8%) que se conservaban guardados en un ambiente seco y en un
recipiente para porta objeto. De los 28 frotis de pacientes se amplific6 ADN de
Leishmania spp. en 24 de ellos (85,7%) (Ver Figura 20).
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Figura 20. Visualizacion de los amplificados resultantes mediante PCR
anidada. Amplifican el espaciador intergenico del ADN ribosomal de
Leishmania (ITS-1).

6 7 .8% 9= 10% 11:12

Pie de figura: Figura 1A: Primera reaccién con los cebadores LITSR y
L5.8S, M: Marcador de peso molecular, 1 y 9: Blanco de PCR, 2-7: Muestras
clinicas, 8: Blanco de extraccién y 10: Control positivo de la primera reaccién
(300-350 pb). Figura 1B: Segunda reaccion con los cebadores SAC y
VAN2, M: Marcador de peso molecular, 1,9 y 11: Blanco de PCR, 2-7:
Muestras clinicas, 8: Blanco de extraccién, 12: Control positivo de la segunda
reaccion (280-330 pb).

Segun los estudios de caracterizacion molecular en todos los aislados
positivos el patrén observado fue compatible con la especie Leishmania infantum

(ver Figura 21).
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Figura 21. Digestion de la region ITS1 amplificada con la enzima de restriccion Haelll (PCR-
RFLP).
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Nota: M: marcador de tamafio molecular: Lineas 2-18: muestras clinicas; C+: Leishmania infantum
control positivo.

5. Discusioén

La epidemiologia de Leishmaniosis es cambiante en el mundo y es
considerada una enfermedad desatendida y emergente, que se presenta como un
gran problema de salud publica en los paises afectados (37).

En Argentina, la LC se asoci6 historica y principalmente a L. braziliensis. En
los afios 2002, 2008 al 2012 se realiz6 la identificacion molecular del DNA de
Leishmania spp. a partir de frotis guardados (hasta 12 afios de antigliiedad),
tefiidos por Giemsa de una serie de pacientes con LC de Salta (Argentina),
coincidiendo que todos los casos fueron caracterizado hasta el nivel subgénero
Viannia, no pudiendo identificar a nivel de especie. (37)

Un estudio molecular de 53 casos de LC en el noroeste de Argentina
(provincia de Salta), se determin6 que el 81,1% de los especimenes era
responsable de L. (V.) braziliensis, mientras que L. (L.) amazonensis, L. (L.)

infantum y L. (V.) guyanensis fueron los agentes causales del 13,2%, 3,8% (2/53)
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y 1,9% de los casos, respectivamente (36). Otro estudio de 63 pacientes con LC

de la Provincia de Salta todos fueron por L. amazonensis (38).

Por todo ello, el brote documentado en este estudio, aunque incluyo6 el
estudio molecular del 34,1% de los frotis de pacientes, permitié identificar en el
85,7% material génico de L. infantum (24/28). Esta proporcién de eficacia de las
técnicas moleculares a partir de frotis tefiidos con resultado parasitolégico positivo
para leishmaniosis es superior al estudio descrito por Almazan y col (75%). (37)

El primer caso autéctono de LV humana en nuestro pais se notifico en el
afio 2006 en la ciudad de Posadas, Misiones, con presencia de Lu. longipalpis y
de LV canina en el area (39). Desde entonces se registraron casos en humanos

con expansién geografica creciente.

Se realiz6 la caracterizacion molecular de Leishmania en pacientes con LV
en la Provincia de Misiones (Argentina) identificandose L. infantum. Del mismo
modo se describieron casos de LV por L. infantum en Salta (36), es decir, la
aparicion de LV en la provincia de Misiones se ha atribuido con el movimiento de
personas y la presencia del vector del género Lutzomyia posiblemente con
procedencia del Sur de Brasil y Paraguay (40).

