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Introduccion. La leishmaniosis cutanea por Leishmania braziliensis ha sido
tradicionalmente endémica en Argentina y han sido descritos casos de
visceralizacion posteriores a una leishmaniosis cutanea inicial. La leishmaniosis
visceral emergio en Argentina en el afio 2006 en la ciudad de Posadas,
provincia de Misiones, afectando tanto a humanos como canes.

Objetivo. Identificar el agente etiologico a nivel de especie en los pacientes
diagnosticados con leishmaniosis visceral en Misiones y describir las
caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los pacientes.

Materiales y métodos. Se estudid una serie de 24 pacientes confirmados con
leishmaniosis visceral de la provincia de Misiones en el periodo 2009 al 2016.
Para la identificacion de Leishmania sp. los pacientes fueron sometidos a
estudios diagnosticos indirectos (serologicos) y directos (microscopia,
deteccion de ADN y secuenciacion). También se estudiaron variables como
edad, sexo, lugar de residencia, y signos y sintomas clinicos compatibles con
leishmaniosis visceral.

Resultados. De los pacientes estudiados, el 75% (18/24) eran hombres y el
25% (6/24) menores de 4 afos. El sintoma mas frecuente fue el sindrome febril
prolongado en el 87,5% de los pacientes (21/24), seguido de esplenomegalia
con el 70,8% (17/24). Se identifico la especie Leishmania infantum en todos los
pacientes estudiados.

Conclusion. Este hallazgo constituye la primera identificacion de la especie
Leishmania infantum en pacientes autéctonos de la provincia de Misiones. Este
estudio evidencia la importancia de la PCR para el abordaje epidemiolégico de

la leishmaniosis visceral en Argentina.
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Introduction: Cutaneous leishmaniasis caused by L. braziliensis has been
historically endemic in Argentina is an historical endemic area and several
cases of visceral leishmaniasis following previous cutaneous leishmaniasis
have been reported. Currently, visceral leishmaniasis affecting humans and
dogs is being found in the city of Posadas (Province of Misiones, Argentina)
since 2006.

Objective: Identify the etiologic agent to species level in patients with visceral
leishmaniasis diagnosis in Misiones province and describe its clinical and
epidemiological characteristics.

Materials and methods: Twenty-four patients from Misiones province were
studied from 2009 to 2016, all with a confirmed diagnosis of visceral
leishmaniasis. To identify the Leishmania species involved, patient samples
were analyzed by microscopy, serologic studies, DNA detection and
sequencing. Variables like age, sex, clinical signs and symptoms consistent
with visceral leishmaniasis were recorded.

Results: 75% (18/24) of the patients studied were males and 25% (6/24) were
younger than 4 years. The most frequent symptom prolonged fever in 87.5% of
the patients (21/24), followed by splenomegaly in 70.8% (17/24). Leishmania
infantum was the only parasite species identified in all patients.

Conclusion: This finding constitutes the first molecular identification of
Leishmania infantum species in autochthonous patients of Misiones province,
Argentina. This study highlights the importance of the PCR for species
identification in epidemiological studies of visceral leishmaniosis in Argentina.
Key words: Leishmania infantum, polymerase chain reaction, leishmaniasis,

visceral; Argentina.



Las leishmaniosis engloban a un conjunto de enfermedades parasitarias de
transmision vectorial que afectan tanto al ser humano como a otros
vertebrados. Estas parasitosis son causadas por diferentes especies de
protozoos intracelulares del género Leishmania, que son transmitidos por
picaduras de las hembras hemato6fagas de la subfamilia Phlebotominae (1).
Las leishmaniosis son endémicas en 98 paises de 5 continentes, siendo
diagnosticados anualmente 1,3 millones de nuevos casos, de los cuales,
300.000 son de leishmaniosis visceral (LV). Mas de 310 millones de personas
viven en zonas de riesgo de contraer LV y de 20.000 a 50.000 personas
mueren anualmente (2). La LV es mundialmente reconocida como una de las
enfermedades infecciosas mas importantes que afecta principalmente a la
poblacion pobre que vive en areas rurales y suburbanas, siendo endémica en
la mayoria de regiones tropicales y subtropicales tanto en el Nuevo como en el
Viejo Mundo (3). Un estudio realizado en la ciudad de Posadas concluy6 que la
mala calidad de la vivienda y el hacinamiento (pobreza estructural) se
asociaron positivamente con el incremento del riesgo de contraer leishmaniasis
visceral humana (4). En los focos registrados en la provincia de Misiones, es
caracteristica la urbanizacién no planificada intercalando areas verdes y de uso
domestico, donde la cantidad de material organico es abundante. Esto favorece
la colonizacion y la persistencia del vector Lutzomyia longipalpis. Estas
caracteristicas ambientales y socio-geograficas se asocian por lo general con
deficientes servicios sanitarios y dificultades de acceso al sistema de salud, lo
que a su vez resulta un factor de riesgo para el diagnostico temprano de LV (5).
En el continente americano, la especie Leishmania infantum es el principal

