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1.2 ABREVIATURAS

AAV: Alta Abundancia del Vector

ACP: Analisis de Componentes Principales
ADEE: Abundancia a Diferentes Escalas
Espaciales

ADN: Acido Desoxirribonucleico

ADNKk: ADN del kinetoplasto

AMYV: Abundancia Moderada del Vector
ARN: Acido Ribonucleico

ASV: Area Sin Vector

CENDIE: Centro Nacional de Diagndstico e
Investigacion en Endemo-epidemias

CDC: Centro para el control y prevencion de
enfermedades

CIOMS: Organizacion Internacionales de las
Ciencias Médicas

DDT: Dicloro Difenil Tricloroetano

DTT: Dithiothreitol

DMSO: Dimetil-Sulféxido.

dNTP: dinucleétidos trifosfato

ELISA: ensayo por inmunoabsorcion ligado
a enzimas

fg: femtogramos.

GB: muestras de globulos blancos

H: Hisopados

HCI: Acido clorhidrico

IFI /IFAT: Inmunofluorescencia Indirecta/
prueba de inmunofluorescencia indirecta
IMUSA: Instituto Municipal de Sanidad

Animal

ISOPS: Simposio internacional ~ de
flebotomos

ITS-1: Regiones espaciadoras transcriptas
LaBiMap: Laboratorio de  Biologia
Molecular Aplicada

LC: Leishmaniasis Cutanea.

LM: Leishmaniasis Mucocutanea.

LTD: Limite de deteccion Teodrica

LV: Leishmaniasis Visceral.

LVC: Leishmaniasis Visceral Canina

MgCl,: Cloruro de Magnesio

MO: Microscopio 6ptico

ml: mililitros.

MLEE: Tipificacion por electroforesis de
enzimas multilocus

mM: milimolar

ng: nanogramo

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
OPS: Organizacion Panamericana de la Salud
pb: Pares de bases.

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa
RFLP: Polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion

pg: microgramos.

pl: microlitros.

uM: Micromolar

UV: Ultra violeta.



1.3 RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad parasitico-infecciosa causada por protozoos del género
Leishmania que se transmiten a través de la picadura de dipteros hembras pertenecientes a la sub-
familia Phlebotominae; en Argentina la Leishmaniasis Cutdnea es endémica en el norte del pais
mientras que el escenario de transmision de Leishmaniasis Visceral se encuentra en expansion. Este
trabajo tiene por objeto optimizar metodologias de biologia molecular para la caracterizacion de las
especies de pardsitos intervinientes en la LC y LV en la provincia de Misiones, demostrar su
factibilidad operacional e integracion con estudios eco-epidemioldgicos en terreno, y generar a su
vez resultados preliminares que contribuyan al conocimiento y desarrollo de medidas de control
locales. Se adaptaron protocolos de extraccion de ADN a partir de diferentes muestras biologicas
(sangre, tejidos, fluidos, vectores) y se optimizaron protocolos de amplificacion de diferentes
blancos gendmicos (ITS-1 y Mini-ex6n), para deteccion/tipificacion de especies de Leishmania por
2 protocolos de PCR-RFLP y secuenciacion. Se llevaron a cabo capturas de Phlebotominae con
trampas de luz y adaptador multi-muestreo para actividad horaria. Se establecieron pretratamientos,
concentraciones/tiempo de digestion por proteinasa k y volimenes de diluciones post-extraccion
para las diferentes muestras; el protocolo con mayor sensibilidad tedrica de deteccion fue el de ITS-
1. En muestras clinicas de LC se tipificé la especie L.(V.) braziliensis mientras que en lotes de
Lutzomyia longipalpis y casos de Leishmaniasis Visceral Canina se tipifico L.(L.) infantum con una
concordancia entre protocolos de PCR muy buena en muestras clinicas y buena en vectores y casos
LVC. Los analisis de infeccion por Leishmania en Lu. longipalpis provenientes de areas de Alta
Abundancia del Vector y Areas Sin Vector resultaron negativos; a partir de los canes de dichas
areas se tipifico L. (L.) infantum con concordancia muy buena de protocolos con blanco en ITS-1y
Mini-ex6n para muestras de ganglio y pobre en hisopados de conjuntiva (ITS-1 detectd mads
positivos), no encontrandose diferencias entre porcentajes de canes positivos de dichas areas. El
protocolo de ITS-1 sobre muestras de hisopados de conjuntiva detectdé mas porcentaje de positivos
que el analisis seroldgico por rk39 y que el de Mini-exén. La probabilidad de que una muestra sea
positiva por rk39 aumenta con la edad no observandose asociacion entre edad canina e infeccion
detectados por PCR. En relacion con los datos eco-epidemiolégicos la dinamica de Lu. longipalpis
mostré un patron bi-modal anual y una asociacion entre su abundancia en d&mbito urbano con la
temperatura maxima promedio mensual correspondiente al mes de captura como asi también a 30 y
60 dias previos a la captura. Las hembras se presentan de 17:00 hs a 23:00 hs disminuyendo su
abundancia hasta casi desaparecer después de las 3:00 hs; los machos mostraron actividad hasta el
ultimo periodo horario; no se observd diferencia significativa entre el numero de machos y hembras
registrados después de las 03:00. Sin embargo, se observo diferencia significativa entre la
abundancia promedio de machos y hembras que ingresaron a la trampa por periodos en febrero y
abril. La abundancia de hembras se correlaciond positivamente con la temperatura y negativamente
con humedad relativa en febrero y marzo. La capacidad de tipificacion de Leishmania sp. en las
especies de Phlebotominae incriminadas como vectores y asociadas a la transmision en la provincia,
como asi también su abundancia estacional y actividad horaria, ofrecen una linea de base para el
disefio de protocolos de prevencion-investigacion de estrategias de control. Estos resultados
obtenidos a partir de un esfuerzo de captura limitado por razones éticas en el momento de aparicion
del primer brote urbano de LV en el pais, siendo una patologia sin estrategia de control efectiva
comprobada, necesitardn confirmaciéon posterior mediante capturas con mayores réplicas de
sitios/dias. Sin embargo, la descripcion preliminar de estas tendencias se consider6é necesaria, ya
que no se contaba con datos previos, y el escenario epidemioldgico requirid generar protocolos de
investigacion operativa para tener antecedentes que permitiesen analizar indicadores y factores de
riesgo, como herramientas para estimar tasa de infeccion, y las variables climaticas y horarias
asociadas a la abundancia peridoméstica del vector.



2 INTRODUCCION



La leishmaniasis es una enfermedad parasitico-infecciosa causada por protozoos del género
Leishmania que se transmite a través de la picadura de dipteros hembras pertenecientes a la
sub-familia Phlebotominae; esta enfermedad se da en forma zoonotica en América
desarrollando en el humano un conjunto de sindromes clinicos que pueden comprometer la
piel causando Leishmaniasis Cutanea (LC), las mucosas provocando Leishmaniasis
Mucocutédnea (LM) y las visceras siendo entonces conocida como Leishmaniasis Visceral
(LV). El desenlace hacia las diferentes formas clinicas depende principalmente de la
especie parasitaria de Leishmania, asociado a la respuesta inmune del hospedador

vertebrado (WHO 2010).

La LC es causada por varias especies del género Leishmania que se distribuyen en areas
geograficas diferentes y escenarios epidemiologicos segun la especie parasitaria
involucrada. Sus presentaciones clinicas pueden ser diferentes dependiendo de la especie de
Leishmania interviniente y de la relacion entre el parasito con su hospedador; la LC
localizada (simple o multiple) consiste en la aparicion en la piel de una o mas papulas que
se agrandan y transforman en Ulceras indoloras. La lesion ulcerada se caracteriza por bordes
elevados con fondo granuloso con o sin un exudado; segiin el agente etiologico, estas
heridas se curan espontineamente o requieren de tratamiento. Otras formas clinicas de
leishmaniasis cutanea son difusa, diseminada y atipica (Roberts et al. 2000; PNL.

Ministerio de Salud Publica de la Nacion. 2004; WHO 2010).

La leishmaniasis mucocutanea (LM), afecta principalmente la mucosa oronasofaringea. Es
una secuela de la leishmaniasis cutanea causada por parasitos del subgénero Viannia
asociada en la mayoria de los casos en América a Leishmania braziliensis. Se genera por
contigliidad cutdnea o por metéstasis de lesiones cutdneas. Su aparicion es concomitante
con la tlcera primaria o puede ocurrir varios meses o afnos luego de la cicatrizacion de la
misma. Aparentemente, ciertos factores como retraso en la cicatrizacion de la lesion
primaria de la LC o un tratamiento inicial inadecuado podrian estar asociados con la
evolucion hacia la LM (Roberts et al. 2000; PNL. Ministerio de Salud Publica de la Nacion.
2004; WHO 2010).



Varias especies de mamiferos pertenecientes a diferentes oOrdenes como roedores,
edentados, marsupiales, carnivoros, murciélagos y primates no humanos han sido descriptas
como reservorios potenciales de las especies causantes de LC y LM en distintos paises
americanos, aunque todavia no puede determinarse si se trataria de un reservorio especifico
o de un “sistema de reservorios” y qué relacion habria en cada caso (Haydon et al. 2002;

Ready 2008; Roque & Jansen 2014).

La leishmaniasis visceral (LV) se caracteriza principalmente por fiebre de larga duracion
con comienzo agudo o progresivo y hepatoesplenomegalia; también se puede presentar
linfoadenopatia, anemia, leucopenia, trombocitopenia, anorexia, pérdida de peso, caquexia
y debilidad progresiva. Es la forma mas grave de leishmaniasis en donde la falta de
tratamiento conlleva a la muerte. El agente etiologico en América es Leishmania (L.)
infantum, mientras que el perro doméstico (Canis familiaris) es el principal reservorio
urbano, aunque también estan implicados en mantener y propagar la zoonosis varias
especies de animales salvajes (PAHO/WHO & SOPERJ 2008; WHO 2010). Los canes con
leishmaniasis visceral canina (LVC) pueden presentar una amplia gama de perfiles clinicos,
desde aparentemente sano hasta criticamente enfermo, dependiendo del equilibrio entre las
respuestas humorales y celular; se sugiere entonces que estos animales podrian ser
clasificados como: asintomaticos, sin signos clinicos de la infeccion por Leishmania,
oligosintomaticos, presentando linfoadenopatia, pérdida de peso ligero y/o alopecia; o
sintomaticos, mostrando todas o algunas de los graves signos de la enfermedad, incluyendo
lesiones cutaneas, onicogrifosis, queratoconjuntivitis y rigidez de las extremidades traseras
(Reithinger et al. 2002; da Costa-Val et al. 2007; Dantas-Torres 2009; Solano-Gallego et al.
2011).

2.1 AGENTE ETIOLOGICO

Los protozoos del género Leishmania pertenecen al orden Kinetoplastida y a la familia

Trypanosomatidae (Alvar Ezquerra 2001; Gontijo 2003).



Es un protozoo dimorfico que en el

tubo digestivo del vector adopta la

forma  libre  flagelada o : Z'l/ R

promastigote, mientras que en el v :\

mamifero la forma caracteristica - W/ -

observada es el amastigote. La F # }

morfologia del promastigote varia !

de acuerdo al estadio de desarrollo Mustracion 1: Visualizacion al MO de Leishmania

a) Promastigotes; b) Amastigotes en macrofagos flecha roja:
nucleo, flecha negra: kinetoplasto.
Fuente:http://www.cdc.gov/dpdx/.MO: Microscopio Optico.

del mismo. Después de ingresar al
vector, se genera una elongacion
progresiva del soma del parasito hasta alcanzar los 10-15 pm, en donde emerge el flagelo
desde la placa basal (Gull 2001; Lukes et al. 2002). Al cabo de unas horas, éste se vuelve

funcional adquiriendo una longitud cercana a la del soma (Ilustracion 1).

El amastigote, situado dentro de las células del sistema reticuloendotelial, presenta una
forma oval con un tamafio de 2-4 um (Ilustraciéon 1b). En todas las especies del género
Leishmania, ambas formas se multiplican por fision binaria y los caracteres morfologicos

son marcadamente similares (Alvar Ezquerra 2001).

2.1.1 CLASIFICACION

Leishmania es un protozoario de la familia Trypanosomatidae. Esta familia contiene 9
géneros diferentes (Ilustracion 2). Las especies del género Leishmania se agrupan en 2
subgéneros, teniendo como criterio taxondmico el sitio de desarrollo del parasito dentro del
vector. En el subgénero Leishmania, que agrupa a las especies del Viejo Mundo y en el
Nuevo Mundo al complejo mexicana y a la especie L. (L.) infantum (syn.chagasi) del
complejo donovani, los parésitos se localizan en el intestino medio de los flebétomos sin
pasar la valvula pilorica. En el subgénero Viannia, que incluye la totalidad restante de
especies del Nuevo Mundo, los parasitos se ubican en el intestino posterior a la altura del

triangulo pildrico (Muskus & Marin Villa 2002).



Familia TRYPANOSOMATIDAE

Genero

Subgénero

Complejo especies L. donovani L. tropica L. major L.aethiopica L. mexicana L. braziliensis

Especies

Viejo
Mundo:

Nuevo:
Mundo:

sin. asignar

Hustraciéon 2: Taxonomia del genero Leishmania

Fuente: WHO TRS 949,2010. (**) Estatus de especies en discusion. (*) En el nuevo mundo L .chagasi
como se considera como misma especie que L. infantum.Linea punteada especies no patogénicas.

2.1.2 ORGANIZACION GENOMICA

Todos los protozoos del orden kinetoplastida presentan ADN gendmico circunscripto en el
nucleo celular, las leishmanias del viejo mundo presentan un numero cromosoémico de 36
pares, mientras que las especies del nuevo mundo tienen 34 y 35 pares cromosdmicos
dependiendo del complejo. Ademas Leishmania presenta ADN extracromosdémico
localizado en la mitocondria o kinetoplasto de la base del flagelo. La organizacion
estructural del ADN kinetoplastico (ADNk) consiste en una red de miles de circulos de
ADN concatenados que pueden ser de 2 tipos, maxicirculos y minicirculos. Los primeros se
encuentran presentes en numero de 20 a 50 copias, mientras que los segundos se presentan

en un nimero cercano a las 10.000 copias por parasito (Peacock et al. 2007).

Cada Leishmania posee una masa total de ADN que se encuentra en el rango de 100 a 300
femtogramos aproximadamente (Myler & Stuart 2000; Gontijo 2003; Ranasinghe et al.
2008; Quaresma et al. 2009).



2.2 EL VECTOR

Aunque hay mucha diferencia entre especies, se presentaran aqui las generalidades de
Phlebotominae. Son insectos pequefios (2-3 mm), su cuerpo se encuentra cubierto por una
pilosidad densa, la cabeza y el abdomen forman un angulo de 90° lo que les da un aspecto

jorobado; las alas son lanceoladas, angostas y erectas en forma de V cuando estan en reposo

(Alvar Ezquerra 2001; Salomén 2005).

Su ciclo de vida es holometibolo e \
incluye la fase de huevo, 4 estadios ~— \-x
T N\ e S
larvales, pupa y adulto (Ilustracion 3). Los - ‘%ﬁ%y#%@ﬁ
0
huevos son depositados de manera aislada — 0

0 en pequefios grupos sobre el suelo X 2T Dy

AR PIRANGN

himedo y rico en materia organica, c

inicialmente son de color blanco o gris ittt

. , Ny A s A 4y 3G
claro aunque viran a marron oscuro o

e ——
| ~>SCRRNCS.

0

negro dentro de las primeras horas de la

oviposicion; la etapa larval comprende 4

estadios detritivoros, durante los cuales es

o /‘“ Y ii'#\ ‘
i

movil pero con vagilidad limitada, -

\
morfologicamente se caracterizan por sus // ‘A \\ \
CapSUIaS cefalicas con aparato bucal Hustracién 3: Ciclo biolégico de Phlebotominae

masticador, pequeﬁas antenas y porque A: adulto, B: huevo, C: estadios larvarios y D: pupa.
Fuente: WHO 2010.

presentan setas largas en su region caudal;

las pupas tienen el cuerpo dividido en cefalotéorax y abdomen, un esbozo de las alas en

formacion y la exuvia de la Gltima etapa larval adherida al extremo posterior, una vez

cumplimentado este estado alcanza finalmente el estado adulto (Alvar Ezquerra 2001;

Salomon2005; Maroli et al. 2013).
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El primer estadio larval emerge en 12-19 dias aproximadamente posteriores a la
oviposicion, las pupas emergen a los 25-29 y los adultos en 35-39 dias (Volf & Volfova
2011; Maroli et al. 2013). El ciclo de desarrollo precisa, para ser completado, de un lapso
de tiempo de unos 40 dias aunque algunas especies extienden este periodo bajo condiciones
ambientales adversas como el invierno (diapausa) que ocurre frecuentemente en la fase de

huevo o cuarto estadio larval (Salomén 2005; Ready 2013).