Este es el primer estudio que presenta esta realidad epidemiolégica y
parasitolégica en Argentina. Evidencia y confirma la relevancia que esta
adquiriendo la especie L. infantum como responsable no sélo de LV en el Norte de

Argentina.

Este estudio confirma registros y notificaciones recientes de LC asociada a
L. infantum en una regién endémica de leishmaniosis cutanea por L. braziliensis
de argentina donde los cambios medio ambientales son intensos (cambio
climéatico: desforestacion masiva de montes, presencia de cuerpos de agua,
asentamientos poblacionales, deficiencia en la recoleccion de residuos). Este
brote se desarrolla en un entorno urbano y periurbano (no rural) hecho que

constituye una alerta ya enunciado por diversos investigadores. (35)
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El caso de LV por L. infantum identificado en nuestro brote y lo que se ha
descrito en la provincia de Misiones hasta el presente, hacen sospechar que L.
infantum podria desplazar a L. braziliensis como agente etiolégico, en un futuro,

de la Leishmaniosis cutdnea en el Norte de Argentina. (41, 42,43)

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), L. infantum tiende a
causar LC en nifios y jévenes, mientras que LV afecta principalmente a nifios
menores de edad. (48). En nuestro estudio, encontramos una mayor proporcion de
hombres y adultos jovenes entre 15 y 40 afios, lo que nos sugiere que este brote
podia estar asociado a alguna actividad laboral (pesca) o de ocio (pesca, camping,
caza). Las labores rurales y las actividades recreativas al aire libre parecen estar
asociadas con altas tasas de incidencia de esta enfermedad en la regién norte de
argentina, aunque publicaciones recientes proporcionan evidencia de la
transmisién urbana. En nuestro caso el brote tuvo una presencia urbana y
periurbana que refuerza observaciones sobre la relevancia de la LC y LV en zonas

urbanas y periurbanas (45, 46).

La encuesta epidemiolégica mostro que los enfermos residian en viviendas
cuyas condiciones de construccion (78,3% de ladrillos, 5,2% de madera, 3%
carton), servicios (32,6% de falta de agua potable) y entornos (69,8% de
desmonte) favorecen la transmision de la leishmaniosis en presencia de agentes
portadores del parasito. La presencia de montes, zanjas, gallineros y chiqueros
unidos a alto nimero de perros en el domicilio y un entorno ambiental con

desmonte y escasa recogida de residuos podria resultar de muy alto riesgo. (46)

Un gran porcentaje de la poblacién del estudio que residia en el sur de
corrientes capital, y la localidad de riachuelo carecen de recoleccion de residuos,
por lo que genera acumulacién de basuras en la vivienda y zona cercanas, lugar
propicio para el desarrollo del vector. Es importante educar a la poblacion de dicha
problemética y articular con el municipio para que se llegue a cabo dicha accién de
recoleccién y que se reduzca el tiempo para dicha tarea, que es una manera

efectiva de intervencion. En areas de transmisiéon urbana de LV mantener siempre
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limpias las plazas, calles, lotes baldios. (36) También cerca de la vivienda

presentaron zanjas, basuras, vegetacion en descomposicion. (36)

Lu. longipalpis es el vector asociado con mayor frecuencia a la transmision
de L. infantum en América. Este es un insecto que se ha urbanizado y resultaria
un vector que esta desplazando a otros vectores trasmisiones de Leishmania en el
norte de Argentina (37). Esto pareceria estar ligado al aumento de los casos de LV
(40).

Aunque Lu. longipalpis es el principal vector asociado a la transmision,
también se han encontrado otros vectores transmisores de L. infantum. Asi en un
estudio realizado en fleb6tomos parasitados en Puerto de Iguazu, se observé que
el vector con mayor prevalencia de DNA de L. infantum fue Micropygomyia

qguinquefer, seguido de Lu. longipalpis y Ny. whitman (44).