agente etiolégico de la denominada leishmaniosis visceral zoondtica (1). Se



trata de una enfermedad que puede afectar tanto al ser humano como a otros
mamiferos (perros domeésticos, zorros, lobos, linces, coatis, ratas, comadrejas,
0sS0s hormigueros, entre otros). Aungue tradicionalmente ha sido considerada
una enfermedad rural, hoy en dia se encuentra bien establecida en zonas
urbanas (1,3,6) en las cuales el perro es el principal reservorio (1,7).

La especie L. infantum infecta principalmente a macrofagos de érganos
hematopoyéticos (médula 6sea, bazo e higado) causando graves disfunciones
organicas.

En la ciudad de Posadas (Misiones, Argentina), se detectd en el afio 2006 el
primer caso autéctono de LV humana (8). Actualmente se han detectado mas
de 100 casos con una mortalidad del 10%, como se ha descrito en otras
regiones del mundo (9,10).

La LV en Argentina se encuentra en expansion, asi como sus vectores (11-13),
detectandose casos humanos en otras 4 provincias: Salta, Entre Rios, Santa
Fe y Santiago del Estero (12,14-17).

El presente estudio tuvo como objetivos describir las caracteristicas clinicas y
epidemioldgicas e identificar, mediante PCR, la especie o especies del género
Leishmania involucradas en una serie de pacientes con LV confirmados por el
sistema nacional de vigilancia en salud de Argentina en el periodo 2009 - 2016
en la provincia de Misiones. Asimismo se evaluo la utilidad de esta técnica para

el diagnaostico y estudios epidemiolégicos.



Materiales y métodos

Area de estudio

La provincia de Misiones 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.
Segun el censo de INDEC al afio 2010, Misiones contaba con 1.101.593
habitantes, de los cuales el 49,68% eran hombres (18).

Pacientes

Fueron seleccionados pacientes de la provincia de Misiones que concurrieron a
consulta clinica al Hospital Escuela de Agudos “Ramén Madariaga” entre el
2009 y 2016 y resultaron casos confirmados de LV y de los que se logré
amplificar por PCR el ADN compatible con el género Leishmania.

Finalmente, fueron objeto de estudio 24 pacientes. Estos cumplieron los
siguientes criterios de inclusién: i) Pacientes residentes en la provincia de
Misiones que concurrieron a consulta clinica y resultaron caso sospechoso de
LV; ii) Pacientes que brindaron consentimiento para el uso del material clinico
en estudios de caracterizacién del agente etioldgico iii) Sujetos con al menos
un resultado positivo en alguna de las siguientes técnicas:
inmunocromatografia, examen directo por microscopia o estudios moleculares
(PCR). No se incluyo el total de pacientes del periodo de estudio por no cumplir
los criterios de inclusion.

Toma de muestray recoleccion de datos

Las fichas clinico-epidemioldgicas en las que el profesional médico asento los

datos pertinentes del paciente incluyeron la siguiente informacion: fecha de



toma de la muestra, edad, sexo, localidad en la cual reside. El laboratorio no
recibe datos que identifiquen al paciente.

Los sintomas y signos clinicos registrados en el estudio fueron la presencia o
ausencia de: 1) fiebre prolongada, 2) pérdida de peso, 3) hepatomegalia, 4)
esplenomegalia, 5) palidez, 6) ictericia, 7) edema, 8) ganglios linfaticos.
Para los estudios de laboratorio se tomaron 2 tipos de muestras: i) Una
muestra de médula 6sea mediante puncion aspiracion (PAMO), de
aproximadamente 1,5 ml con 50 yl de EDTA (0,342 M). ii) Tres ml de sangre
periférica mediante puncion venosa por el personal de laboratorio de la
institucién a la cual acudio el paciente. Los tubos con sangre fueron
centrifugados por 5 min a 3.000 rpm para recuperar el suero.