Los ejemplares adultos machos y hembras (Ilustracion A y B) se alimentan de jugos
vegetales, mientras que las hembras son también hematéfagas debido a la necesidad
fisiologica requerida para la oviposicion. La ingesta de sangre se realiza en los primeros
dias de vida adulta. Entre los 3 a 10 dias después de haberse alimentado colocan unos 40
huevos en promedio, pero en algunos casos el nimero puede ascender a 110 unidades por
ovipostura (Maroli et al. 2013). El ciclo gonotrofico (tiempo que transcurre entre la ingesta

de sangre y la puesta de huevos) se

realiza 3 0 4 veces durante la vida de

un adulto cuya duracion es en

promedio cuatro semanas (Alvar “t.,

Ezquerra 2001). . ‘\
5N |

Por lo general el area de dispersion de R/

muchas especies cubre zonas con /

vegetacion  elevada y  densa 3 b

caracterizadas por un alto grado de
Ilustracion 4: Fleb6tomos adultos

humedad, aunque algunas pueden

Hembra (a) y macho (b) de Lutzomyia migonei. Fuente: Dantas
estar presentes en zonas con una  Torres etal.2009.
importante intervencion antrdpica, tanto en el ambiente peridoméstico, como con hébitos
endofagicos y endofilicos. Son insectos voladores de naturaleza débil; en cada etapa de
vuelo cubren distancias cortas, de manera que su radio de dispersion no sobrepasa los 200
metros por dia. La actividad de los adultos es mas intensa durante el periodo matutino y

vespertino, pero en dias nublados ésta puede ocurrir durante todo el dia (Salomoén 2005;

Maroli et al. 2013). Los machos atraen a las hembras a través de feromonas y de la
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vibracion de sus alas ocurriendo la copula cerca o sobre los animales vertebrados fuente de
la ingesta sanguinea. Los sitios de reposo son usualmente los mismos donde se
desarrollaron los estadios inmaduros y consisten en microhébitats oscuros y himedos como

madrigueras de animales o plantas epifitas (Ready 2013).

2.2.1 CLASIFICACION

Reino: Animalia

Phyllum: Arthrépoda

Clase: Insecta

Orden: Diptera

Suborden: Nematocera
Familia: Psychodidae
Subfamilia: Phlebotominae

En América las mas de 500 especies de flebotomos descriptas fueron clasificadas por Lewis
(Lewis et al. 1977) en 3 géneros: Warileya, Brumptomyia y Lutzomyia, 15 subgéneros y 6
grupos o complejos de especies; posteriormente esta clasificacion fue revisada por Young
& Duncan (Young & Duncan 1994). Una de las revisiones mas recientes y aceptadas es la
de Galati, que reconoce 508 especies, agrupadas en 23 géneros, 20 subgéneros, 3 grupos de
especies y 28 series, nomenclatura que sera la utilizada en este texto (Galati 2003). De estas
500 especies, en América poco mas de 50 son consideradas vectores o sospechadas de estar

involucradas en la transmision de las diferentes especies de Leishmania de la region

(OPS/OMS 2013).

En Argentina se describieron 28 especies de flebétomos (Quintana et al. 2012) de las cuales
se destacan con capacidad vectorial: Lutzomyia longipalpis (vector de LV) (Salomon et al.
2008 a; Acardi et al. 2010), Mygonemyia migonei (vector de LC y potencial de LV)
(Salomon et al. 2010), Nyssomyia neivai y Nyssomyia whitmani (vectores de LC) (Salomdn
et al. 2008 b; Salomon et al. 2011; Maroli et al. 2013) y fleb6tomos miembros del complejo

cortelezzi como probables vectores de LC en el NO argentino (Rosa et al. 2012).
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2.2.2 CICLO DE TRANSMISION

Los parasitos presentan un ciclo de vida heteroxénico, en el cual alternan entre
hospedadores vertebrados e insectos vectores (Ilustracion 5).En el ciclo zoondtico, los
parasitos se transmiten a través de la picadura de fleb6tomos hembras quienes se infectan
primariamente al succionar sangre de un reservorio vertebrado no humano iniciando el
ciclo, los amastigotes ingeridos son entonces liberados en el intestino del vector en donde
se diferencian a formas flageladas proceso que se denomina meftaciclogénesis (Ilustracion
5, 1-4) su finalidad es permitir la generacion de un estadio replicativo y altamente infectivo
el promastigote metaciclico, con la facultad de generar a su vez formas con capacidad de
supervivencia en el hospedador vertebrado en donde estara sujeto a los ataques por parte
del sistema inmunitario (Muskus & Marin Villa 2002).La cadena de transmision que
incluye al hombre concluye cuando una hembra infectada se alimenta de sangre humana,
permitiendo el ingreso de la forma promastigote (Ilustracion 5, 5-9). Estos son fagocitados
por los macréfagos en donde sufren un cambio a la forma amastigote. El nimero de
parasitos se incrementa por fision binaria hasta que los macréfagos se lisan mecanicamente
liberando nuevos amastigotes que reinician la infeccion de los macréfagos (en un mamifero
reservorio no humano estos parasitos pueden ser ingeridos por el vector reiniciando el

ciclo)(Alvar Ezquerra 2001; Gontijo 2003; Kato et al. 2010).
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Ciclo de Leishmania en el insecto vector

Ciclo de Leishmania en vertebrados

Ilustracion 5: Ciclo de vida de Leishmania

1-4 metaciclogénesis en el vector; 5-9 multiplicacion de Leishmania en vertebrados. Fuente:
modificado de Kato et al. (2010).

2.2.3 CRITERIOS DE INCRIMINACION VECTORIAL

Para ser considerada vector de especies de Leishmania, de riesgo para el ser humano, una
especie de flebotomo debe cumplir con una serie de criterios: 1) debe ser antropofilica; 2)
en ciclos zoondticos debe picar al reservorio; 3) debe encontrarse en la naturaleza infectada
con la misma especie de Leishmania que la encontrada en humanos, y esto debe ser
confirmado por analisis de isoenzimas o ADN; 4) el vector debe soportar el desarrollo
completo de Leishmania después de digerida la sangre que lo transporta; y 5) el vector debe
ser capaz de transmitir el parésito a través de la picadura mientras se alimenta de sangre de
hospedadores susceptibles (Killick-Kendrick 1999; WHO 2010). En muchas ocasiones

estos criterios son dificiles de probar en su conjunto y diversos autores involucran vectores
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de manera condicional en diferentes areas, aunque con suficiente evidencia molecular y/o
ecologica de su participacion en el ciclo de transmision de la leishmaniasis (Cordoba-Lants

et al. 2006; Salomon et al. 2008 a; Salomon et al. 2009 a).

El cumplimiento del quinto criterio (demostracion de transmisibilidad de Leishmania a los
huéspedes susceptibles) es dificil porque los flebotomos primero deben ser infectados
“naturalmente” a través de la ingestion del estadio y nimero de pardsitos apropiado y
aquellos que sobreviven en condiciones de laboratorio después de la digestion de la sangre
deben alimentarse de nuevo en un huésped susceptible. Considerando dichas dificultades,
Maroli y col. proponen los siguientes requisitos minimos para una robusta incriminacion
vectorial: (a) evidencia epidemioldgica indicada por la superposicion de las distribuciones
geograficas del vector y la enfermedad humana; (b) evidencia de que el vector se alimenta
de seres humanos y (c) pruebas de que el vector soporta infecciones intestinales naturales
con promastigotes de la misma especie de Leishmania detectada en los seres humanos

(Maroli et al. 2013).

Ready propone que se agreguen dos criterios mas a los clasicos ya mencionados, uno que
implique uso de datos retrospectivos y modelado matematico para demostrar que el vector
es esencial para el mantenimiento de la transmision, con o sin la participacion de otros
vectores, y el segundo hacer modelado matematico basado en un programa planificado de
control para demostrar que la incidencia de la enfermedad disminuye significativamente
después de una disminucion significativa en la densidad de picaduras del vector especifico.
Asi se demostraria que una especie es un vector importante mediante el modelado de su rol

y la demostracion del efecto directo de su control en la transmision (Ready 2013).

2.2.4 ESCENARIOS ECO-EPIDEMIOLOGICOS DE TRANSMISION PARA
LCYLVY FACTORES DETERMINANTES.

En América la transmision de LC ocurre en ciclos zoondticos en lugares con vegetacion
primaria donde el hombre es un huésped accidental o en sitios con vegetacion residual

cercana a las viviendas en zonas rurales y periurbanas con patron epidemiologico endémico
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o epidémico (Salomon et al. 2006). En este Gltimo escenario, la deforestacion suele tener un
rol importante, ya que aumenta el contacto efectivo hombre-vector en el frente de
deforestacion, o cejas de monte, a la vez que la alteracion del ambiente produce cambios en
las comunidades de vectores y/o reservorios (Azevedo et al. 2002; Salomoén. et al. 2006;
Quintana et al. 2010). La LC es una enfermedad que paso de ser caracteristica de personas
que por su actividad tenian contacto con el ambiente selvatico (por ejemplo trabajadores
forestales) (Mastrangelo & Salomon 2010), a presentarse en brotes en diferentes escenarios
afectando a diferentes grupos etarios y a ambos sexos, en proporciones variables de acuerdo
al escenario de transmision particular produciéndose asi una ‘“urbanizacién” o
“domesticacion” de la enfermedad (Mott et al. 1990; Leonardo & Rebelo 2004; Salomon et
al. 2006; Shaw 2007).

De esta manera, los principales factores determinantes de la re-emergencia de esta
enfermedad en América y el mundo son los procesos migratorios, la urbanizacion no
planificada, la deforestacion (con diferentes objetivos como construccion de rutas y
caminos, mineria y nuevos frentes agricolas) y el cambio climatico (Mott et al. 1990; Shaw

2007; Ready 2008).

En relacion con la LV, originalmente la transmisién en América se caracterizaba por ocurrir
en zonas rurales con episodios esporadicos asociados a la transmision en el domicilio y
peridomicilio. En las ultimas décadas se ha observado en América del Sur un nuevo
escenario de transmision de la enfermedad, con un perfil urbano asociado a grandes
ciudades (PAHO/WHO & SOPERJ 2008). Construcciones de ingenieria a gran escala,
centros urbanos densamente poblados y aspectos de la ecologia de Lutzomyia longipalpis,
como habitos alimentarios flexibles y fécil adaptacion a condiciones domésticas, han
jugado un papel preponderante en la urbanizacion de la LV (Correa Antonialli et al. 2007;

Rangel 2008).

La tenencia de perros y otros animales domésticos dentro de la casa promoveria la
infeccion en humanos dado que son reservorios y atraen a Lu. longipalpis principalmente.

La ubicacion de gallineros cerca de la vivienda principal puede ser otro factor de riesgo
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importante, ya que constituyen un importante sitio de alimentacién y reposo para este

vector, aumentando asi el contacto de flebotomos con los perros y los seres humanos

(Alexander et al. 2002; WHO 2010).

2.3 EPIDEMIOLOGIA

Actualmente la leishmaniasis es endémica en los 5 continentes, se encuentra presente en 98

paises con una incidencia anual de 1,5 millones de casos, de los cuales entre 0,7 a 1,2

millones corresponden a casos cutaneos y 0,2 a 0,4 millones a casos viscerales; se estima

una mortalidad anual de 20.000 a 40.000 casos (Alvar et al. 2012; OPS/OMS 2013).

En América se reportan
aproximadamente 70.000 casos de LC
por afio representando un 30% respecto
de los casos reportados en el mundo (3%
de los cuales corresponden a casos de
LMC) y se encuentra presente desde el
sur de Estados Unidos hasta el norte de
Argentina, excluyendo a Chile y Uruguay
(Ilustracion 6) (Salomén 2010; Alvar et

al. 2012).

Para LV se reportan 3700 casos al afo
los cuales representan un 7% respecto a
los casos totales reportados
mundialmente, encontrandose desde el
Sur de Estados Unidos hasta el Norte de
siendo  Brasil el

Argentina, pais

sudamericano donde se dan el 91,9% de
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Ilustracion 6: Distribucion de casos de leishmaniasis
cutanea y mucocutinea en América

Distribucion por paises y primer nivel administrativo
subnacional. Fuente OPS.OMS 2013.

los casos (Ilustracion 7) (Alvar et al. 2012; Gould, et al. 2013; OPS/OMS 2013).
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Recientemente se hallaron casos de LV
canina y el vector de transmision

Lutzomyia longipalpis en Uruguay,

encontrandose  esta  patologia en
expansion en dicho pais (com. Pers. D.

Willat; Badmasjian et al. 2015),

2.3.1 LC EN ARGENTINA

Leyenda I\,

Los primeros casos autoctonos de LC LJ’""""'“"V"“"' /
registrados en Argentina datan de 1916; |, ?_39 !

, . .. B »-90 S/ o
son endémicas las provincias de Salta, - s
Jujuy, Tucumén, Chaco, Santiago del =:B::' ;u:?‘:‘ N

1

Estero, Formosa, Catamarca, Corrientes e
y Misiones (Sosa-Estani et al. 2001; Ilustracion 7: Distribucion de casos de leishmaniasis

visceral en América

Salomon 2002; Salomoéon et al. 2006).

Distribucién por paises y primer nivel administrativo

. L. . anthnacional Fnente OPS OMS 2013
NySSOmyla neivai es la especCic de vector

mas abundante en situacion de brote con frecuencia acompanada por Mygonemya migonei o

Nyssomyia whitmani (Salomon et al. 2008 b).

La especie de parasito asociado con mayor frecuencia en Argentina a casos humanos y
caninos de LC es Leishmania (Viannia) braziliensis, aunque también se ha tipificado L.
(Leishmania) amazonensis y L. (V.) guyanensis (PNL. Ministerio de Salud Publica de la
Nacioén. 2004; Marco et al. 2005; Cordoba Lanus et al. 2005; Salomoén et al. 2008; Barrio et
al. 2009).

12.3.1.1 SITUACION VECTORIAL Y ESCENARIO DE TRANSMISION DE LC EN
E MISIONES

Para la provincia de Misiones se destacan los brotes epidémicos que totalizaron 259 casos

humanos ocurridos durante el periodo 1998-2005 en las localidades de Puerto Esperanza,
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Puerto Iguazi e inmediaciones del lago artificial Urugua-i. Las especies de vector
involucradas en los diferentes ciclos de transmision fueron: Nyssomyia neivai, en ciclo
silvestre con transmision peridoméstica por alteracion de parches de vegetacion residual en
el brote de Puerto Esperanza (Salomon et al. 2001 b) y Nyssomyia whitmani en los brotes
de ciclo silvestre con transmision en vegetacion primaria o residual de 2004-2005 ocurridos
en el area perimetral de la presa Urugua-i y en el area conocida como “dos mil hectareas”

(“2000 hectareas”) de Puerto Iguazu (Salomodn et al. 2006; Salomodn et al. 2009 a).

En “2000 hectareas”, la reciente deforestacion con instalaciéon inmediata de asentamientos
humanos en granjas de subsistencia con animales domésticos, ha generado un incremento
del contacto vector-humano, y podria conducir a la adaptacion del vector a ambientes peri-

domiciliarios. En dicho escenario se han capturado, ademés de Ny. whitmani y Mg.
migonei, hembras de otras especies como Pintomyia pessoai, Micropygomyia quinquefer,
Pintomyia fischeri, Psathyromyia shannoni, Psathyromyia misionensis, Mygonemya

migonei, Pintomyia monticola, Nyssomyia neivai y Evandromyia cortelezzii (Salomon et al.

2009 a).

En el brote de 2004-2005 en Iguazi se detectd infeccion por Leishmania mediante
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en Ny. whitmani 'y Micropygomyia quinquefer
(Salomoén et al. 2009 a); en ninguno de estos brotes epidémicos se pudo determinar la
especie de Leishmania responsable en los casos humanos, aunque la sintomatologia de los
pacientes coincidia con lo observado en otros brotes del pais, por lo que se pudo inferir que
el agente causante podria ser Leishmania (V.) braziliensis (Salomoén et al. 2003). Durante
2006-2008 en un estudio llevado a cabo en Puerto Iguazl para estudiar la composicion de
la comunidad de flebotomos en granjas cercanas a selva primaria y secundaria en casas y
chiqueros en “2000 hectareas”, se confirmo que la especie Ny. whitmani es la especie
dominante seguida en abundancia por Mg. migonei ambas especies se encuentra presentes

todo el afio (Fernandez et al. 2012).
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En estudios realizados posteriormente en el marco de dos tesis de grado™’ llevadas a cabo
en el LaBiMap y en este trabajo de tesis se ha logrado tipificar por PCR-RFLP y confirmar
por secuenciacion L. (V.) braziliensis en muestras provenientes de casos humanos ocurridos
en el periodo de 2005-2009 en las localidades del norte de la provincia de Misiones. La
incidencia registrada para LC en Misiones en los tltimos afios fue de 22 casos en 2012, 15
en 2013 y 8 en 2014, no habiéndose registrado casos de LMC (Ministerio de Salud de la
Nacion 2014).