Se realizaron estudios clinicos y entomolégicos en la frontera de Argentina
y Bolivia en brotes de LC causados por L. brasilienses y donde los vectores
identificados fueron Ny. neivai, Cortelezzii complex, Evy. sallesi, My. migonei y My.
guinquefer. Los casos se registraron en una zona periurbana de modo similar a lo

observado en este estudio (47).

Entre 2013 y 2014, se realizd un estudio entomoldgico en la zona del brote
gue se describe en este estudio. Los resultados de captura identificaron 5244
flebotominos (moscas de la arena) principalmente Lu. longipalpis (n = 2458), los
investigadores concluyeron que una estratificacion espacio-temporal del riesgo
podria ayudar a las autoridades de sanitarias a optimizar las medidas de
prevencion de LV.(49) Este estudio clinico epidemioldgico resulté limitado por la
ausencia de un estudio entomoldgico sobre presencia y la distribucion del vector

en el entorno del brote.

Otra limitacion de relativa importancia del estudio se asocia a que la
encuesta epidemioldgica se ha realizado de forma retrospectiva y por ello podrian
haberse perdido datos de interés de la misma que restringen el analisis de las
asociaciones con variables de interés socio- ambiental. Ademas, los datos
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recogidos de forma prospectiva tienen el sesgo implicito de memoria de lo

sucedido por parte de los pacientes.

Finalmente, el no haber podido realizar una blsqueda de la especie

involucrada por no disponer de los frotis tefiidos de la totalidad de pacientes

identificados en el brote, puede estar dandonos una informacién sesgada de la

especie 0 especies coexistentes en ese momento. Aunque lo inusual del hallazgo

nos lleva a sospechar que en este caso si hubo otra especie implicada en el brote

no tuvo mayor relevancia.

6. Conclusiénes

La LC es un problema creciente en el norte de Argentina y este evento urbano
y periurbano evidencia que L. infantum es la especie responsable de un brote
de magnitud y trascendencia social y sanitaria en un area donde solo se
habian registrado casos esporadicos de LC que se asociaban a L. braziliensis.
Este brote de LC ocurre por una especie que nunca antes habia estado
implicada en Argentina.

Cuando coexisten mas o dos especies de Leishmania, la identificacién de
especies se vuelve esencial y relevante porque las diferencias tanto en el
tropismo de la especie como en la diferente respuesta al tratamiento esta
parcialmente influenciada por la susceptibilidad diferencial de las diferentes
especies al tratamiento.

Probablemente las caracteristicas de las viviendas (precarias, asentamientos),
y del entorno ambiental (desforestacion de zonas cercana, presencia de
materia/basura en descomposicion, zanjas, el clima himedo y tropical) en el
area de estudio, junto con la presencia de vectores (mas del 90% presento Lu.
Longipalpis en un estudio entomoldgico 2013-2014) y reservorios (perros,
gallinas, chanchos) podrian haber favorecido la aparicion de este brote en
ambos municipios de la Provincia de Corrientes.

Recomendaciones
7.1. Manejo
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La transmision de las leishmaniosis ocurre en un sistema biolégico complejo
gue involucra al hospedador humano, al parasito, al fleb6tomo vector y, un
reservorio animal. Por lo tanto, es poco probable que se logre controlar con una

Unica intervencion. (29,31)

Se deben combinar las estrategias para el manejo de casos (diagnéstico,
tratamiento y vacunas, deteccion), para el control integrado del vector vy, si es
relevante, para el control del reservorio animal, y todo esto debe adaptarse a cada
contexto. (29,31)

7.2. Diagnéstico

La biologia molecular, es el método mas efectivo, con elevada sensibilidad
y especificidad. Permite detectar el ADN del parasito sobre todo en caso de baja
carga parasitaria. Es importante implementar el método a través de un protocolo

especifico que incluye desde la toma de muestra, conservacion y procesamiento.