Técnicas diagndsticas

Técnicas diagnésticas indirectas (seroldgicas)

Test inmunocromatoqrafico rapido basado en el antigeno recombinante rK39

(ICT-rk39): Se analizé el suero de los pacientes seleccionados con tiras
reactivas “Kalazar DetectTM Rapid test” de InBIOS International, Seattle, WA
para humanos. La prueba inmunocromatogréfica fue realizada siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Técnicas diagnosticas directas

Microscopia optica: Los extendidos de PAMO fueron tefiidos con Giemsa y

visualizados al microscopio éptico en busca de amastigotes de Leishmania spp.
Técnicas moleculares

i) Extraccion de Acidos Nucleicos: Todas las muestras de PAMO fueron

procesadas mediante la columna NucleoSpin® Tissue de Macherey-Nagel,

Bethlehem, USA, siguiendo las instrucciones del fabricante. Como control
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negativo de extraccion se usé muestra negativa de PAMO suministrada por el
Hospital Escuela de Agudos “Ramén Madariaga”.

i) Deteccion de Acidos Nucleicos. Se amplific la regién del espaciador interno

de la transcripcion 1 (ITS-1) mediante PCR anidada. El protocolo utilizado para
la primera reaccion fue basado en el que desarrollaron Schoénian y col. (19)
incluyendo las modificaciones de Cruz y colaboradores para la segunda
reaccion (20). A fin de determinar el buen funcionamiento de los reactivos y la
manipulacion de los mismos, se uso un control negativo (agua bidestilada
estéril) y un control positivo (ADN suministrado a partir de un aislamento de
cultivo suministrado por el Instituto Nacional de Parasitologia "Dr. Mario Fatala
Chaben") en cada una de las reacciones de PCR. La visualizacion de los
productos se realizé en un gel de agarosa 1,5% tefiido con bromuro de etidio.

iii) Caracterizacion. Este procedimiento fue realizado mediante la secuenciacion

directa de los productos de PCR, con los cebadores especificos de la segunda
reaccion (20); usando el kit comercial para secuenciacién de ciclos de
terminacion “Big-Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit V3.1” y
el secuenciador de ADN automatico “ABI PRISM 377" (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Las secuencias obtenidas fueron analizadas y editadas con el
programa analizador de secuencias Lasergene® (DNASTAR, Madison, WI).
Posteriormente, las secuencias obtenidas fueron comparadas en la base de
datos GenBank a fin de obtener una coincidencia con alguna especie descrita.
Aspectos éticos

Todos los procedimientos llevados a cabo fueron revisados y aprobados por el
Comité de Bioética del Hospital Publico Provincial de Pediatria “Dr. Fernando
Barreyro” de la ciudad de Posadas. Los protocolos de toma de muestra y
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manejo de las mismas se realizaron segun las directrices del Hospital Escuela
de Agudos “Ramén Madariaga™.

Todos los participantes del estudio dieron su consentimiento por escrito seguin
el modelo de consentimiento informado utilizado por el Hospital Escuela de
Agudos “Ramon Madariaga” para estudios de LV. Dicho consentimiento aval6
la realizacion de técnicas diagndésticas para la identificacién de especie de
Leishmania.

Resultados

Se estudiaron 24 pacientes con diagndstico confirmado de LV mediante
observacion microscopica directa, ICT o PCR. Los pacientes residian
mayoritariamente en Posadas 33% (8/24). Las demas localidades de residencia
fueron Oberé& con 25% (6/24) y San Ignacio con 20% (5/24), Candelaria 12,5%
(3/24), en Apostoles 4% (1/24) y Alem 4% (1/24). De los pacientes estudiados,
el 75% (18/24) eran hombres y el 25% (6/24) menores de 4 afios. En el cuadro
1 se observan los resultados de laboratorio, y la distribucién por sexo y edad de
los pacientes.

El paciente asintomatico fue un neonato, cuya madre fue diagnosticada con LV
durante el embarazo. Asimismo, ningun paciente presento todos los sintomas,
pero dos de ellos presentaron seis sintomas simultaneos.

En el cuadro 2 se presentan los signos y sintomas clinicos. El sintoma mas
frecuente resultd ser el sindrome febril prolongado en el 87,5% de los pacientes
(21/24), seguido de esplenomegalia con el 70,8% (17/24). Ningun paciente de

esta serie presentd ascitis.
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De los 24 pacientes estudiados el 79,2% (19/24) resultaron positivos por PCR-
anidada para el género Leishmania y el 66,6% (16/24) al frotis. La prueba de
ICT resulto positiva en el 91,6% (22/24) de los casos.