2.3.2 LV EN ARGENTINA

En la Argentina el escenario de transmision de LV se encuentra en expansion. A partir de la
tendencia en tiempo y espacio de la LV en Brasil y Paraguay, el Programa Nacional de
Leishmaniasis generd en el afio 2000 un alerta amarilla con vigilancia entomologica que
detectd presencia de Lu. longipalpis en el ano 2004 dando lugar a una alerta naranja
(Salomoén & Orellano 2005). El primer caso humano autoctono se confirmo en el afio 2006,
en la ciudad de Posadas, Misiones (Salomoén et al. 2008 a). A partir de ese momento el
vector se dispersd a cuatro provincias del noreste y Uruguay, con casos en Misiones,
Corrientes y Santiago del Estero (debido posiblemente a Mg. migonei) (Salomon et al. 2009
b; Salomoén 2010; Salomon et al. 2010; Santini et al. 2010; Salomoén et al. 2011).

En el afio 2012 se notificaron casos de LV humana autdctonos en la provincia de Salta
(Barrio et al. 2012; Gould et al. 2013), y se registro Lu. longipalpis en la ciudad de Tartagal
al ubicada al noroeste de la mencionada provincia, proxima a la frontera con Bolivia (Bravo
et al. 2013). Por otra parte, hay presencia de LV canina en todo el pais por migracion,

transito y trafico de mascotas (Salomoén 2010).

! Amplificacion del ADN kinetoplasto de Leishmania sp. como herramienta para la deteccion del parasito en
muestras clinicas y vector; Lic. Soraya Alejandra Acardi, 2006.

? Identificacion por PCR-RFLP de la especie causante de la Leishmaniasis Cutanea en el Norte de la
Provincia de Misiones; Lic. Maria Cecilia Monzani, 2010.
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En Argentina desde el primer caso humano hasta 2012 se registraron 114 casos humanos
con una letalidad del 10,5% (0-15 afios 8,3%, > 60 afios 33,3%). La incidencia es estable
(16-24 casos/aio) involucrando cada afio a més localidades con menor numero de casospor
localidad, incluyendo en esta tendencia a las ciudades con mayor casuistica histdrica

(Gould et al. 2013; OPS/OMS 2013).

12.3.2.1 SITUACION VECTORIAL Y ESCENARIO DE TRANSMISION DE LV EN
E MISIONES

En el 2001 se registrd la presencia de Lu. longipalpis en la localidad de Candelaria,
Misiones, por segunda vez después de 50 anos (Salomon et al. 2001 a). El primer caso
autoctono de LV humana se confirm6 en junio de 2006 en la ciudad de Posadas, con
captura de Lu. longipalpis en peridomicilio, seguido por la confirmacion de casos de LVC

(Salomon et al. 2008 a; Cruz et al. 2010).

En 2007 se realizd en la ciudad un estudio de abundancia del vector, observandose
presencia en toda Posadas, con una distribucion espacial heterogénea y concentrada en
“areas de alta abundancia” (>60 flebotomos por trampa) en el centro mas densamente
poblado de la ciudad, pero también con parches de abundante cobertura arborea y servicios
urbanos deficientes (agua potable, recoleccion de basura y alumbrado publico) (Fernandez

etal. 2010).

El escenario encontrado en Posadas es similar a lo observado en el brote de la ciudad de
Santo Tomé, Corrientes, y en otras ciudades de América como Campo Grande en el estado
de Mato Grosso do Sul, Brasil, y en Asuncion, Paraguay (Cousiio 2006; Michalsky et al
2009 b; Salomon et al. 2009; Salomon et al. 2011).

En 2009 se realiz6 un nuevo muestreo para estudiar la distribucion espacial de abundancia
del vector en la ciudad de Posadas, y luego compararla respecto de la obtenida en 2007
(41,5% de los peridomicilios); los autores observaron que Lu. longipalpis se registrd en el

31,0% de los peridomicilios muestreados, y que las abundancia en la mayoria de los sitios
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de captura fueron inferiores a 30 individuos de Lu. longipalpis, aunque para los sitios que
exhibieron entre 30 y 60 o mas de 60 Lu. longipalpis, las areas aumentaron en tamaio y

numero en 2009 respecto a lo encontrado en 2007 (Fernandez et al. 2013).

También durante 2009 Santini y col. describieron la variabilidad en abundancia de Lu.
longipalpis a dos niveles espaciales diferentes, mesoescala y microescala analizando su
relacion con diferentes variables ambientales obteniendo en microescala que las viviendas
de 4reas de alta abundancia del vector presentan mayor numero de macetas, mayor
distancia a cuerpos de agua y mayor numero de especies de arboles; en el analisis a
mesoescala si bien los autores observaron que en areas de baja abundancia del vector hay
mas calles de tierra y en las de alta abundancia de vector es mayor la proporcion de canes
seropositivos no se obtuvieron resultados concluyentes (Santini et al. 2012). Por medio de
analisis moleculares se logré detectar e identificar ADN de L. (L.) infantum a partir de

muestras de Lu. longipalpis y canes de la ciudad de Posadas (Acardi et al. 2010).

En 2011 se registro la colonizacion exitosa de Lu. longipalpis en algunos sectores de la
ciudad de Puerto Iguazu, con abundancia moderada en las trampas donde ademas habia
registrados casos caninos autoctonos (Santini et al. 2013), mientras que en el afio 2014

ocurrieron dos casos de LV humana en Puerto Iguazi (com. per. Dr. Daniel Salomon).

Finalmente, Misiones es la provincia de mayor casuistica de LV con un total de 80 casos
humanos en 15 localidades, registrando desde mayo 2006 a julio de 2012 el 80% de los
casos del pais en ese periodo, siendo Posadas con 44 casos, la ciudad con mas casos del
pais especialmente asociados a los primeros afios de aparicion de la enfermedad. La
tendencia actual es de aparente disminucion en la transmision en Posadas y Oberd, donde se
realizan acciones de control vectorial y sobre reservorio canino con 7 casos humanos
confirmados durante 2014 y 4durante 2015 (Gould et al. 2013; Ministerio de salud de la
Nacion, 2015).
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2.4 DIAGNOSTICO CLINICO

2.4.1 LCY LV EN HUMANOS

El diagnostico de leishmaniasis se realiza segun distintos criterios clinicos y
epidemioldgicos basdndose en diagnostico directo y confirmatorio, parasitologico, o

indirecto, inmunologico.

12.4.1.1 METODOS INMUNOLOGICOS O INDIRECTOS

Los métodos de diagnodstico inmunoldgicos se basan en la deteccion de una respuesta
inmune especifica, celular o humoral, que se desarrolla como consecuencia de la infeccion.
La intradermorreaccion de Montenegro es utilizada en el diagnéstico de LC (inoculacion
subcutanea del antigeno Leishmanina) siendo indicativo de contacto con el parasito el
desarrollo de una pépula (induracion mayor de 5 mm de didmetro). Es de utilidad en
estudios epidemioldgicos pero por su baja sensibilidad y especificidad variables, asi como
no poder discriminar entre caso incidente y prevalente, tiene poco valor diagnostico. Otros
métodos inmunologicos son el de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) y el test
inmunoenzimatico ELISA (Ensayo por InmunoabsorciénLigado a Enzimas) que expresan
los niveles de anticuerpos circulantes aunque tienen muy baja especificidad y cruzan con
infecciones por otros tripanosomatideos (Alvar Ezquerra 2001; PNL Ministerio de Salud

Publica de la Nacion 2004).

Para LV son cominmente utilizados IFAT (prueba de Inmunofluorescencia indirecta),
ELISA o western blotting. Para uso en estudios de campo fueron desarrolladas
especificamente dos pruebas serologicas con buena precision diagnostica en zonas
endémicas, la prueba de aglutinacion directa y la de inmunocromatografia basada en el
antigeno 1k39; esta ultima es facil de realizar, rapida, econdmica y da resultados
reproducibles utilizandose por lo tanto para el diagnostico precoz, tanto a nivel central
como periférico. Igualmente pruebas basadas en anticuerpos para diagnostico de
leishmaniasis visceral deben utilizarse siempre en combinacion con una definicion de caso

clinico estandarizado (PAHO/WHO & SOPERIJ 2008; WHO 2010).
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Todas las pruebas serologicas presentan la limitacion de que los anticuerpos especificos
permanecen detectables hasta varios afios después de la curacion y que una proporcion
significativa de las personas sanas que viven en zonas endémicas, sin antecedentes de
leishmaniasis visceral, son positivos para anticuerpos antileishmania debido a infecciones
asintomaticas. Independientemente del tipo de leishmaniasis, la respuesta inmune puede

implicar estar cursando o haber cursado la enfermedad (WHO 2010).

12.4.1.2 METODOS DIRECTOS O PARASITOLOGICOS

Los métodos diagndsticos parasitologicos o directos implican demostrar la presencia de
Leishmania en su forma de amastigotes o de promastigotes. Estos métodos constituyen la
base fundamental del diagnostico confirmatorio de la infeccion activa. Para LC
comprenden el frotis, cultivo in vitro, preparados histologicos de lesion y varios métodos
moleculares (PCR, dot blot, RFLP, secuenciacion) (Baron et al. 2013; Ministerio de Salud
de la Nacion 2013).

El examen directo de frotis es un método confiable basado en la identificacion de
amastigotes y es operador dependiente pues depende de la experiencia de quien realiza el
diagnostico; se alcanza un 60-70% de sensibilidad en las formas cutaneas. Este método es
el de eleccion para el diagndstico de rutina por su bajo costo y minimos requerimientos de
infraestructura laboratorial. La desventaja del examen microscopico esta dada por la
incapacidad de identificar especies de Leishmania (PNL. Ministerio de Salud Publica de la
Nacion 2004)y la necesidad de contar con recursos humanos capacitados y una red de

control de calidad diagnostica.

El empleo de cultivos in vitro (medio Senekjie o medio NNN) o in vivo (inoculacion en
hamster) permiten un aumento de sensibilidad en el diagndstico y el mantenimiento de
cepas para su caracterizacion posterior. El inconveniente en su utilizacion radica en que los
laboratorios de analisis clinicos carecen de la infraestructura necesaria para la realizacion

de cultivo in vivo y que los cultivo in vitro son susceptibles a diferentes requerimientos de
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cada parasito ademas de ser propensos a la contaminacién por otros microorganismos
(PNL. Ministerio de Salud Publica de la Nacion 2004). El analisis histopatologico se
considera un método diagndstico directo cuando se realiza la observacion de amastigotes de
Leishmania; en muchas situaciones el método sélo permite determinar compatibilidad de
proceso histopatoldgico infiltrativo, en el cual no se encuentran parasitos en la muestra;
esto sumado a la naturaleza invasiva de la toma de muestra lo posiciona en desventaja
respecto a los otros métodos de eleccion (PNL. Ministerio de Salud Publica de la Nacion

2004).

Para LV humana el diagndstico confirmatorio consiste en la visualizacion al Microscopio
Optico (MO) de amastigotes prevenientes de Frotis de médula dsea, bazo, higado, ganglio
linfatico; cultivo in vitro, preparados histologicos y PCR en muestras de tejidos (WHO

2010; Baron et al. 2013; Ministerio de Salud de la Nacion 2013).

12.4.1.3 DIAGNOSTICO DIRECTO POR REACCION EN CADENA DE LA
: POLIMERASA (PCR)

La sensibilidad y especificidad de técnicas moleculares como la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) ofrece una alternativa valiosa para determinar la presencia del parasito
en muestras clinicas tanto de leishmaniasis cutanea como visceral, presentandose ademas
versatil en cuanto a los diferentes tipos de muestras a partir de las cuales pueda llevarse a
cabo como raspado, biopsia, imprint de biopsias, o aspirado-lavado con jeringa en casos de
LC (Oliva et al. 2006; WHO 2010), o bien diferentes tipos de muestra de sangre (periférica,
capa enriquecida de globulos blancos), aspirados de medula 6sea y ganglios linfaticos y

biopsias de diferentes tejidos para LV (Cruz et al. 2006; WHO 2010).

También esta técnica ha permitido detectar e identificar especies de Leishmania a partir de
varios protocolos diferentes teniendo como blanco tanto ADN cromosoémico
(microsatélites, secuencias teloméricas, gp63, hsp70, mini-exén, B-tubulina, o genes de
ARNr) como ADN del Kinetoplasto (Marfurt et al. 2003; Botilde et al. 2006; Rotureau et
al. 2006; Garcia et al. 2007; Decuypere et al. 2008; Fraga et al. 2012).
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Para deteccion de Leishmania causantes de LC se han obtenido sensibilidades entre 80 a un
100 %, por ejemplo: 87,5 % obtenido con blanco en la SSR (Rotureau et al. 2006); 96,15 %
reportado por Gomes y col. (Gomes et al. 2008), y del 100 % con blanco en el mini-ex6n
(Marfurt et al. 2003); 98,7 % para kDNA y 91 % para SSU-ITS (Bensoussan et al.
2006).Para LV diferentes protocolos de PCR realizados a partir de diferentes tipos de
muestras clinicas han obtenido 79%, 92,3% y 100% de sensibilidad (Cruz et al. 2006;
Brustoloni et al. 2007; WHO 2010).

2.4.2 LEISHMANIASIS VISCERAL CANINA (LVC)

El diagndstico confirmatorio de LVC consiste en la visualizacion de la forma amastigote
del parasito por microscopia Optica a partir de frotis de médula, bazo, higado y ganglio
linfatico, cultivo, histopatologia y PCR en muestras de diferentes tejidos(Ministerio de

Salud de la Nacion 2013).

Como ya se mencion6 anteriormente, aunque la especificidad de género de la visualizacion
al MO es elevada, su sensibilidad varia en funcion de la habilidad y entrenamiento del
profesional que lo realiza. Por otra parte, por ser las especies morfologicamente
indistinguibles al microscopio, no es factible la tipificacion del parasito a través de este
método (Manna et al. 2004; Dantas-Torres 2009; Solano-Gallego et al. 2011). El aporte de
la Biologia Molecular (PCR, RFLP, secuenciacion) al diagnostico de la LVC se basa en su
alta sensibilidad, especificidad y en la factibilidad de su aplicacion a diferentes tipos de
muestras; ademas de los aspirados, punciones, biopsias y muestras de diferentes fracciones
de la sangre se pueden utilizar hisopados de diferentes mucosas como ser: de conjuntiva,
oral, nasal y de oido, menos invasivos para el animal. Esta posibilidad de utilizar muestras
tan diversas hacen de esta metodologia una herramienta valiosa y complementaria a los
métodos tradicionales de diagnodstico (Reithinger et al. 2000; de Almeida Ferreira et al.
2008; Manna et al. 2008; Pilatti et al. 2009; Quaresma et al. 2009; Leite et al. 2010;
Ferreira et al. 2013).
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Los pruebas serologicas cualitativas (Test rapidos de aglutinacion directa e
inmunocromatografia rk 39) y cuantitativas (IFAT, ELISA), dada su alta sensibilidad y
especificidad, son empleadas tanto para el analisis de casos individuales que presentan
sintomatologia compatible como para el tamizaje del parasito en estudios poblacionales que
incluyen canes asintomaticos para LVC, presentando ademas ventajas durante su ejecucion
relacionadas a la rapidez y facilidad en su empleo (Reithinger et al. 2002; Moshfe et al.
2008; Martin-Sanchez et al. 2009; Cruz et al. 2010; Solano-Gallego et al. 2011).

Un caso canino confirmado por laboratorio es todo perro proveniente de area endémica con
manifestaciones clinicas compatibles con la enfermedad que presente serologia reactiva a
través de tiras inmunocromatograficas k39 o parasitologia positiva. En cambio se
considera como infectado asintomatico a todo perro asintomatico captado en estudios
poblacionales en municipios con transmision activa confirmada, o procedente de area
endémica, con serologia o parasitologia positiva para leishmaniasis (Ministerio de Salud de

la Nacion 2013).