7.3. Deteccion de casos

La deteccion de los casos puede ser pasiva 0 activa. La deteccion pasiva
de los casos es la desencadenada por los pacientes que buscan la atencion del
personal de salud en los centros de atencién primaria. Los médicos clinicos y/o
bioquimicos deben natificarlo al SISA. En corrientes el centro sanitario de atencién
primaria es el dermatolégico donde recibe pacientes de toda la provincia, lo que
presenta un sesgo en la deteccion de la enfermedad y por lo tanto esta notificacion
solo capta una parte de la verdadera carga de la morbilidad. (29,31)

De los datos obtenidos, es notorio que la mejor opcidn es la deteccion activa que

consiste:

- Busquedas casa por casa. Un equipo médico visita todas las casas de
los barrios y examina a todos los residentes en cada una de ellas.

- Bulsquedas basadas en campamentos. Se organiza un «campamento
médico» en un lugar facilmente accesible de una zona de la localidad y

se invita a todas las personas a que acuda a examinarse. El
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establecimiento del campamento debe estar precedido de una campafa
de sensibilizacién de la comunidad.

- Busquedas basadas en casos indices. Un «caso indice» es una persona
en la que se ha confirmado recientemente que padece leishmaniasis. Se
realiza una busqueda casa por casa en el vecindario inmediato del caso
indice.

- Bulsquedas basadas en incentivos. Se les dan incentivos o premios a los

agentes de salud voluntarios que faciliten la deteccién de casos.

El operativo en distintas partes del territorio genera alta efectividad para
detectar los casos. Es importante la capacitacion del personal que forma parte del
equipo de salud que se encarga de las salidas a terreno. Se debe tomar como
prioridad en las politicas de la salud publica de manera tal que los integrantes

presenten todos los materiales necesarios para realizar dicha accion. (29,31)

7.4. Educacion de la poblacién

Es importante la correcta difusion de la enfermedad por los agentes
sanitario. Los pacientes del brote conocian la enfermedad, pero no sabian la forma
de transmision y el ciclo del vector. En nuestro estudio todos manifestaron recibir
picadura de mosquitos en atardecer (horario de actividad del vector) y solo 56,5%
usaron repelentes. El estudio demostrd que un 43,5% tenian habito de ir a pescar,

por lo tanto, el uso de repelente es una manera de prevencion.

Una manera importante de evitar el desarrollo del vector es realizar limpieza
periédica de los alrededores, hacer poda de arboles para aumentar la iluminacion
con el fin de reducir el sombreado del suelo y evitar las condiciones favorables
(temperatura y humedad) para el desarrollo del vector. EI mejoramiento de las
viviendas genera una mejor calidad de vida, y contar con agua potable y cloacas,

hace que se pueda disminuir los desechos en el lugar. (31)

7.5. Control de reservorios
El control de los reservorios hospedadores se ha recomendado como un

componente para las estrategias de control de LV y LC zoonéticas. Para el control
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de la leishmaniosis, es fundamental que se desarrollen estrategias eficaces para la

deteccién de casos, para el diagnostico y para el tratamiento adecuado. (31)

La mayoria de las personas presentaron canes y/o gallineros, corrales en
su domicilio, y a la vez notificaron presencia de caninos callejeros en la zona. Es
importante mantener los patios, jardines o terrenos de las casas libres de malezas,

hojas, escombros y material organico que pueda descomponerse.

En ciertas viviendas sus animales fueron diagnosticado con perros con
leishmaniosis y sacrificados, ademas los animales callejeros también con dicha
enfermedad. En la actualidad, este método es poco efectivo, por lo que se
recomienda uso de collares con repelente, evitar sacar a pasear al perro en
horario de mayor actividad del vector. Por lo tanto, es recomendable que los
animales de corral, domésticos, mantenerlos a varios metros de la residencia,

aislado con tela mosquiteras. (31)