Todas las muestras que resultaron positivas por PCR-anidada y confirmadas
como Leishmania sp. fueron sometidas a secuenciacion. En total, 19 muestras
de LV fueron sometidas a secuenciacion y todas las secuencias obtenidas
presentaron identidad 100% con la especie L. infantum.

Discusion

El presente estudio constituye el primer trabajo de caracterizacion molecular de
L. infantum de los casos de LV acontecidos en los Ultimos afios en la provincia
de Misiones.

Hasta el afio 2006 en que fue descrito el primer caso de LV autéctono en la
Argentina, se habian descrito 17 casos de LV dentro del area endémica de LC
por L. braziliensis y todos los casos autéctonos fueron finalmente considerados
como visceralizaciones de una LC inicial producida por L. braziliensis (21). Los
casos se describieron como autoctonos de las Provincias del norte argentino
(ninguno de ellos en Misiones) y cuatro de los casos fueron considerados como
importados de otros paises. Solo un caso fue debido a L. infantum en la
provincia de Mendoza, de origen desconocido (22).

Este hallazgo supone un cambio en el cuadro epidemioldgico de la
leishmaniosis en Argentina. A pesar de que la provincia de Misiones es
endémica para LC desde 1998 (23), y la especie L. braziliensis puede ser
ocasionalmente viscerotropica en el pais, la Unica especie encontrada en estos

pacientes con LV en Misiones fue L. infantum.
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Estos resultados ponen de manifiesto la necesidad de la caracterizacion
molecular del agente causal de la LV para un correcto manejo de los pacientes
y un adecuado conocimiento de la epidemiologia de la leishmaniosis en el pais.
La técnica de referencia en la Argentina, para el diagnostico de LV es la
demostracion de parésitos en material de puncion esplénica o de médula 6sea
como diagnéstico de certeza (1,24). Sin embargo, debido a la baja sensibilidad
de la observacion microscépica, el Ministerio de Salud de la Nacion (Argentina)
recomienda el uso de técnicas complementarias al diagnéstico (24). En nuestro
estudio, se obtuvo un 66,6% de positivos a partir del extendido de muestras de
PAMO, tal como se esperaba de acuerdo con lo observado por otros autores
(25-27).

En este sentido se recomienda el uso del test inmunocromatografico rapido
basado en el antigeno recombinante rK39 (ICT-rK39) como herramienta de
diagndstico de LV considerando su elevada sensibilidad y especificidad. Si bien
la deteccion de anticuerpos no implica la presencia de infeccién activa (24,25),
esta prueba es considerada junto al cuadro clinico, una prueba de referencia
para confirmar los casos humanos de pacientes con LV en Argentina. La ICT-
rk39 resultd en un alto porcentaje de positivos (91,6%) entre los pacientes
estudiados, coincidiendo con lo sefialado por diversos autores (entre el 80-
90%) (25).

Actualmente los estudios moleculares han demostrado ser utiles para un
diagndstico y caracterizacion rapida, temprana, de alta sensibilidad y
especificidad. Esta técnica también es recomendada por el Ministerio de Salud
de la Nacién para el diagnéstico de LV (19,20,24,26,28). La técnica de PCR
anidada en el diagndstico de LV podria resultar una herramienta eficaz para la
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caracterizacion de la especie causante de la leishmaniosis visceral. Por lo
tanto, la inclusion en el diagndstico rutinario de la amplificacion de acidos
nucleicos seguidos de la caracterizacion, podria ser de utilidad para esta
patologia en la provincia.

En el presente estudio, los resultados obtenidos de la PCR anidada se
asemejan a los obtenidos por otros autores (85-95%), observandose un
namero similar de posibles falsos negativos debidos a razones no esclarecidas
entre las que podria estar la toma o conservacion de la muestra entre otras (28-
31). La region diana empleada en este estudio (ITS-1) es una region lo
suficientemente conservada para realizar, por un lado, el diagnéstico molecular,
y a su vez, presenta suficiente polimorfismo como para para permitir la
tipificacién a nivel de especie (19,20,28-30).