2.5 TIPIFICACION DE LEISHMANIA

El analisis de referencia para tipificacion de especies y cepas de Leishmania, desde un
punto de vista taxonoémico, es el andlisis por Isoenzimas o MLEE (Multilocus Enzyme
Electrophoresis) (WHO 2010,la técnica implica la separacion de las isoenzimas por
electroforesis en gel y posterior visualizacion de enzimas especificas utilizando reacciones
de tincion apropiadas. Los aislamientos con patrones de bandas idénticas se denominan
generalmente como zimodemas (zymodeme)(Cupolillo et al. 1998); la desventaja que
presenta esta técnica es que estudia el genotipo indirectamente, dado que no son
visualizadas las sustituciones nucleotidicas que no cambian la composiciéon aminoacidica,
cambios de aminoacidos que no alteran la movilidad electroforética, y las conversiones post

traduccionales que modifican la movilidad electroforética (Lewin et al. 2002).

Entre las desventajas operativas de este método se encuentran que es laborioso, se realiza

en pocos centros de referencia y utilizando unicamente cultivo de pardsitos, teniendo en
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cuenta que en estudios epidemiologicos se analizan diferentes tipos de muestras tomadas a
campo, se vuelve dificil mantener condiciones de temperaturas requeridas y poder evitar
contaminacion de los mismos (EI Tai et al. 2000; Botilde et al. 2006; Tashakori et al. 2006;
WHO 2010). Para muchas especies de Leishmania (Viannia) el aislamiento exitoso y el
mantenimiento del parasito en cultivo es dificultosa (da Silva et al. 2010). Por otra parte, en
ocasiones no es lo suficientemente discriminativo para detectar diversidad genotipica de
parasitos dado que varios genotipos diferentes pueden pertenecer a un mismo zymodeme
(Cupolillo et al. 2003; Buitrago et al. 2011). En el caso particular de las cepas de L.
infantum europeas, la mayoria pertenecen al zymodeme MON-1 aunque ellos provienen de
diferentes hospedadores (humanos y canes) y diferentes ciclos de transmision

(antropondtico y zoonoético) (Botilde et al. 2006).

Probablemente técnicas moleculares reemplazaran la tipificacion por isoenzimas en un
futuro cercano. Estas técnicas tienen la ventaja de que se pueden aplicar directamente a las
muestras bioldgicas, evitando la necesidad de realizar cultivo del parasito (WHO 2010).
Los métodos basados en genes housekeeping permiten ademds identificar relaciones
filogenéticas. La secuenciacion, polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion o
polimorfismo de conformacién de cadena sencilla y mas recientemente el analisis de
secuencias multilocus (MLST) se utilizan para la identificacion de los aislados individuales.
Estas técnicas son aplicables para las investigaciones de variabilidad genética
intraespecifica de cepas, para comparar los grupos genéticos con factores epidemioldgicos
relevantes en investigacion de brotes, o para la incriminacion de los reservorios y/o
vectores en el ciclo de transmision. La principal limitacion de estas técnicas es la falta de
estandarizacion entre laboratorios y que los resultados no se correlacionan totalmente con

resultados obtenidos por isoenzimas (WHO 2010; Fraga et al. 2012, Marlow et al. 2014).

2.6 DETECCION DE LEISHMANIA EN EL VECTOR

La deteccion y caracterizacion de las especies de Leishmania en el vector, constituyen una

herramienta fundamental en la prediccion del riesgo y expansion de la enfermedad en areas
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endémicas y alrededores (Salomon et al. 2006; Kato et al. 2010; WHO 2010). Por otra
parte, uno de los criterios en la incriminacion de una especie de flebotomo como vector de
Leishmania, como ya se indicd, es la deteccion de infeccion natural y aislamiento de la

misma especie de parasito encontrada en casos clinicos (Killick-Kendrick 1999; WHO

2010).

Tradicionalmente, la deteccion del parasito en el vector se realiza en forma directa por
examen al microscopio de los especimenes o por cultivo (Santamaria et al. 2005; Kato et al.
2010; Bezerra-Vasconcelos et al. 2011). Con los insectos recién capturados se realiza un
congelamiento progresivo de los mismos para mantener vivo al parasito, luego se procede
con la diseccion del tracto digestivo de la hembra y btisqueda al microscopio (Kato et al.
2010); en caso de encontrar flagelados se inocula a un animal de prueba. Sin embargo,
todas las especies de Leishmania son morfoldégicamente similares y con viscerotropismos
no conclusivos, por lo que la identificacion de la especie no es posible hacerla con certeza
(Schonian et al. 2003). Este procedimiento posee factores limitantes como lo laborioso de
la técnica y la dificultad en el procesamiento ya que se deben analizar un gran nimero de
muestras para obtener informacion representativa a la tasa de infeccion, las cuales rondan
entre 0,01-1%, lo que habla de su baja sensibilidad aun en aéreas endémicas (Santamaria et

al. 2005; Salomon et al. 2006).

En los ultimos afios los métodos moleculares han sido utilizados para detectar infeccion
natural de flebotomos con Leishmania, contribuyendo no so6lo a la investigacion
epidemioldgica sobre la leishmaniasis, sino también a estudios biologicos sobre las
interacciones vector-parasito (PAHO/WHO & SOPERIJ 2008; Kato et al. 2010; Maroli et
al. 2013; Ready 2013). La PCR posee ventajas que otras técnicas hasta el momento no nos
han proporcionado, como su capacidad de procesamiento, ya que nos permite analizar un
gran numero de muestras en simultdneo, con muy buena sensibilidad y especificidad,
siendo en areas endémicas una herramienta importante a la hora de evaluar qué especies de
Leishmania infectan a qué especies de flebotomos (Aransay et al. 2000; Paiva et al. 2006;
Reithinger & Dujardin 2007; Pita-Pereira et al. 2009; Acardi et al. 2010; Kato et al. 2010;
Rosa et al. 2012).
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En cuanto a los protocolos de PCR para la detecciéon de infeccion o identificacion de
Leishmania a diferentes niveles taxonomicos (género, complejo y especies) han sido
descriptos hasta el momento como secuencias blanco ADN cromosémico de copia Unica,
multicopia y ADN del Kinetoplasto como ya se mencioné en la seccion 2.4.1.3 pagina 25

de esta Introduccion.

La muestra de vector es de naturaleza compleja, la presencia de ciertos inhibidores
(proteina del exoesqueleto del insecto, quelantes de magnesio, ADN del parasito, etc.),
puede tener como consecuencia la amplificacion escasa o nula y dar como resultado falsos
negativos (Pita-Pereira et al. 2005; Promega 2011). Debido a esto se utilizé6 como control
interno en muestras de Phebotominae un protocolo descripto por Lins y col*(Lins et al.
2002), el cual amplifica un gen denominado cacophony; éste codifica una subunidad a-1 de
un canal de calcio dependiente de voltaje involucrado en estimulo acustico durante el
cortejo y funciona como un importante control de amplificacion empleado en otros trabajos
de analisis de infeccion vectorial (Peixoto et al. 2001; Bottecchia et al. 2004; Pita-Pereira et

al. 2005; Pita-Pereira et al. 2008).

2.7 CONTROL

Al ser la leishmaniasis una zoonosis que depende del escenario de transmision, parasitos,
vectores, reservorios involucrados y con caracteristicas ecoepidemioldgicas tan diversas, no
existe una unica recomendacion para el control de la misma. Las principales estrategias de
control incluyen propuestas como la biisqueda de casos y tratamiento, el control vectorial y

de los reservorios cuando es posible (Desjeux 2004).

*El protocolo fue puesto a punto en el marco de una tesis de grado llevada a cabo en el LaBiMAp.
“Deteccion de Leishmania sp en Phlebotominae: Optimizacion de la PCR del gen cacophony (intrén IVS6) y
su evaluacion como control de inhibicion de reaccion”. Lic. Jesica Anabel Fraga, 2012.
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2.7.1 CONTROL VECTORIAL

El objetivo del control vectorial es reducir o interrumpir la transmision vectorial, habiendo
disponibles varios tipos de control entre ellos el quimico, de proteccion personal y de
manejo ambiental, siendo una recomendacion de OMS que se apliquen en conjunto para
implementar asi un manejo integrado de los vectores. La adecuacién de los mismos va a
depender del conocimiento de la epidemiologia local sobre especies de flebotomos
involucradas, si sus habitos son peridoméstico o selvaticos, rango de vuelo, preferencia de

hospedadores a partir de los cuales alimentarse, sitios de reposo, ritmo circadianos y

estacionalidad (WHO 2010).

Las medidas de control vectorial clasicas con insecticida como fumigacion de interiores y
peridomicilio o tratamiento de uniformes o telas mosquiteras, como asi también técnicas
mas recientes de cebo azucarado con insecticidas e insecticidas sistémicos, se basan en el
control de los adultos, ya que los sitios de cria de larvas son dificiles de identificar (Ready
2013). Sin embargo, muchas de estas medidas de control solo sirven para areas urbanas, y
su efectividad varia dependiendo de caracteristicas particulares de cada foco (Santini et al.
2010; Ready 2013; Bates et al. 2015). En areas silvestres, han demostrado ser poco
efectivas (Alexander & Maroli 2003; Maroli et al. 2013).

Las medidas de proteccion para personas expuestas, como el uso de repelente, ropa
adecuada y evitar zonas de riesgo, son ampliamente recomendadas y efectivas, sin embargo
cuando se sefialan prescripciones de prevencion, aunque sean sencillas, es necesario tener
en cuenta las limitaciones de cada escenario socio-cultural para ser llevadas a la practica
(Programa Nacional de Leishmaniasis 2009; Mastrangelo & Salomén 2010).

En el caso de la LV, la principal medida de control del vector se basa en el ordenamiento
del ambiente (alejar sitios de cria o dormideros de animales domésticos a mas de 5 metros
de los sitios de reposo de los seres humanos, remover la tierra con frecuencia para evitar el

asentamiento de criaderos) (Programa Nacional de Leishmaniasis 2009; Santini et al.

2010).
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En el ultimo Simposio Internacional sobre flebétomos (ISOPS-VIII 2014 Pto. Iguazu,
Argentina) se reconocio la necesidad de evaluar el impacto de medidas de control vectorial
sobre los resultados clinicos, remarcando que la utilizacion de resultados entomologicos es
informativa, pero las recomendaciones de salud publica s6lo pueden basarse en los
resultados derivados de estudios bien disefiados (ensayos controlados aleatorios) que
evaluan los resultados clinicos en las personas (infeccion, la incidencia de la enfermedad).
Por ejemplo, en India es ampliamente usada la fumigacioén intradomiciliaria con DTT para
controlar Phlebotomus (Euphlebotomus) argentipes pero hay poca evidencia cientifica que
soporte su eficacia en la reduccion de la incidencia de leishmaniasis visceral. También se
observd que, el uso de mosquiteros tratados con insecticida reducen la densidad de
flebotomos en un 25%, pero no disminuyen significativamente el riesgo de infeccion por L.
donovani o el desarrollo de enfermedad (Bates et al. 2015). Los expertos recomendaron
también una colaboracion entre entomologos que trabajan en ciencia basica de fleb6tomos
y quienes trabajan en desarrollo y evaluacion de control lo que ayudaria a desarrollar
herramientas de control mas eficaces y una traduccion de la investigacion bioldgica basica
en las estrategias de intervencion innovadoras. Por otra parte, Ready destaca la importancia
de diferenciar vectores de importancia biomédica, de las especies de flebotomos que son
vectores competentes® pero que carecen de la capacidad vectorial. Finalmente, se remarco
la necesidad del modelado de la transmision (Stauch et al. 2011; Stauch et al. 2014; Ready
2013) para identificar los vectores que son una prioridad de salud publica real y deben ser

controlados en el marco del control integrado de la leishmaniasis (Bates et al. 2015).

2.7.2 CONTROL DE RESERVORIOS

El control del reservorio canino de leishmaniasis visceral es una tarea compleja, que debe
adaptarse a cada situacion local. La Organizacion Mundial de la Salud asi como el

Programa Nacional de Leishmaniasis recomiendan el sacrificio de los perros callejeros

4 . . y . . . ,
Estos son aquellos que a pesar de tener asociaciones ecolégicas con los reservorios y cuya ecoepidemiologia

descriptiva sugeriria un papel potencial vectorial, tienen una tasa de inoculacion entomologica (EIR) para una

determinada especie de Leishmania que atin es demasiado baja para establecer un foco de la enfermedad
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infectados® o caso confirmado de LVC °® dado que la mitad de los perros infectados
muestran sintomas de leishmaniasis pero una gran proporcion de canes asintomaticos
muestran ser infectivos para los flebotomos por xenodiagnostico (Programa Nacional de

Leishmaniasis 2009; WHO 2010; Laurenti et al. 2013).

Desde un punto de vista tedrico la situacion ideal seria que todos los perros sintomaticos o
seropositivos sean eliminados tengan o no duefo; sin embargo, la deteccion y el sacrificio
masivo de perros seropositivos no ha demostrado ser uniformemente eficaz en los
programas de control y no es socialmente aceptable (Romero & Boelaert 2010; Salomon et
al. 2012; Costa et al. 2013). La eficacia suboptima se ha atribuido a los retrasos entre el
analisis seroldgico y el sacrificio, la baja sensibilidad de las pruebas serologicas para
identificar los perros mds infectantes y sobre todo, una cobertura solamente parcial de la

poblacién canina infectada (WHO 2010).

Se promueve entonces la tenencia responsable de mascotas con serologia positiva sin
sintomas y con analisis parasitologico negativo por medio de control regular con el médico
veterinario. El uso de insecticidas topicos con eficacia probada contra las picaduras de
flebotomos (collares impregnados con permetrina o deltametrina) ha demostrado reducir la
incidencia de leishmaniasis visceral en perros significativamente en Brasil, Italia y Tunez;
sin embargo, no ha sido probado en campafias masivas y no puede ser aprobado como una
alternativa para la interrupcion de la transmision (Programa Nacional de Leishmaniasis

2009; WHO 2010).

Finalmente, entre las recomendaciones de expertos producto de ISOPS VIII 2014 se
destaco la necesidad de mejorar la comunicacion entre quienes planifican medidas de

control vectorial y las intervenciones veterinarias. Muchos de los recursos se han aplicado a

Perro infectado: con serologia o parasitologia positiva en municipio con transmisiéon confirmada o
procedente de area endémica sin sintomas de LVC.

® Confirmado por laboratorio: con manifestaciones clinicas compatibles con LV que presente serologia o
parasitologia positiva. Confirmado por criterio epidemioldgico y clinico: todo petro proveniente de areas
endémicas o donde esté ocurriendo un brote que presente cuadro clinico compatible con LV canina sin
confirmacion de laboratorio
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interrumpir el ciclo doméstico de L. infantum en el sur de Europa y América Latina, pero
todavia es necesario que haya una distincion mas clara entre las medidas para la proteccion
individual de los perros y las intervenciones para la proteccion de la comunidad y de las
poblaciones de perros domésticos como reservorios de la leishmaniasis visceral humana

(Bates et al. 2015).

2.8 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La OMS remarca el papel fundamental de identificar la especie del parasito/s en cada foco
por sus implicancias en la comprension epidemioldgica, de control y tratamiento de las
leishmaniasis, siendo que la identificacion de rutina puede ser particularmente necesaria,
por ejemplo, en la leishmaniasis cutdnea del Nuevo Mundo que ocurre en focos con
multiples especies circulantes (WHO 2010). También menciona que fluctuaciones
estacionales ¢ interanuales en la incidencia son caracteristicas principales de la
epidemiologia de leishmaniasis, y que si bien se debe a varios factores, el que predomina en
la fluctuacion de transmision de leishmaniasis es el ciclo anual de flebétomos. Aunque los
flebotomos estan presentes durante todo el afio en los climas tropicales, cada especie tiende
a tener su propio ciclo anual (WHO 2010). Finalmente, destaca que el pico en la tasa de
infeccion por Leishmania en vectores suele ocurrir cuando estd presente el nimero maximo
de hembras de Phlebotominae que ya hayan realizado la ovipostura. El pico en la tasa de
transmision es el producto de la abundancia del vector y la tasa de infeccion de vectores, asi
como el grado de contacto humano-vector. Estos ciclos anuales son importantes para la
prediccion de las estaciones de transmision, para el disefio de las estrategias de control y el

momento en que deberian ser aplicadas (WHO 2010).

Las manifestaciones de leishmaniasis presentes en Misiones constituyen problematicas
diferentes dado que son clinicamente distintas, son causadas por distintos agentes
etiologicos y transmitidas por distintas especies de vectores (Salomon et al. 2001, 2006,
2008, 2009; Acardi 2010, Fernandez et al.2012, 2013; Santini et al. 2010, 2012, 2013)

incluso habiéndose encontrado presencia de vectores caracteristicos de LC con L.(L.)
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infantum (Moya et al. 2015).Los aportes de esta tesis surgen en este contexto como
necesidad de desarrollar, adaptar y optimizar diferentes metodologias de biologia molecular
para la tipificacion de cepas locales de Leishmania, aportar datos sobre la dindmica y
actividad de Lu. longipalpis y asi aplicar el conocimiento y la experiencia adquirida a la

problematica en el pais en general y en Misiones en particular.