Una manera efectiva son las campafas de castracion de los animales, ahi
no solo se esteriliza al animal, sino que se puede realizar el cribado masivo de los
perros domésticos con pruebas seroldgicas. Al mismo tiempo, se puede efectuar
un examen clinico de cada animal para detectar alteraciones cutaneas,
onicogrifosis, adenopatias y consuncion. Solo presentan signos de leishmaniosis
menos de la mitad de los perros infectados, pero una gran proporcion de los
perros asintomaticos infectados son infecciosos para los fleb6tomos, como ha
demostrado el xenodiagndstico. (31)

Se ha demostrado que el uso de insecticidas topicos con eficacia probada
frente a las picaduras de los fleb6tomos (collares impregnados en deltametrina o
formulaciones tépicas focales (spot-on) basadas en la permetrina) reduce
significativamente la incidencia de la leishmaniosis visceral en el perro y por lo

tanto en el ser humano. (31)

El control de la leishmaniosis visceral canina podria asociarse en algunos

paises a las campafias contra la rabia, que incluyen:
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1) Registro de los perros para obtener informacion Gtil sobre la composicién

de la poblacion canina y su dinamica;

2) Evaluacion del estado de salud de la poblacion canina y la vigilancia

veterinaria periédica;

3) Acceso al diagnostico serolégico, a los medicamentos, a los insecticidas
tépicos y al sacrificio de los animales, y

4) Movilizacién de la comunidad (responsabilidad de los duefios). (31)
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ANEXO I: Modelo de consentimiento informado utilizado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Enlalocalidad de .........cooeiiiiiiiiiii e , Provincia de Corrientes,
en el dia...... del mes......... del afo 201..., yo, (Nombre y Apellido)
............................................. DNI.....................domiciliado en
................................... de ..........aRMos de edad, hace constar que presta su

consentimiento en pleno conocimientos de sus actos, a partir de este momento
para participar en el proyecto de investigacion denominado: “Perfil epidemioldgico
de un brote de leishmaniasis cutdnea en el Departamento de Corrientes, Capital
de la Provincia de Corrientes”. Se deja constancia que la participacion es
voluntaria y que se acuerda expresamente que toda informacion personal y/o
resultados de mis estudios en muestras clinicas obtenidas por el equipo de
investigacion seran de uso estrictamente confidencial. Por lo expresado y
enterado/a debidamente de los objetivos, contenido del trabajo de investigacion,
los posibles riesgos y comprendido toda la informacion procedente ratifico mi

participacion en el proyecto.
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Firma Aclaracion y Namero de Documento

ANEXO Il: Modelo de encuesta utilizado en terreno

Encuesta Brote de Leishmaniosis

1-DATOS DEL PACIENTE N° de protocolo: .........ccceveviiieiiennnn.
Apellido y Nombre: ...
Edad: .......... ; Sexo:Mo Fao

Domicilio:

Localidad: ., Provincia:............... .CP
Teléfono: +) 54
S

(Of0 ] g (=T =1 1T o110 ] ] (oo

2- DATOS DEL CENTRO ASISTENCIAL
Nombre de la Institucion

TellFaX....oooiiiiiiiii

Nombre del MEdICO: ..o
Correo EleCtrONICO: .. .vi i

3- DATOS CLINICOS

Fecha de la consulta:
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Lesion SIN - Lugar de lesion

Noantidad

Lesién cutanea Unica

Lesién cutanea

Cicatriz de Primo

Lesibn de mucosa

Lesion bucofaringea

Lesion laringea

4- DATOS EPIDEMIOLOGICOS
-Ocupacion:

-¢,Cual es su actividad laboral en los ultimos 4 afios?

Lugar de Trabajo: .....eieiiii e

-Padece alguna enfermedad crénica (desde hace mas de 2 afos)

Sl ... NO: ... Si la respuesta es "Si " mencione cual
B ttttetrteee e s e

-Consume medicamentos en forma permanente: Sl...... No:......