El patron epidemiolégico en relacidn a los parametros estudiados es diferente a
lo observado en otras areas. Segun la OMS y la Direccién de Epidemiologia de
la Nacion Argentina, el 90% de los casos de LV ocurre en nifios menores de 10
afos (1,24). Sin embargo, nuestro estudio no muestra un patrén definido en
relacion a la edad de los pacientes, si bien es cierto que el 25% de ellos fueron
menores de 4 afos. Por otro lado, en los pacientes de Misiones encontramos
un mayor porcentaje de hombres infectados, como se ha observado
recientemente en otros estudios en Brasil (32,33). La OMS puntualiza que en el
pasado las leishmaniosis en las Américas han sido historicamente
enfermedades ocupacionales. Aunque los factores de riesgo ocupacionales
siguen teniendo importancia, la presencia del vector en el ambiente
peridoméstico ha llevado a un aumento rapido en el nimero de casos de
personas sin exposicion ocupacional (1). Los resultados obtenidos en el

15



presente estudio sugieren que en esta area geografica los factores
ocupacionales podrian tener un papel importante en la transmision de la
enfermedad, lo que se manifiesta en un mayor predominio de casos
observados en hombres adultos.

El movimiento migratorio en puntos como Posadas o Puerto Iguazi podria
haber favorecido la ocurrencia de LV en la provincia ya que en los paises
vecinos, Paraguay y Brasil, esta enfermedad se encuentra bien establecida;
ademas, la presencia del vector aumenta la posibilidad de transmision de esta
enfermedad entre canes y humanos (34,35).

Los sintomas clinicos mas frecuentes en los pacientes con LV fueron sindrome
febril prolongado y esplenomegalia, esto concuerda con lo expresado por la
OMS (1) y con los registros del sistema de vigilancia en los reportes oficiales
del Ministerio de Salud de Misiones para los 116 pacientes notificados (1).

El Gnico paciente asintomatico fue un neonato incluido en el estudio, cuya
madre fue diagnosticada con LV durante el embarazo. Existen evidencias de
transmision vertical de LV aunque resulta un hecho poco frecuente (36). El
neonato de este estudio resulté positivo a las pruebas seroldgicas y a la
evaluacion de frotis en la PAMO, aunque los resultados de las pruebas
moleculares fueron negativos (36). Los resultados seroldgicos positivos en
estos neonatos podrian resultar del paso transplacentario de anticuerpos
maternos (1,36,37). A pesar de no presentar sintomas, el paciente fue tratado
con anfotericina B liposomal y fue dado de alta al completar el tratamiento.

En conclusion, este estudio presenta la primera identificacion del agente
etioldgico de la LV en Misiones, Argentina, confirmando la presencia de L.
infantum en estos pacientes. Este hecho amplia el perfil de la epidemiologia de
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la leishmaniosis tradicionalmente establecida en la provincia de Misiones. Los
resultados muestran la conveniencia del uso de la PCR como método de
diagndstico, debido a su alta sensibilidad y especificidad, asi como a la
posibilidad de tipificacion de la especie.
La deteccidn temprana de la infeccion y de casos asintométicos mediante PCR
podria ayudar a reducir la morbi-mortalidad de esta infeccion en el pais.
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Cuadro 1. Resultados de las pruebas por paciente, relacionadas con las

variables edad y sexo.

ICT FROTIS PCR EDAD SEXO
POS NEG POS 71 M
POS POS POS 41 M
POS POS - 2 M
POS POS POS 46 M
POS NEG - 75 F
POS NEG - 44 M
POS NEG POS 58 M
POS POS POS 1 M
POS POS POS 3 F
POS POS POS 20 F
POS POS POS 42 M
POS POS - 13 F
NEG NEG POS 78 M
POS POS POS 2 M
POS NEG POS 37 M
POS NEG POS 39 M
POS POS - M
POS POS POS 1 F
POS POS POS 53 M
POS POS POS 11 M
POS POS POS 34 M
POS POS POS 36 M
NEG POS POS 24 F
POS NEG POS 3 M

Resultados de laboratorio y caracteristicas epidemiolégicas de los
pacientes. ICT (test inmunocromatografico rapido): POS: positivo, NEG:
negativo; Frotis: POS: positivo, NEG: negativo; PCR: POS: positivo a
Leishmania infantum, NEG: negativo a Leishmania infantum; Edad: Edad
en afos de los pacientes; Sexo: M: masculino, F: femenino; -: No datos.



Cuadro 2. Sintomas clinicos que presentaban los pacientes.

NUmero/total

Sintomas (%)

Sindrome febril
prolongado

Pérdida de
peso

21/24 (87,5)

10/24 (41,7)

Hepatomegalia 14/24 (58,3)
Esplenomegalia 17/24 (70,8)

Palidez 8/24 (33,3)
Ictericia 2/24 (8,3)
Edema 1/24 (4,16)
Nodulos

linfaticos 2124 (8,3)
Ascitis 0

Signos y sintomas clinicos de los
pacientes segun datos oficiales del
Ministerio de Salud Publica de la
Provincia de Misiones.
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