Por lo antes expuesto esta tesis comenzo con la optimizacion de técnicas de extraccion de
ADN vy protocolos de deteccion/tipificacion del parasito, comparando sus sensibilidades y
si existen diferencias cuando son aplicadas a diferentes muestras para poder aplicarlos a la
busqueda de infeccion en los distintos actores del ciclo de transmision en la provincia de

Misiones.

Como ejemplo de aplicacion de las técnicas desarrolladas a la investigacion eco-
epidemioldgicas de leishmaniasis, se estudio si existen diferencias en la tasa de infeccion en
canes y flebotomos provenientes de areas de alta abundancia del vector respecto de
aquellos provenientes de areas sin la presencia del mismo y la dindmica de Lutzomyia

longipalpis en la ciudad de Posadas asi como su actividad horaria.
Finalmente, se describen las tendencias preliminares encontradas que pueden servir para el

disefio de estudios subsecuentes, que aporten para el disefio de estrategias de control

adecuadas al escenario local.
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3 HIPOTESIS DE TRABAJO

- Sien la provincia de Misiones el agente causal de Leishmaniasis Cutinea es
Leishmania (Viannia) braziliensis y el de la Leishmaniasis Visceral es Leishmania
(Leishmania) infantum la identificacion de estas especies de parasitos deberia estar
asociada a la eco-epidemiologia observada de cada una de estas enfermedades.

- Si la tasa de infeccion por Leishmania sp. en vectores Phlebotominae y
reservorios caninos estd sujeta principalmente al mecanismo de transmision
vectorial de la enfermedad, en areas de alta abundancia del vector (AAV) la misma
deberia ser mayor que en areas de abundancia media (AMV) y sin captura de vector
(ASV).

- Si la dindmica anual de Lutzomyia longipalpis en la ciudad de Posadas es
dependiente de la temperatura y humedad relativa, la abundancia de la misma
deberia fluctuar durante los meses del afio,y afectar el patron de actividad horaria

diferencial de machos y hembras adultos.
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4 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar métodos para la caracterizacion de la especie de pardsito interviniente en la LT
y LV en la provincia de Misiones a fin de contribuir al conocimiento e integracion de estos
métodos con estudios eco-epidemiologicos y generar resultados preliminares que

contribuyan al desarrollo de medidas de control locales.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Optimizar protocolos de Biologia Molecular que permitan detectar y tipificar a
especies del parasito Leishmania en la cadena de transmision epidemiologica de

laLT y LV en la provincia de Misiones.

2. Analizar la tasa de infeccion de vectores y reservorios caninos de “areas de alta
abundancia del vector” (AAV) y “areas sin captura del vector” (ASV) de la

ciudad de Posadas.

3. Explorar el uso de protocolos no invasivos de obtencion de material bioldgico
en casos de LVC locales mediante la evaluacion preliminar de su sensibilidad y

especificidad.

4. Describir la abundancia de Lutzomyia longipalpis en el tiempo, anual y
actividad diaria, y su asociacion con variables climdticas en la ciudad de

Posadas.
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5 MATERIALES Y METODOS
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5.1 ADAPTACION DE PROTOCOLOS DE
EXTRACCION DE ADN Y OPTIMIZACION DE
PROTOCOLOS DE PCR-RFLP PARA
DETECCION Y TIPIFICACION DE ESPECIES
DE LEISHMANIA

5.1.1 ADAPTACION DE PROTOCOLOS DE EXTRACCION DE ADN

Los protocolos de extraccion de ADN sugeridos por Belli y col. y Pita-Pereira y col. se
adaptaron para cultivos de Leishmania, biopsias/raspados de ulceras cutaneas y flebétomos
agrupados en lotes (Belli et al. 1998; Pita-Pereira et al. 2005) previo a este trabajo. Se
requeria la extraccion de ADN del parasito a partir de otros tipos de muestras diferentes por
lo que en base al protocolo estdndar de extraccion (digestion con Proteinasa K, purificacion
fenodlica y precipitacion etandlica), se realizaron ajustes para otros protocolos de extraccion
sobre muestras de hisopado de conjuntiva (H) (de Almeida Ferreira et al. 2008), capa
enriquecida de globulos blancos (GB) obtenida a partir de muestras de sangre entera y para
aspirado de ganglios linfaticos provenientes de canes (Reithinger & Dujardin 2007). Las
principales diferencias entre todos los protocolos utilizados radican en el tratamiento previo
a la extraccion (lavados, tiempo y velocidad de centrifugacion, disgregado del material),

tiempo/concentracion de Proteinasa K y volumen final de resuspension del ADN (Anexo I).

Las diferentes muestras consisten en biopsias de 1mm x1mm, 500 ul de cultivo, 300 ul de
hisopado, 2 ml de sangre entera, y entre 500 y 1000 ul de aspirado de ganglio linfatico y

lotes de flebotomos de entre 1 a 10 ejemplares.

Se cuantifico el ADN de las muestras mediante el uso de fluordmetro
Qubit™(Invitrogen™). El valor promedio de concentracion de cada muestra se obtuvo a

partir de 20 mediciones realizadas en 20 muestras de cada tipo (excepto muestras de
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aspirado de ganglios). Se evaluo la integridad del ADN por electroforesis en gel de agarosa;
y se consider6 el tropismo diferencial que presentan las diferentes especies de Leishmania
por diferentes tejidos, funcion que afecta la cantidad relativa de paréasitos por
tejido/muestra. Estos datos en conjunto se utilizaron para establecer las concentraciones de
ADN optimas a utilizar en las reacciones de deteccion y tipificacion de Leishmania por

PCR para cada tipo de muestra y considerar si eran necesarias diluciones.

5.1.2 OPTIMIZACION DE PROTOCOLOS DE PCR-RFLP

Se optimizaron tres protocolos de PCR-RFLP denominados Mini-exon, ITS-1 y Asp70
desarrollados por Marfurt y colaboradores, Schoénian y col, y Garcia y col,
respectivamente (Marfurt et al. 2003; Schonian et al. 2003; Garcia et al. 2004; Decuypere et
al. 2008).

Los ensayos de optimizacion de los tres protocolos se realizaron a partir de cepas de
referencia OMS de Leishmania (Viannia) braziliensis (MHOM/BR/75/2903), Leishmania
(Leishmania) amazonensis (IFLA/BR67/PH8) y wuna cepa local de Leishmania
(Leishmania) infantum aislada de un can positivo por frotis e inmunocromatografia (rk39)
para leishmaniasis visceral canina. Las cepas de referencia fueron gentilmente cedidas por

el Centro Nacional de Referencia “Dr. Fatala Chabén”.

El ajuste de las condiciones Optimas para los tres protocolos de PCR se realizd
considerando pardmetros como concentracion de ADN de cepas de referencia, titulacion del
cocation MgCl,, concentracion de dimetil-sulfoxido (DMSO) y temperaturas de
hibridacion. Para los tres protocolos se adaptd lo propuesto en los trabajos de cada autor a

un perfil de ciclado estandar del laboratorio.

Los ensayos de PCR se efectuaron en un termociclador MiniCycler PTC-0150™ (MJ
Research Inc., Waltham, USA) y los productos fueron resueltos mediante electroforesis en
gel horizontal de agarosa al 2% a 5V/cm visualizados con Bromuro de Etidio (0,5ug/ml) en

un transiluminador UV. La estimacion del peso molecular del producto obtenido se realizé
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por comparacion visual con un marcador de peso molecular comercial (CienMarker,

Biodynamics®).

Los productos esperados a partir de las cepas de referencia por cada protocolo fueron
sujetos a los ensayos de RFLP sugeridos por los autores y los patrones de restriccion
enzimatica obtenidos verificados en electroforesis horizontal de agarosa al 2,5% a 5V/cm

visualizados con Bromuro de Etidio (0,5ug/ml) en un transiluminador UV.

Los productos de PCR se confirmaron a través de secuenciacion automatica, en ambos
sentidos, mediante el sistema de ddNTPs fluorescentes terminadores de cadena (Macrogen
Inc.).Las bandas esperadas destinadas a restriccion como a secuenciacion se purificaron

con el Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up System de Promega (Anexo I).

El protocolo de Marfurt y col. amplifica regiones conservadas y variables de genes Mini-
exon presentes en tindem de 100 a 200 copias en todas las especies de Leishmania; éste
permite determinar el subgénero por diferencia de tamafio entre los fragmentos de PCR
siendo los tamafios esperados para el subgénero Viannia 220-226 bp y para el subgénero
Leishmania del nuevo mundo 378-435 bp (primers en Tabla 1) para realizar una posterior
tipificacion de la especie por ensayo de RFLP (Marfurt et al. 2003). Para la optimizacién
de este protocolo se testearon concentraciones entre 10 ng a 60 ng finales a reaccion de
cepas de referencia, concentraciones de Dimetil-sulfoxido de 5, 7,5 y 10 % y

temperaturas hibridacion de 53°C y 54°C.

Los ensayos de restriccion se realizaron con las enzimas Hae III (5'-GGVYCC-3")
(Promega™) y Eae I (5§'-Py ¥ GGCCPu-3") (New England Biolabs™) mediante digestion
de 10 pl de producto de PCR a 37°C.

El segundo protocolo optimizado fue el propuesto por Garcia y col. que amplifica el gen
hsp70 con 5 a 7 repeticiones segun especie de Leishmania. Este protocolo genera un
producto de 1300 bp, y las especies de Leishmania se tipifican por RFLP (primers en Tabla
1) (Garcia et al. 2004).
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Tabla 1: Primers utilizados en los tres protocolos de deteccion y tipificacion de Leishmania

Fragmento

Primers Secuencia
esperado

Fme TAT TGGTAT GCG AAA CTT CCG

223-443 pb
Rme ACA GAA ACT GAT ACT TAT ATA GCG
hsp70sen  GAC GGT GCC TGC CTA CTT CAA 1300 ob

p

hsp70ant CCG CCC ATG CTC TGG TAC ATC
LITSR CTG GAT CAT TTT CCG ATG

300-350 pb

L5.8S TGA TACC ACT TAT CGCACT T

Para la optimizacion de este protocolo se testearon concentraciones de 22,4; 56,8 y 121,1
ng finales a reaccion de cepas de referencia, concentraciones de MgCl,1, 1,5,2 y 2,5 mM

y dos temperaturas hibridacion, 60°C y 61°C de temperatura.

Los ensayos de restriccion se realizaron con la enzima Hae II (5'-GGVYCC-3")

(Promega™) mediante digestion de 10 pl de producto de PCR en bafio termostatico a 37°C.

El tercer protocolo optimizado fue el de Schonian y col. que amplifica una de las regiones
espaciadoras transcriptas (ITS-1) presente en el operdon ribosomal de Leishmania. Este
protocolo genera un producto de 300 a 350 bp dependiendo de la especie de Leishmania
(primers en Tabla 1), que requiere de ensayo de RFLP complementario para su tipificacion

(Schonian et al. 2003).

Para la optimizacion de este protocolo se testearon concentraciones de 60 y 104

nanogramos totales a reaccion y concentraciones de MgCl, 1,5,2, 2,5y 3 mM.
Los ensayos de restriccion se realizaron con las enzimas Hae III (5'-GGVYCC-3")

(Promega™) y Rsal (GT VAC CAATG) (Promega™) mediante digestion de 10 pl de

producto de PCR en bafio termostatico a 37° C.
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5.1.3 ENSAYOS DE LIMITE TEORICODE DETECCION (LTD) DE
PARASITOS

Se realizaron extracciones de ADN a partir de las cepas de referencia L. (V.) braziliensis
(MHOM/BR/75/2903) y L. (L.) amazonensis (IFLA/BR67/PHS). Se cuantifico el ADN de
las mismas mediante el uso de fluorémetro Qubit™ (Invitrogen™) realizandose diluciones
seriadas de 1/5, 1/10, 1/50, 1/100, 1/1.000, 1/ 10.000 y 1/100.000 V/V con agua destilada
libre de DNAsas y RNAsas (Gibco™). Para cada una de estas diluciones se calculo la
concentracion tedrica en ng/ul como asi también los nanogramos totales que se analizaria

por PCR a partir de la utilizacion de 5 ul.

El ADN extraido de la cepa de L (L.) amazonensis registr6 por fluorometria una
concentracion de 23,3 ng/pl, llegandose a una concentracion final tedrica de 0,00023 ng/ul
(o 0,001 nanogramos totales equivalentes a 1100 fg cada 5 ul a PCR) en la maxima
dilucion. El ADN extraido de L (V.) braziliensis presentd una concentracion de 45,1 ng/ul
llegdndose a una concentracion final teorica de 0,00045 ng/ul (o 0,002 ng totales

equivalentes a2200 fg cada 5 ul a PCR) en la maxima dilucion (Ilustracion 8).

La masa del genoma de Leishmania varia segin lo descrito por distintos autores,
presentando valores de 83,4 femtogramos (fg) (Ranasinghe et al. 2008), 100 fg (Myler &
Stuart 2000; Gontijo 2003) y 300 fg de ADN por parasito (Quaresma et al. 2009). Ante esta
discrepancia, se tom6 como valor de referencia el rango comprendido entre 100 y 300 fg de
masa del genoma de un parasito del género Leishmania para estimar el LTD aproximado de
cada protocolo. Para esto se dividio por 100 y 300 la masa total de ADN de la mayor

dilucion a la que se obtuvo banda esperada para los protocolos.

43



Leishmania (L.) amazonensis

Leishmania (V.) braziliensis

Dilucion ng/ul ng totales a PCR Dilucidn ng/ul ng totales a PCR
1/5 4,66 23,3 1/5 9,02 45,1
1/10 2,33 11,65 1/10 4,5 22,55
1/50 0,466 2,33 1/50 0,902 4,51
1/100 0,23 1,16 1/100 0,45 2,25
1/1.000 0,023 0,116 1/1.000 0,045 0,225
1/10.000 0,0023 0,011 1/10.000 0,0045 0,022

1/100.000 0,00023 2’2322 ';gg 1/100.000 0,00045 2’2%2 ';gg

Ilustracion 8: Concentracion de ADN diluciones seriadas de cultivo

Las concentraciones estan expresadas en ng/pl de cada dilucion y la masa total de ADN presente en cada muestra
calculada a partir de 5 pl de muestra. ng: nanogramos; fg: femtogramos

Se ensayaron los tres protocolos de PCR-RFLP descritos para todas las diluciones seriadas
de ambas cepas de referencia. La evaluacion de los protocolos de Mini-exon e ITS-1 se
realizaron en colaboracion con una Tesis de Grado’. La evaluacién de protocolos se
completo incluyendo el analisis de sensibilidad teérica de Asp70 en este trabajo de Tesis de

Doctorado.

5.2 ESTUDIO REGIONAL: ANALISIS DE
INFECCION A PARTIR DE MUESTRAS DE
ZONA ENDEMICA DE LT Y DE ZONA
EPIDEMICA EMERGENTE DE LV DE LA
PROVINCIA DE MISIONES

7 “Ciclo de transmision emergente selvatico de Leishmaniasis Tegumentaria (LT): Evaluacion de protocolos
de tipificacion de Leishmania en el vector Nyssomyia whitmani (Psychodidae: Phlebotominae”. Lic. Magali
Giuliani (2011).
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Casos humanos. Las biopsias humanas se obtuvieron de pacientes con ulceras cutaneas que
asistieron al Hospital de Area Nivel 1 de Puerto Esperanza (Misiones, Argentina) durante el
periodo 2005-2009. Las muestras fueron derivadas con el correspondiente consentimiento
informado de los pacientes acorde a lo expresado por el Consejo de Organizaciones
Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS-WHO, 1996) (Anexo II).En el presente
trabajo se incluyeron 16 biopsias de 16 pacientes con diagndstico clinico compatible con
leishmaniasis y diagnéstico confirmatorios de frotis e histopatologia positivo para
Leishmania; la toma de muestras fue realizada por profesionales autorizados dentro del
sistema de salud publica quienes realizaron el envio refrigerado para su posterior analisis.
Todas las muestras fueron analizadas por los protocolos de Mini-exén e ITS-1 y solamente

cinco por de Asp70.