Sila respuesta €s "SI " MENCIONE CUAL ........covviiiiiiiiiiiiiiiiiiee e e
-Cantidad de personas que vivenenlacasa:10;20;30;40;masde4 o
-¢Alguien mas presento lesiones compatibles con ulceras en la casa?

SI() LAZOFAMILIAR: .........oevvne.. NO.....

-¢,Hace cuanto tiempo usted vive en este lugar? 1 afio o; 2 afios o; 3 afios o; mas
de 3 afios O

-Cantidad de habitaciones en la casa: 1 o; 2 o; 30; mas de 3 habitaciones o

-Nivel de ingreso

<a$7.057 o hasta $14.127 o ;14.127- 18.013o ;18.013-22.516 o; 22.516-
45,0000 ; 2 45.000 o;

-Nivel de hacinamiento <2/hab o ; 2-3/hab o; 23/hab o

-Nivel educativo del paciente: Primario: o; Secundario: o; Terciario: o

Universitario: o

ObSEIVACIONES: ... e
¢ Usted utiliza repelente? Si (] NO(] Infrecuente ()

Si contesta Si,
P L= 11 oU = 1LY

Cuando descansa en su domicilio: Observa presencia de mosquitos
Slo No o ¢Enqué horario? .........cooiiiiiii

-¢ Utiliza tela mosquiteras en su vivienda? si() No()
-¢ Tiene aire acondicionado en su vivienda? si ()
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-¢ Existe recoleccién de residuos en su zona de residencia? Si (] NO ()

-En los ultimos 5 afios, en su barrio hubo algunas modificaciones ambientales
tales como: (Marque “SI” 0 “NO”)

Desmonte:

Ocupacion transitoria de un espacio:

Ocupaciéon permanente de un espacio:

Intervencién municipal/provincial localizando familias:

-Tipo de vivienda:
Material: SilC) NO (] ; Chapay Cartén: Si (] NO (] ; Madera: Si (] NO

U

L 1 (0 1R
-Posee Agua Potable: si(J) No()
Tiene Cloacas: si() ~No()

-¢Qué tipo de Actividad recreacional tiene?

Pesca( ] ;Caza(]) ;Camping ()
L 101 P
Fecha de su ultima actividad (opcional): ..........ccoviiiiiiiiieeee e,

¢, Usted viajo en los ultimos 30 dias?

Lugar fecha
...... /......1201
...... [....../1201

-¢.Tiene mascota/as en su casa?, Si (J NO (J ¢cuéles?
Si la respuesta es Perro

Nombre Edad ¢Nacié en su Raza
aprox. casa’?

-¢Ha notado en el/los animal/animales algunos de los siguientes signos?
Pierde pelo adelgazamiento | ulceras Poco activo
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-¢ Usted sabe si algun perro tuvo Leishmaniasis en la manzana donde vive?

si(J) ~No()

Caracteristicas del peridomicilio: ;,Posee alrededor de su vivienda...?

Sl | NO | Distancia de la casa (en metros) N° de animales

Gallineros

Corral

Chiqueros

Montes

Rios, Lagos,
Lagunas,
Estanques

Canal o Zanja

Otros

-¢,Conoce la enfermedad Leishmaniasis?
Sl: ... NO...... . Si la respuesta es "SI" mencione como se transmite entre las
siguientes opciones:

Droga utilizada para el tratamiento:

Identificacién de contactos o expuestos:

N° de contactos 0 expuestos identificados: .........c.covevevviiiiiiiiiiie,
N° de contactos POSItIVOS: .. ...uie i
Bloqueo con insecticidas, rodenticida, etc.: Si (] NoO ()
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N° de viviendas controladas: ...............
Sitios de riesgo controlados (basurales, cementerios, etc.): Si (] NO ()
¢, Cuales?:

6- Evolucion y Clasificacion del Caso

Paciente Hospitalizado: Si (] NoO () Se ignora

Fecha hospitalizacion: / /

Condicion del alta: Fecha del alta:
/ /

Fecha de defuncioén: / /

Clasificacion final:...........coooiiiiii e, Fecha: / /

(Leishmaniasis visceral, visceralizacion de Leishmaniasis cutdnea, Leishmaniasis
cutanea, Leishmaniasis mucosa)

ANEXO IlI: Informacién sobre Leishmaniosis Cutanea

La leishmaniosis cutanea es infeccidn parasitaria de transmision vectorial,
ocasionado por la picadura del mosquito vector del genero Lutzomyia reconocido

en nuestra regidon como mosquito “carachai”.

La picadura provoca una lesidon que se convierte en una ulcera que va
creciendo en los dias posteriores, la cual es molesta y genera inconvenientes para

realizar actividades laborales, recreativas y de otro tipo.

Es de suma importancia que si Ud. presenta una lesion de estas
caracteristicas o similares a la que se muestra en la lamina o bien conozca alguna
persona que lo presente, informarle que debe dirigirse a un centro de salud y

solicitar atencién médica.

En este trabajo de investigacion, al cual lo estamos invitando a participar, se
le realizard una encuesta y realizardn pruebas de laboratorio a muestras de la
lesién que sufrié por resultar Ud. un paciente que padecié esta enfermedad en el
afio 2015 o 2016. Con esta informacion Ud. contribuira al objetivo de conocer

sobre la enfermedad y sus causas y de este modo generar en el futuro posibles

66



mecanismos de prevencion, coordinacion y asistencia rapida con el fin de evitar
posibles propagaciones de esta enfermedad en la localidad de Corrientes y otras
localidades de la region.

El trabajo de investigacion esta respaldado por el Instituto de Dermatologia
“Herselia Blaquier” de Corrientes, Universidad Nacional de Misiones (UNaM) de la
Provincia de Misiones, el Instituto de Patologia Regional de la Universidad
Nacional del Nordeste (UNNE).

La decisién de participar en el proyecto es voluntaria. Si Ud. presenta
inquietudes o dudas, puede contactarse con el profesional Bioquimico Encinas
Ernesto Sebastian cuyo teléfono es: 3794667400 y
email:sebaencinas@hotmail.com. o con el Doctor Enrique Jorge Deschutter cuyo
teléfono es: 3764393604 y email:;jorgedeschu@hotmail.com, ambos responsables
de este estudio.

ANEXO IV: Tincién de Giemsa

Como su nombre lo indica, la técnica combina las técnicas de coloracion
desarrolladas por May-Griinwald y Giemsa. Estas técnicas a su vez se basan en el

empleo de dos soluciones colorantes:

La solucion de May-Grunwald, que contiene el colorante aniénico eosina y el

colorante catidnico azul de metileno ambos disueltos en metanol

La solucién de Giemsa, que contiene eosina, azul de metileno y una serie de
productos de la oxidacion de este Ultimo tales como el azur A, el azur B, el violeta

de metilo y el azul de metilo.

El primer paso es fijar las células sanguineas presentes en el frotis. La fijacion es
un proceso fisicoquimico que altera las propiedades quimicas de las proteinas que
forman las células, para que luego resistan el proceso de tefido preservando la
estructura que tenian cuando estaban vivas. En la técnica de May-
Grinwald/Giemsa la fijacién la hace el metanol de la solucion de May-Grinwald.
Para fijar se colocan los vidrios con los frotis horizontalmente en una parrilla o en

una caja de coloracion y se vierten unas 20 gotas de solucidn sobre cada uno
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hasta que los frotis queden completamente cubiertos. Se mantienen asi durante 2

o 3 minutos para que el metanol fije las células.
El segundo paso es el lavado del frotis con agua de la canilla.
El tercer paso es colocar la solucion de Giemsa al 10% y dejarlo 12 minutos.

Luego lavar nuevamente y dejarlo secar al aire.
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