Muestras de Phlebotominae. Las muestras de vector se obtuvieron mediante capturas
realizadas con trampas de luz tipo mini CDC sin diéxido de carbono, colocadas a 1,5 m del
suelo de 5:00 pm a 09:00 am. Los sitios de muestreo para la ciudad de Puerto Iguazl
(Misiones) se predefinieron en base a localizacion de casos clinicos de LC ocurridos
durante 2004 y 2005 (Salomoén et al. 2009) y los mismos se llevaron a cabo durante los
meses de octubre y noviembre de 2006 y Marzo de 2008. La asistencia logistica de traslado

estuvo a cargo de la Fundacion Mundo Sano.

Los sitios de muestreo seleccionados en la ciudad de Posadas (Misiones) coincidieron con
el monitoreo de presencia de Lu. longipalpis realizado de enero a marzo de 2009 a cargo
del Laboratorio de control de Vectores de la Municipalidad de dicha localidad y por el
Centro Nacional de Diagndstico e Investigacion en Endemoepidemias CeNDIE-ANLIS
“Dr. C. G. Malbran”.

Se consideraron para el andlisis Unicamente las hembras y se reunieron en lotes de 4 a
12ejemplares de la misma especie pertenecientes a la misma trampa para luego proceder
con la diseccion de los ltimos terguitos abdominales bajo lupa estereoscopica (Ilustracion
9), seguido de un squash para la posterior visualizacion de espermatecas en microscopio

optico y determinacion de especies (Ilustracion 10) de acuerdo a la clave de Galati (Galati
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2003). Se analizaron 186 hembras, distribuidas en 20 lotes de Nyssomyia whitmani (19
lotes) y 4 hembras de Mygonemyia migonei (1 lote) correspondientes a las capturas
realizadas en Puerto Iguazu, y 504 hembras de Lu. longipalpis distribuidas en 57 lotes
provenientes de la ciudad de Posadas, para extraccion de ADN (Anexo I). Cada individuo

se analiz6 de manera individual para la determinacion de especie.

Ilustraciéon 9: Diseccién de hembras Phlebotominae
A: fleboétomos tamafio real; B: hembra a 100X; C: hembra a 400X (ampliado por zoom 4x de

camara fotografica) con ultimos terguitos cortados para visualizaciéon de espermatecas en
Microscopio Optico.

Todos los lotes provenientes de ambas ciudades se analizaron por los protocolos de Mini-
exon e ITS-1 y solamente se testearon por el de Asp70 algunos de los que resultaron

positivos por alguno de los realizados previamente.

Casos caninos. Para la deteccion del parasito en canes se utilizaron 11 muestras de aspirado
de ganglio correspondientes a 11 canes obtenidas por veterinarios del Instituto Municipal
de Sanidad animal de la Municipalidad de Posadas, con diagnostico confirmado de

Leishmania sp al MO.

46



Tlustracién 10: Espermatecas de hembras Phlebotominae

A: My. migonei; B: Ny. whitmani; C: Lu. longipalpis. 100X (primera linea de figuras) y 400X (segunda
linea).

5.2.1 ENSAYOS MOLECULARES

Extraccion de ADN. Se realiz6 mediante digestion enzimadtica con proteinasa K, seguida de
purificacion con fenol-cloroformo y precipitacion etandlica. El ADN extraido se

resuspendid en agua libre de nucleasas (Anexo I, 10.1.1).

Control de inhibicion. La ausencia de inhibidores en muestras clinicas humanas se evaluo
mediante PCR con blanco en el gen de la B-globina humana, que genera un fragmento de
268pb (primers PC04 CAACTTCATCCACGTTCACC y GH20
AAGAGCCAAGGACAGGTAC) (Saiki et al. 1992); la positividad de la reaccion
determino la inclusion del material biologico en el estudio. Las muestras de vector también
se evaluaron por ausencia de inhibidores mediante PCR con blanco en la region IVS6 del
gen cacophony (primers SLlcac GGCCCACTATTACACCAACCCC y 3Llcac
GGGGTAGGGGCGTTCTGCGAA) (Lins et al. 2002); la positividad de cada reaccion
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también determind la inclusion del material bioldgico en el estudio. No se evalud la

inhibicion en muestras de perros.

Ensayos de deteccion y caracterizacion del pardsito por PCR-RFLP. Las muestras fueron
analizadas mediante PCR—RFLP con los protocolos de Marfurt y col. 2003, Garcia y col.
2004y Schonian y col. 2003 con blanco en diferentes regiones del ADN del parasito al
efecto de verificar su sensibilidad y especificidad con cepas locales. Los fragmentos
completos obtenidos por cada protocolo se confirmaron por secuenciacion automatica, en
ambos sentidos, mediante el sistema de ddNTPs fluorescentes terminadores de cadena
(Macrogen) los primers utilizados son los descriptos en la seccion 5.1.2 Tablal
secuenciandose los productos completos, excepto en aquellos casos con baja intensidad de
banda de PCR, lo que imposibilito la secuenciacion por no alcanzar la concentracion
minima requerida; las secuencias fueron analizadas mediante el alineamiento con
secuencias de referencia de Genbank mediante los programas Clustal X (Larkin et al. 2007)

y Codoén Code Aligner™.

5.2.2 ANALISIS DE CONCORDANCIA ENTRE PROTOCOLOS DE PCR-
RFLP PARA DETECCION DE INFECCION CON LEISHMANIA SP.

Los andlisis de concordancia de pruebas diagnosticas se realizaron por calculo de indice

kappa:

K=Po - Pe
1-Pe
Donde: Po= Proporcion de concordancia observada

Pe= proporcion de concordancia esperada por azar

Si hay coincidencia perfecta entre las pruebas la proporcion de concordancia sera 1;
entonces 1-Pe representa el margen de acuerdo no atribuible al azar (Norman & Streiner
1999). Los analisis se llevaron a cabo con el programa Epidat 4.0. Para la interpretacion del

valor Kappa se utiliz6 la escala propuesta por Landis y Koch (Landis & Koch 1977).
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Valor de £k Fuerza de concordancia

<0.20 Pobre
0.21-0.40 Débil
0.41-0.60 Moderada
0.61 - 0.80 Buena
0.81-1.00 Muy buena

5.3 ESTUDIO MICROFOCAL: ANALISIS DE TASA
DE INFECCION EN FLEBOTOMOS Y CANES
CAPTURADOS EN AAV Y ASV

5.3.1 SELECCION DE AREAS DE ALTA ABUNDANCIA DEL VECTOR
(AAV) Y AREAS SIN CAPTURA DEL VECTOR (ASV)

En un estudio de abundancia del vector realizado en la ciudad de Posadas en 2007 se
observo presencia de Lu. longipalpis en toda la ciudad, con una distribucion espacial
heterogénea con “dreas de alta abundancia del vector” (>60 flebotomos por trampa)
inmersa en una matriz de areas de baja abundancia o sin presencia de vector (Fernandez et
al. 2010); en base a este conocimiento, desde el CeNDIE y la Secretaria de Calidad de Vida
de la Municipalidad de Posadas se plante6 un estudio de Abundancia a Diferentes Escalas
Espaciales (ADEE), cuyo objetivo fue describir la variabilidad de la abundancia de Lu.
longipalpis en dos categorias de abundancia segregadas espacialmente y la relacion a su
vez de estas abundancias con multiples variables ambientales tomadas para cada manzana
(area) estudiada. Para evaluar el desempefio en campo de diferentes metodologias para la
tipificacion molecular de Leishmania, como objetivo de esta tesis, y contribuir al proyecto
de distribucion espacial de riesgo de LV en la ciudad de Posadas, mencionado

anteriormente, se seleccionaron al azar 6 areas que formaron parte también del estudio de
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ADEE siendo estas 5 manzanas urbanas y un asentamiento con el trazado de una sola
cuadra convencional: 2 éreas sin captura del vector (ASV) y 4 con presencia de >60
flebotomos; como el nimero de flebotomos en dos de ellas era tres veces mayor de lo
encontrado en las dos restantes se decidi¢ incorporar la subdivision arbitraria de abundancia
moderada de vector (AMV), quedando asi dos areas clasificadas como AMV y dos como

de alta abundancia del vector (AAV).

En cada area de muestreo se seleccionaron al azar de 3 a 10 viviendas, de acuerdo a
oportunidad tanto logistica como demogréafica y que presentaron caracteristicas de “peores
escenarios” (Feliciangeli et al. 2006; Correa Antonialli et al. 2007) (Ilustracion 11).En
estos sitios, donde hay mayor probabilidad de encontrar flebotomos, se registraron
variables ambientales para cada casa en el marco del proyecto del estudio ADEE. Ademas
de las muestras de vectores se tomaron muestras de sangre entera de todos los canes de la
manzana contando con el consentimiento de los duefios. Las muestras de vectores se
obtuvieron trabajando conjuntamente con profesionales del Instituto Municipal de
Vigilancia y Control de Vectores y el LaBiMAp-FCEQyN en el marco del convenio de
colaboracion entre el LaBiMAp-UNaM y la Secretaria de Calidad de Vida de la
Municipalidad de Posadas. Las muestras de sangre entera e hisopado de conjuntiva de los
animales, los andlisis serologicos y las encuestas sobre datos del animal fueron tomadas y

realizadas por profesionales veterinarios en el Instituto Municipal de Sanidad Animal.
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HNustraciéon 11: Imagen satelital de la ciudad de Posadas

Los sitios sefialados en rojo corresponden a las 2 areas de alta abundancia (AAV); los sitios sefialados en
amarillo a las areas de abundancia moderada (AMV) y los verdes a areas sin captura del vector (ASV)
incluidas en el estudio.

5.3.2 MUESTREO BASE DE VECTORES Y AL ANO

Para el muestreo realizado como parte del estudio ADEE y de particular interés de esta tesis
se colocaron 38 trampas de luz tipo mini CDC sin diéxido de carbono en 38 viviendas, 10
en areas AAV, 20 en areas AMV y 8 en ASV. Se colocaron durante toda la noche, de 17:00
a 07:00 por dos noches consecutivas, dos veces por unidad doméstica (38 viviendas) la
primera vez, de noviembre a enero de 2009 para muestreo base y la segunda de noviembre
a diciembre de 2010 para muestreo al aiio. El material colectado se rotuld por fecha y sitio,
para ser trasladado al laboratorio donde se realizd la determinacion de especies de
Phlebotominae. Se estim¢ la abundancia promedio de Lu. longipalpis por trampa/noche. Se

realizaron analisis de infeccion por Leishmania mediante PCR-RFLP a todos los ejemplares
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agrupados por sitio de captura (vivienda) y especie con los protocolos de amplificacion de

regiones genomicas de Mini-exon e ITS-1 descriptos anteriormente.

5.3.3 MUESTREO BASE DE CANES Y AL ANO

Se obtuvieron muestras a partir de los 74 canes fueron todos de raza mestiza, con un rango
de edad entre 3 meses a 20 afios estimado en base a la entrevista realizada a los duefios. Las
muestras obtenidas de canes consistieron en 3 ml de sangre entera, 1 ml para el andlisis de
serologia usando el test k39 (72/74) (KalazarDetect ®, InBios, Seattle, WA) llevado a
cabo por el IMUSA, y 2 ml refrigerada en campo para su procesamiento en el LaBiMAp —
FCEQyN (73/74) (Ilustracion 12). El tratamiento en laboratorio consistié en centrifugacion
a 3000 r.p.m. durante 15 minutos seguido de la recuperacion de capa de globulos blancos y
preservacion en freezer a -20°C hasta la extraccion de ADN. Una vez realizada la toma de
muestra de sangre se procedio a la toma de muestra de hisopado de conjuntiva ocular (H)
en 41/73; los procedimientos sobre animales fueron hechos por los veterinarios
responsables segliin el protocolo de programa municipal que implicaba realizar en primer
lugar la toma estandarizada de sangre y luego, por evaluacion del profesional sobre la
conveniencia de manipulacion multiple de cada can, la toma experimental de conjuntivas,
por lo que se tom6 una submuestra de aproximadamente el 50% de los 73 canes.
Cabe destacar que tampoco se autorizo el regreso a los sitios para recuperar a los animales
sin muestra completa. Una vez colectadas las muestras fueron refrigeradas y procesadas de

manera similar a la descrita para muestra de sangre entera.

El muestreo de canes al término de un afo, se habia planificado junto al de vectores para
ver la incidencia de casos canino en las areas de alta abundancia del vector y en areas sin
presencia del vector y luego compararlas, pero no se pudo realizar por inconvenientes

logisticos de fuerza mayor.

52



MNustracion 12: Toma de muestra de sangre entera e hisopado de conjuntiva de canes

5.3.4 ANALISIS ESTADISTICOS

Para la caracterizacion de las 6 areas o manzanas se trabajo con 1 variable indicativa de
infeccion por Leishmania de los canes y 4 variables ambientales; para la caracterizacion
delas 38 viviendas dentro de esas manzanas (27 viviendas en area de alta abundancia y 11
de area sin vector) se trabajo con 14 variables ambientales. La seleccion de las variables
ambientales utilizadas se basé en los resultados del estudio de Santini y col. (Santini et al.
2012) (Tabla 2).

Se caracterizaron las manzanas y viviendas a partir de estadistica descriptiva univariada
comparando las diferencias entre medias por una prueba T para muestras independientes,
en el caso de que las varianzas de ambos grupos no sean homogéneas InfoStat™ utiliza la
correccion Satterwait del estadistico para calcular el valor de p en caso que sean

heterogéneas.
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Tabla 2: Variables ambientales analizadas en cada una de las dreas de alta abundancia y drea sin presencia del
vector y en cada vivienda.

Variables Nombres de las
variables
Viviendas a
Superficie de suelo desnudo o cubierto de hierba tp
(metros?)
Area en el patio cubierta por piso de cemento ali
(metros?)
Distancia desde la vivienda a cursos de agua D agua
(metros)
Superficie de suelo descubierto (metros”) tierra
Numero de macetas macetas
Numero de canes canes
Numero de gallinas gallinas
Superficie cubierta por vegetacion (metros”) veg m2
Numero de especies de arboles sp arbol
Numero de especies de arbustos sp arb
Numero de especies de plantas sp pl
Numero de arboles arboles
Didmetro del tronco del arbol mas grande d_tronco
(metros)
Didmetro de la copa del arbol mas grande d copa
(metros)
Manzanas
Superficie cubierta por vegetacion (metros) b densidad veg
Numero de calles no pavimentadas por manzana b calles tierra
Distancia al cuerpo de agua medida desde el Dist agua mzn
centro de la manzana (metros) b
Numero de perros en la manzana a Canes mzn
Proporcion de perros infectados (rk39+) a Prop k39

a: registros de campo tomados simultaneamente con las capturas de vector.b: datos calculados en Google
Earth™ imagen satelital (13 Septiembre 2009) (altitud 1.62 km). (Modificado a partir de Santini ef al 2012).

También se utilizé la técnica de ordenacion Analisis de Componentes Principales (ACP)
para ordenar las 4areas trabajadas al efecto de evaluar si en esta submuestra eran
determinantes las mismas variables que explicaron las diferencias entre las
manzanas/viviendas agrupadas en AAV y ASV en el trabajo de Santini y col (Santini et al.
2012). Se utilizaron para los analisis matrices de correlacion y datos estandarizados,

excluyendo del analisis a las variables que aportasen el menor y mismo peso en cada uno de
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los componentes por lo que finalmente se trabajo con 12 variables (excluyendo la variables
“Area en el patio cubierta por piso de cemento” y “Diametro del tronco del 4rbol mas
grande”) y se retuvieron componentes principales con valores mayores a 1 dado que se
trabajo a partir de matrices de correlaciones (dicho valor indica que son mas informativos

que la variable original) (Quinn & Keough 2002; Balzarini et al. 2008).

A partir de los 73 canes se analizaron las diferencias entre proporciones de perros positivos
para Leishmania por al menos un protocolo de PCR y para al menos un tipo de muestra
correspondiente a las diferentes areas AAV, AMV, ASV. El andlisis se llevo a cabo con el
modulo inferencia basada en dos muestras, diferencias de proporciones de InfoStat/E

version estudiantil 2013.

A partir de datos provenientes de 38/41 canes se analizd la existencia de asociacion
significativa entre resultados positivos de rk39 frente a ambos tipos de muestras analizados
por los protocolos de Mini-ex6n e ITS-1 mediante tablas de contingencia 2x2 y prueba
exacta de Fisher al efecto de corregir frecuencias esperadas bajo independencias menores a
5, considerandolos significativos cuando el valor de p fue menor a 0,05; también se analizd
la existencia de asociacion entre los resultados obtenidos por estos dos protocolos (a partir
de muestreas de GB y/o H) y para cada tipo de muestra por ITS.1 y/o Mini-exon.

Considerandolos significativos cuando el valor de p fue menor a 0,05.

Se realiz6 un analisis de regresion logistica para evaluar si el porcentaje de positividad de
canes por serologia o por PCR, estaba relacionado con la edad canina. En total 36 canes

reunieron el criterio de inclusion descrito para este analisis.

Respecto a la variable edad, se la trabaj6 como variable continua, y también se la
categorizd tomando como referencia diferentes trabajos, resultando tres tipos de variables
categodricas: edad categorica 1 (< 1 afio = 0;>1 afio = 1), edad categorica 2 (<2 afios = 0; >2
aflos =1) y por ultimo edad categorica 3 (< 7afios =0; >7 afios =1).Todos los andlisis

mencionados se realizaron con InfoStat/E versidon estudiantil 2013.
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La valoracion del desempefio de cada técnica se realizd por comparacion de porcentajes de
muestras positivas de rk39 y de los protocolos de PCR-RFLP Mini-ex6n e ITS-1 a partir de
los diferentes tipos de muestras, al no contar con datos de estatus clinico de los canes se los

considerd como infectados asintomaticos® en el caso de ser positivo por una u otra técnica.

Los analisis de concordancia de las pruebas diagnodsticas Mini-exon e ITS-1 obtenidos del
analisis de los flebotomos, muestras de globulos blancos e hisopados de conjuntiva se

realizaron por célculo de indice kappa como se describié anteriormente.

5.4 DESCRIPCION DE DINAMICA ANUAL Y
ACTIVIDAD HORARIA DE LUTZOMYIA
LONGIPALPIS

|5.4.1 MUESTREOS

El diseno del estudio fue observacional descriptivo, realizado en la ciudad de Posadas,
Misiones; para el muestreo longitudinal de dindmica anual por razones éticas se
seleccionaron al azar solamente dos sitios de captura que en muestreos previos (enero de
2009) habian presentado abundancia moderada del vector (<60 fleb6tomos/noche)
(Fernandez et al. 2010), dado que para sitios con una abundancia >60, la recomendacion del
Programa Nacional de Leishmaniasis es la intervencion inmediata con insecticidas. En este
mismo contexto ético la OPS sugiere hacer el muestreo longitudinal en pocos domicilios
por localidad con abundancias moderadas; a pesar del desmedro en la representatividad del

numero de sitios de captura, la misma permite estimar la tendencia (OPS/OMS, 2013).

8 . J ot . . o .. .« ey .

Todo can asintomatico captado en estudios poblacionales en municipios con transmision activa confirmada,
o procedente de area endémica, con serologia o parasitologia positiva para leishmaniasis (Ministerio de Salud
de la Nacion, 2013).
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Tlnstracion13: Tmaoen satelital de la cindad de Posadas

Marcas de color amarillo: sitios de muestreo longitudinal (Gallinero y Arbol de gallinas); marcas de color
fucsia: sitios de muestreos actividad horaria. (A, B y C).

El primero de los sitios de muestreo denominado “gallinero” 27°24°23.34”S;
55°54°36.18”0 (Ilustracion 13), estaba ubicado en el patio de un domicilio particular a 5
mts de la vivienda de material; al inicio del muestreo se registrd en el lugar la presencia de
15 gallinas en el gallinero mayor y de 8 pollos en un gallinero adyacente ubicado a 1,7 mts
del primero dentro del mismo predio (en noviembre de 2009 quedd solo 1 pollo en el
gallinero adyacente) y tres canes. El segundo sitio denominado “arbol de gallinas”
27°22°22.26”S; 55°55°40.85”0 (Ilustracion 13) también se encontraba ubicado en el patio
de un domicilio particular a 7 mts de la vivienda de material, en donde al inicio del
muestreo se registro la presencia de 3 gallinas y dos canes. Los muestreos de los dos sitios
fueron simultdneos y en cada uno de ellos se colocd una trampa de luz tipo mini CDC sin
dioxido de carbono de 17:00 a 07:00 hs, dos noches consecutivas cada 30 dias, de marzo de
2009 a febrero de 2010, entre los dias 11 y 25 de cada mes. No se prosiguié con el

muestreo por un aflo mas segun se tenia programado, dado que una de las familias decidio
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modificar su espacio habitacional cortando el arbol donde se colocaba la trampa; esta
decision se debid a la recomendacion efectuada por el grupo de trabajo en el marco del
Programa Nacional de Leishmaniasis referida al alejamiento de los gallineros del area de
dormitorios, y fundamentada por el incremento de casos caninos y humanos en la ciudad.
Cabe destacar ademas que debido a la sensibilidad social que generd el tema en el ambito
urbano de Posadas, se restringieron las metodologias de captura a las de menor intromision
posible en el &mbito doméstico, utilizando solo trampas CDC y s6lo en peridomicilio, sin

otras complementarias que implicasen captura manual.

Los datos de las variables meteorologicas, temperatura méaxima, media y minima (°C
promedio mensual), humedad relativa maxima, media y minima (porcentaje promedio
mensual), ademas de precipitacion mensual (milimetros mensuales totales) para el periodo
en estudio, fueron tomados en la estacidon meteorologica del aeropuerto Libertador Gral.
San Martin de la ciudad de Posadas, cedidos por el Centro de Informacion Meteorologica
del Sistema Meteorologico Nacional. También se registraron las especies arboreas
presentes en cada sitio y se tomo registro de cambios en el nimero inicial de animales

domésticos a medida que transcurria el muestreo.

El muestreo de actividad horaria nocturna (incluyendo creptisculo vespertino y matutino) se
realizo en tres sitios con gallinero (A, B y C) de la ciudad de Posadas durante los meses de
febrero, marzo y abril de 2011 (Ilustracion 13) elegidos al azar entre otros sitios
previamente muestreados en 2010, con una cantidad menor a 30 fleb6tomos considerada de
baja abundancia (Fernandez et al. 2010). En el sitio A (27°21'49.63"S;55°56'4.23"0) el
gallinero contaba con 50 gallinas, estaba ubicado a 10 mts de la vivienda en un patio con
piso de material, donde se registr6 ademas la presencia de dos canes; el sitio B
(27°22'37.28"S; 55°55'15.34"0) se tratd de un gallinero de 8 gallinas ubicado a 6 mts de la
vivienda sobre piso de tierra y sin presencia de canes y finalmente el sitio C
(27°24'17.14"S; 55°55'17.35"0), un gallinero de 11 gallinas ubicado a 19 mts De la
vivienda sobre piso de tierra y con presencia en el terreno de tres canes. Para el muestreo
de actividad horaria de Lu. longipalpis se utilizo el adaptador multi-muestreos para mini

trampas de luz tipo CDC (M&G producciones tipo “Collection bottletraps”, John W. Hock
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Hustracién 14: Muestreo de dindmica y actividad horaria de Lu. longipalpis

A: Trampa de luz tipo mini CDC en arbol de gallinas B: imagen del sitio gallinero ; C, D y E: muestreo de actividad
horaria; trampa de luz tipo mini CDC con adaptador multi-muestreo en gallineros.

Company: www.JohnWHock.com) que permite separar las capturas por periodos
determinados mediante un temporizador programable; éste regula un plato giratorio que

consta de ocho recipientes colectores.

La trampa se colocé una vez al mes durante los meses de febrero, marzo y abril de 2011 por
dos noches consecutivas en los tres domicilios; los muestreos se realizaron entre los dias 10
a 24 de cada mes con el objeto de hacer coincidir la fase lunar (luna menguante y creciente)
y en funcién de mantener una intensidad luminica equivalente (Ilustracion 14 C, D y E). El
adaptador multi-muestreo se program¢6 para cambio de bolsa-recipiente cada 2 horas
cubriendo el horario de 17:00 a 07:00 hs. Se registraron variables de humedad y

temperatura con data logger para cada noche en cada sitio, programandose el registro de las
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mediciones para que abarcase el segmento de 17:00 a 07:00 efectuando registros cada 15

minutos; los datos obtenidos se promediaron durante los 6 dias de muestreo.

La asistencia logistica de traslado y provision de baterias, estuvo a cargo del Instituto
Municipal de Vigilancia y Control de Vectores, Secretaria de Calidad de Vida,
Municipalidad de Posadas.

Los insectos capturados para ambos muestreos se rotularon por fecha y sitio; la

determinacion de especies se realizd segun las claves de Galati (Galati 2003).

5.4.2 ANALISIS ESTADISTICOS

Dindamica anual. Se realizé busqueda de datos andmalos (outlayers) mediante graficos de
boxplot. Para evaluar si la abundancia de flebotomos observada y las variables climaticas
estaban relacionadas se estudid la asociacion de la abundancia promedio mensual de
flebotomos con las variables de temperatura, humedad relativa y precipitacion mediante
correlaciones simples de Spearman. También se analizdo mediante este tipo de correlacion si
la abundancia promedio estuvo asociada a datos climaticos promedio de 30 y 60 dias
previos a los muestreos de cada mes. Para los analisis se utilizd el programa InfoStat/E
version estudiantil 2011, considerandolos significativos cuando el valor de p fue menor a

0,05.

Actividad horaria. Se hizo busqueda de datos andmalos por graficos de boxplot. Para
evaluar si la abundancia de flebétomos observada cada dos horas y las variables
meteorologicas estaban relacionadas se estudid la asociacion de la abundancia
promediotrampa/noche con las variables de temperatura y humedad relativa mediante
correlaciones de Spearman simples. Para evaluar si existieron diferencias significativas
entre abundancia promedio de machos y hembras de 17:00 a 23:00 hs y de 01:00 a 07:00 hs
se realizaron pruebas ¢ pareados considerando la abundancia promedio total de las tres

casas para cada mes; también se analiz6 si la diferencia de abundancia promedio de machos
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y hembras después de las 3:00 hs fue significativa para cada mes. Dado que la prueba ¢
implica que se realice mas de una prueba (6 en total en ambos casos) se corrigio el valor de
p segiin el método de Bonferroni utilizando como punto de corte a/k, donde a es el valor de
significacion de p=0,05 y & es el nimero de contrastes (Martinez-Camblor 2012). Se trabajo
entonces con el valor de p corregido de 0,008 (p=0,05 = 6 pruebas ¢ pareadas). Para
analizar si existieron diferencias significativas entre abundancia de machos y hembras por
periodo para cada mes se utilizd el valor corregido de p de 0,01 (p= 0,05 + 3 pruebas ¢

pareadas).
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6 RESULTADOS
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6.1 ADAPTACION DE PROTOCOLOS DE

EXTRACCION DE ADN Y OPTIMIZACION DE
PROTOCOLOS PCR-RFLP PARA DETECCION Y
TIPIFICACION DE ESPECIES DE LEISHMANIA

6.1.1 ADAPTACION DE PROTOCOLOS DE EXTRACCION DE ADN

Se trabajé con 6 protocolos de extraccion de ADN para el posterior andlisis de las

diferentes muestras, las cuales consistieron en biopsias de Imm x1mm aproximadamente,

500 ul de cultivo, 300 ul aproximados de hisopado, 2 ml de sangre entera, y entre 500 y

1000 ul de aspirado de ganglio linfatico. Las caracteristicas de cada uno se resumen en la

Tabla 3.

Tabla 3: Protocolos de extraccion de ADN a partir de diferentes tipos de muestras

Digestion Valores Dilucién
Tipo de Proceso previo a con Vol. Min-Max de
Muestra la extraccion Proteinasa Final = [ADN .
trabajo
K ng/ul]
. 200ug Prot
Biopsias Dlsg{fgad‘,’ oM K /muestra  50pl  60,3-816 1/5
1sturl
8 hs
100pg Prot Sin
Cultivos - K /muestra  50ul 0,14-45,1 .,
dilucion
3 hs
. . 75ng Prot .
Hisopados | Contrifugaciona o /o ira  30ul 4.61-47.6 Sin
8000 rpm por 1 3 hs dilucion
Sangre Centrifugaciona  100pg Prot
entera | 3000 rpmpor K /muestra S0ul 414-918 2022783 s
(GB) 15¢ 12 hs
. 100pg Prot
Aspirado | - Lavadoscon 0 o 5o 10815 2824219 0
ganglios Sodio Citrato
12 hs
Maceracion con 200ug Prot sin
Flebotomos . K /muestra  50ul 0,45-48,6 o,
micromortero R hs dilucion

Valores calculados a partir en 20 muestras de cada tipo, *excepto para aspirado de ganglios que son 11
muestras; ng/ul: nanogramos por microlitros; DE+: Desvid estandar; y: media
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6.1.2 OPTIMIZACION DE PROTOCOLOS DE PCR-RFLP

Para la optimizacion del protocolo de Marfurt y col. se inicid con la concentracion de
MgCl, sugerida por el autor 1,5Mm y 53°C de temperatura de hibridacion, testeando en un
primer ensayo diferentes concentraciones de cepas de referencia (de 10 ng a reaccion a 60
ng finales por reaccion) y DMSO al 5%, no obteniéndose bandas (Ilustracion a ANEXO 1),
posteriormente se elevd la concentracion de DMSO a 7,5% testeando el mismo rango de
concentracion y manteniendo los 53°C (Ilustracion b ANEXO I), obteniéndose bandas
dentro de los valores esperados pero algunas de ellas con bandas inespecificas por encima
de las esperadas por lo que se procedié a aumentar a 54°C la temperatura de hibridacion y a

aumentar 10% la concentracion de DMSO (Ilustracion ¢ ANEXO I).

Condiciones de reaccion y perfil de ciclado establecidas. Volumen final de reaccion de
50ul, buffer de PCR 1X [Tris-HCI1 pH 8 200mM; EDTA 0,1mM; DTT 1mM; glicerol 50%
(v/v)] (Invitrogen™), MgCl, 1,5 mM (Invitrogen™), DMSO 10% (Sigma™), 200uM de
cada ANTP, primer sentido Fme 0,5uM, primer antisentido Rme 0,5uM (Tabla 1) y enzima
Taq polimerasa 1,4 Ul (Invitrogen™). El perfil de ciclado fue: desnaturalizacion inicial
94°C 4 min, 40 ciclos de 94°C 30 seg, 54°C 45 seg, 72°C 1 min y extension final 72°C 10
min (Modificado a partir de Marfurt et al., 2003 ).

Se obtuvo para las diferentes cepas testeadas productos de PCR de tamafios aproximados a
los esperados de 434 pb para L. (L.) infantum, 285 pb para L.(L.) amazonensi yL.(V.)
braziliensis 226 pb (Ilustraciones b y ¢ Anexo 10.1.3.1) aunque no hubo correspondencia
completa entre patrones de restriccion por RFLP propuestos por los autores con nuestros
resultados, atribuibles a ajustes metodologicos por lo cual se decidié confirmarlos por

secuencia (Ilustracion 15).

Para la optimizacion del protocolo de Garcia y col. se inici6 testeando cepas de Leishmania
(L.) amazonensis y Leishmania (L.) infantum a 56,8 y 121,8 ng finales respectivamente; a
1;1,5;2y 2,5 Mm de MgCl,y 60°C de temperatura de hibridacion (Ilustracion d Anexo I).

Posteriormente se teste6 una concentracion menor (22,4 ng) de ADN, se repitieron las
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cuatro concentraciones de MgCl,(1; 1,5; 2 y 2,5 Mm) ademés de 3 Mm y se elevo a 61°C

la temperatura de temperatura de hibridacion (Ilustracion e Anexo ).

Iustracién 15: Electroforesis en gel de Agarosa 2.5 % del producto de PCR-RFLP
obtenido por el protocolo de Mini-exén

Calles 1 y 2: bandas electroforéticas esperadas sin digerir de 434 pb y digerida de

aproximadamente 337 y 108 pb de la especie L. infantum con enzima Eae I; calles 3 y 4: bandas

electroforéticas esperadas sin digerir de aproximadamente 226 pb y digerida de 118 pb de la

especie L. braziliensis con enzima Hae III; calles 5 y 6: bandas electroforéticas esperadas sin

digerir de aproximadamente 285 pb y digeridas de aproximadamente 155 y 130 pb de la especie

L. amazonensis con enzima Eael. M: Marcador de Peso Molecular.
Condiciones de reaccion y perfil de ciclado establecidas. Volumen final de reaccion de
50ul, buffer de PCR 1X [Tris-HCI pH 8 200 mM; EDTA 0,1 mM; DTT 1mM; glicerol
50% (v/v)] (Invitrogen™), MgCl, 1 mM (Invitrogen™), DMSO 5% (Sigma™), dNTPmix
0,2mM (200uM de cada dNTP), primer sentido Asp70sen 0,5uM, primer antisentido
hsp70ant 0,5uM (Tabla 1) y enzima Taq polimerasa 2 Ul (Invitrogen™). El perfil de
ciclado fue: desnaturalizacion inicial 94°C 4 min, 40 ciclos 94°C 35 seg, 61°C 1 min, 72°C

2 min y extension final 72°C 10 min (Modificado a partir de Garcia et al. 2004).

Se obtuvo para las diferentes cepas un producto de aproximadamente 1600 pb mayor al
esperado de 1300 pb que describen los autores (Garcia y col.2003), en cuanto a los
patrones de restriccion de cada especie se lograron bandas digeridas de tamafios
aproximados sobre todo de los fragmentos mayores, que rondan entre 300 y 200pb

aproximadamente; para los esperados de 100pb se obtuvo poca definiciéon con una mala
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resolucion en general. Se secuenciaron los productos obtenidos para confirmacion estas
secuencias se analizaron por BLAST contra la base de datos de Genbank obteniéndose

maxima identidad con cepas L. (L.) infantum,y L. (L.) amazonensis (Ilustracion 16).

500 bp

Tlustracién 16: Electroforesis en gel de Agarosa 2.5 % del producto de PCR-RFLP obtenido por el
protocolo de hsp70

Calles 1 y 2: bandas electroforéticas esperadas sin digerir de aproximadamente 1300 pb y digeridas de la

especie L. (L.) amazonensis; calles 3 y 4: bandas electroforéticas esperadas sin digerir aproximadamente

1300 pb y digeridas de la especie L. (V.) braziliensis; calles 5 y 6: bandas electroforéticas esperadas sin

digerir de aproximadamente 1300 pb y digerida de la especie L. (L.) infantum. La enzima utilizada es Hae
111 M: Marcador de Peso Molecular

Para la optimizacion del protocolo de Schonian y col. se inicid con la temperatura de
hibridacion sugerida por el autor, 53°C y se testearon concentraciones de 1, 1,5, 2y 2,5
mM de MgCl, con 60 ng finales a reaccion de L. (L.)infantum (Ilustracion f Anexo). Se
obtuvieron bandas esperadas, de buena intensidad y sin bandeos inespecificos para todas las
concentraciones de MgClyexcepto para la de 1Mm, por lo que se mantuvieron las
condiciones de reaccion y de ciclado testeandose la cepa de L. (L.) amazonensis con 100 ng
totales de ADN blanco de reaccion e inici6 la titulacion deMgCl, en 1,5 Mm llegando a

3mM (Ilustracion g Anexo).

Condiciones de reaccion y perfil de ciclado. Volumen final de 50ul, buffer de PCR 1X
[Tris-HC1 pH8 200 mM; EDTA 0,1 mM; DTT 1mM; glicerol 50% (v/v)] (Invitrogen),
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MgCl, 2,5 mM (Invitrogen), DMSO 2,5% (Sigma™), dNTPmix 0,2 mM (200uM de cada
dNTP), primer sentido LITSR 0,5 uM, primer antisentido L5.8S 0,5 uM y enzima Taq
polimerasa 1,4 UI (Invitrogen™). El perfil de ciclado fue: desnaturalizacion inicial 94°C 4
min, 35 ciclos 94°C 25 seg, 54°C 3 seg, 72°C 1 min y extension final 72°C 10 min
(modificado a partir de Schonian et al 2003).

Se obtuvo para las diferentes cepas un producto de un poco mas de 300 pb de acuerdo con
lo que describen los autores (Schonian y col.2003), en cuanto a los patrones de restriccion
de cada especie para L. (V.) braziliensis se logrd solo una banda entre 200 y 100 pb que
podria ser la esperada de 156 bp pero no se logra visualizar la banda esperada de 143 pb;
para L.(L.) amazonensis se obtuvo una banda muy tenue en aproximadamente 200 pb y no
se obtuvo o no alcanza a distinguirse la banda esperada de 142 pb, situacion similar a lo
observado con la especie anterior; para L.(L.) infantum se obtuvo para ambas enzimas un
patron de bandas de tamafnos aproximados a las esperadas . Se secuenciaron los productos
obtenidos para confirmacion estas secuencias se analizaron por BLAST contra la base de

datos de Genbank obteniéndose maxima identidad con cepas L.(L.) infantum, y L.(L.)

amazonensis (Ilustracion 17).

Hustraciéon 17: Electroforesis en gel de Agarosa 2.5 % del producto de PCR-RFLP obtenido por el
protocolo de ITS-1 a partir de cepas de referencia.

A: Calles 1 y 2: bandas electroforéticas sin digerir de 300 pb y digeridas de aproximadamente 156 y pb de la especie
L. (V.) braziliensis con la enzima Haelll; calles 3 y 4: bandas electroforéticas sin digerir de 328 pb y digeridas de
aproximadamente 186 pb de la especie L.(L.) amazonensis con la enzima Haelll. B: calle 1: banda electroforética sin
digerir de 310 pb la especie L.(L,) infantum; calle 2: banda electroforética digerida de 184 pb con enzima Hae III;
calle 3: bandas electroforéticas digeridas de 201 y 101 pb con la enzima Rsa I. M: Marcador de Peso Molecular.
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6.1.3 ENSAYO DE LiIMITE TEORICO DE DETECCION (LTD) DE
PARASITOS

En el protocolo de amplificaciéon de la region ITS-1 (Ilustracion 18 A) se obtuvo el
producto esperado para ambas especies de Leishmania hasta la dilucion de 1/100.000,
(0,00023 ng/ul para L. (L.) amazonensis y 0,00045 ng/ul L.(V.) braziliensis, mientras que
en el protocolo de amplificacion de la region de Mini-exon se obtuvo hasta la dilucion
1/10.000 (0,0023 ng/ul y 0,0045 ng/ul para L. amazonensis y L.braziliensis
respectivamente) (Ilustracion 18 B); en el protocolo de Asp70 se generd una amplificacion
diferencial que estuvo sujeta a la cepa testeada: para L. amazonensis se obtuvo el producto
esperado hasta la dilucion de 1/1.000 (0,023 ng/ul), mientras que para L. braziliensis se
obtuvo hasta la dilucion 1/10.000 (0,0045ng/ul) (Ilustracion 18 Cy D).

Los productos de PCR obtenidos a partir de los tres protocolos con cepas de referencia se

confirmaron por secuenciaciéon validandose la especificidad para las especies de

Leishmania descriptas por los respectivos autores.
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Tustracién 18: Comparacién del limite teérico de deteccion de los protocolos de PCR a
partir de diluciones seriadas de ADN de Leishmania.

A: bandas electroforéticas esperadas para Leishmania (L.) amazonensis de aproximadamente 328 pb a partir de la
amplificacion con el protocolo de ITS-1; B: bandas electroforéticas esperadas para Leishmania (L.) amazonensis de
aproximadamente 285 pb a partir de la amplificacion con el protocolo de Mini-exén; C y D: bandas electroforéticas
esperadas de aproximadamente 1300 pb a partir de la amplificacion con el protocolo de Asp70;C: L. (L.) amazonensis,
D: L. (V.) braziliensis.
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6.2 ESTUDIO REGIONAL: ANALISIS DE
INFECCION A PARTIR DE MUESTRAS DE
ZONA ENDEMICA DE LT Y DE ZONA
EPIDEMICA EMERGENTE DE LV DE LA
PROVINCIA DE MISIONES

6.2.1 ENSAYOS DE DETECCION Y CARACTERIZACION DEL PARASITO
POR PCR-RFLP

Las muestras se analizaron concomitantemente en el tiempo a medida que se optimizaron
los protocolos de biologia molecular. Como ya se describié en las consideraciones
metodologicas, de manera cronoldgica en primera instancia se ajusto el protocolo de Mini-
exon seguido por el protocolo de Asp70 y por ultimo el de ITS-1; al observarse que este
ultimo posee mayor sensibilidad en la deteccion/tipificacion de Leishmania, se tomo la
decision de centrar el anélisis de concordancia de pruebas diagndsticas a partir del célculo

del indice kappa entre los protocolos de Mini-exén e ITS-1, mediante el programa Epidat
4.0 (OPS) (Tabla 4).

Tabla 4:Resultados obtenidos por protocolos de Mini exon, ITS-1 y Asp70 en muestras clinicas, clinico veterinarias
y fleb6tomos e indices de concordancia entre resultados de Mini- exén e ITS-1.

Positivos Positivos Analisis de concordancia
Procedencia Leishmania Leishmania k= (IC 95%)
Mini-ex6n ITS-1 0
Casos LC
Norte de Misiones 16/16 15/16 0,8571 (0,53-1,13)
Fleb6tomos
Posadas 2/57 4/57 0,6503 (0,20-1,163)
Fleb6tomos Iguazu 0/20 0/20 .
Casos LVC 9/11 10/11 0,6250 (-0,03-1,28)
Posadas
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Casos clinicos: Las 16 muestras de casos de LTA confirmados por frotis y/o histopatologia
resultaron positivas para Leishmaniapor el protocolo de Mini-exén y de la especie L. (V.)
braziliensis por el ensayo de restriccion sobre el producto de PCR con la enzima Hae 111

(Ilustracion 19).

A fin de confirmar los productos obtenidos, tres de ellas fueron secuenciadas (numeros de
acceso Genbank: JF720019, JF720020, JF720021); estas secuencias se analizaron por
BLAST contra la base de datos de Genbank obteniéndose una homologia de secuencia
entre 97-99% con las secuencias de las cepas de referencia de L. (V.) braziliensis

MHOM/BR/75/M2903 (X69441) y MHOM/BR/75/M2904 (FR798976).

500 bp

226 pb
~120 pb

Hustracién 19: Electroforesis en gel de Agarosa 2.5 % del producto de PCR-RFLP obtenido
por el protocolo de Mini-exon a partir de biopsias cutdneas.

Calles 1-10 impares: Bandas electroforéticas digeridas con Hae III de 120 pb aproximadamente; calles 1-10 pares:
bandas electroforéticas sin digerir de 226 pb. M: Marcador de Peso Molecular de 100 pb.

También se analizaron 5/16 muestras por el protocolo de Asp70 resultando positivas para
Leishmania y con un patréon de corte que presenta bandas de tamafio aproximado a los
esperados a la especie L.(V.) braziliensis por restriccion con la enzima Hae I1I; tres de estas
5 muestras son las positivas por PCR Mini-ex6n y confirmadas por secuenciacion

(Ilustracion 20, calles 1-4).
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1300 pb

Iustraciéon 20: Electroforesis en gel de Agarosa 2.5 % del producto de PCR-RFLP obtenido por el
protocolo de Asp70 a partir de diferentes tipos de muestras.

Calles 1-4: bandas electroforéticas sin digerir y digeridas por Haelll obtenidos a partir de biopsia de LC. El patréon de
corte observado presenta bandas de tamafio aproximado a los esperados para la especie L. (V.) braziliensis (340, 300
y 220 pb); calles 5 y 6: bandas electroforéticas sin digerir y digeridas por Haelll obtenidos a partir de muestra de
LVC. El patron de corte observado presenta bandas de tamafio aproximado a los esperados para la especie
Leishmania infantum (320, 300,270 y 150 bp), calles 7 y 8: bandas electroforéticas sin digerir y digeridas por Haelll
obtenido a partir de lote de Lu.longipalpis el patron obtenido no es claro por la poca resolucion y lo débil de las
bandas); 9 y 10: Banda sin digerir y digerida de cultivo de L (.L.) infantum. El patron de corte observado corresponde
ala especie L(L.) infantum . M: Marcador de peso molecular de 100 pb.

Con el protocolo de ITS-1 15/16 muestras resultaron positivas para Leishmania y por
restriccion con Haelll se obtuvo una de las bandas de tamafio esperado para la especie L.
(V.) braziliensis (Ilustracion 21, calles 3-12). Se secuenciaron doce muestras (nimeros de
acceso Genbank: JX448547, JX448548, JX448549, KU550586, KU550587, KU550588,
KUS550589, KUS550590, KUS550591, KU550592, KU550593, KU550594), de tres de las
cuales también cuentan con secuencia para Mini-exén y fueron a su vez positivas para
hsp70; obteniéndose en todas una homologia de secuencia del 100% con secuencias de
diferentes cepas de L. (V.) braziliensis depositadas en Genbank (FN398336, JQ061322,
FJ753385).

Analisis de infeccion en Phlebotominae: todos los lotes de flebotomos provenientes de la
ciudad de Puerto Iguaza resultaron negativos para infeccion por el protocolo de Mini-exon,;
de los 57 lotes Lu. longipalpis provenientes de la ciudad de Posadas 2 analizados resultaron
positivos para Leishmania mediante PCR de Mini Exon y corresponderian a la especie
L.(L.)infantum por patrones de restriccion obtenidos de la digestion de ese fragmento con la
enzima Eael (Ilustracion 22, calles 5 y 6);uno de los lotes fue ademés confirmado por
secuenciacion (numero de acceso Genbank GUS565337) obteniéndose una identidad de

100% con diferentes aislados de L. (L.)infantum.
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Hustracién 21: Electroforesis en gel de Agarosa 2.5 % del producto de PCR-RFLP obtenido
por el protocolo de ITS-1 a partir de diferentes muestras.

Calles 1 y 2: bandas electroforéticas sin digerir (311 pb) y digeridas con Haelll de aproximadamente 184 pb obtenidos
a partir de un lote de Lu. longipalpis. El patrén de corte observado corresponderia a la especie Leishmania (L.)
infantum. Calles 3 a 12: bandas electroforéticas sin digerir y digerida con Haelll de aproximadamente 156 pb

obtenidas a partir de biopsias cutaneas. El patron de corte observado corresponderia a la especie Leishmania (V.)
braziliensis; M: Marcador de peso molecular de 100 pb.

El indice de infeccion obtenido fue de 3,5% y el indice minimo de infeccion de 0,39%
(considerando al menos un flebotomo infectado en cada lote).Estos dos lotes positivos se
analizaron por el protocolo de Asp70 resultando positivos uno de ellos para la especie L. (L)
infantum siendo el mismo lote confirmado por secuencia para Mini-ex6n (Ilustracion 20,

calles 7 y 8).

Los lotes de flebotomos provenientes de Iguaza analizados con ITS-1 resultaron todos
negativos para infeccion por Leishmania; cuando se repiti6 el andlisis de los 57 lotes de la
ciudad de Posadas por este protocolo, 4/57 resultaron positivos para Leishmania, los dos
previamente positivos por Mini-exon y dos en los cuales no se habia detectado la presencia
de ADN del parasito (Ilustracion, 21 calles 1 y 2). Si bien se obtuvo para ellos solo una
banda de tamafio aproximado al esperado par restriccion con Hae III para L. infantum, tres
de estos lotes se confirmaron por secuencia (numeros de acceso Genbank
JX448544)X448545, JX448546) obteniéndose identidades de 99 y 100% con diferentes
cepas de L.(L.) infantum alojadas en Genbank. El indice de infeccion fue de 7,01% y el

indice minimo de infeccion de 0,79%.

Casos caninos de LVC: Nueve de las 11 muestras de canes resultaron positivas por el
protocolo de Mini-exon para Leishmania y de la especie L. (L.) infantum por restriccion con

la enzima Eael (Ilustracion 22, calles 1-4).
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Iustracion 22: Electroforesis en gel de Agarosa 2.5 % del producto de PCR-RFLP
obtenido por el protocolo de Mini-exén a partir de muestras caninas y de vector.

Calles 1 a 4: bandas electroforéticas sin digerir y digeridas con Eael (330 y 108 pb) obtenidos a partir de
casos de LVC; Calles 5 y 6: bandas electroforéticas tenues sin digerir y digeridas con Eael obtenidas a
partir de un lote de Lu. longipalpis. MW: Marcador de peso molecular de 100 pb. El patron de corte
observado corresponde a la especie L(L.) infantum.

Se eligieron las dos muestras positivas de mayor intensidad y se confirm6 el producto
obtenido por secuencia (nimeros de acceso Genbank GU565338; GU565339) obteniéndose
identidad de 100% cuando se analizaron por BLAST contra secuencias alojadas en
Genbank. Tres de las muestras positivas fueron analizadas con el protocolo hsp70
obteniéndose dos muestras positivas para la especie antes mencionada (Ilustracion 20 calles
5y 6). Cuando se realizaron los andlisis de las 11 muestras por el protocolo de ITS-1, 10/11
resultaron positivas para Leishmania sp (9 de ellas positivas por ME) y corresponderian a
L.(L.) infantum por restriccion con la enzima Rsal (Ilustracion 23), en este caso se
secuenciaron todas las muestras positivas para confirmar el producto obtenido (nimeros de
acceso Genbank JX448535, JX448536, JX448537,KU550595, KU550596, KU550597,
KUS550598, KU550599, KU550600, KU550601) a partir de todas las secuencias se obtuvo
100% de identidad con diferentes cepas de L.(L.) infantum.

La concordancia entre los protocolos de Mini-exén e ITS-1 segun la tabla de valoracion de

Landis y Koch para muestras de casos de LC es muy buena, mientras que la obtenida para

lotes de flebotomos y muestras de LVC es buena. En lo particular el protocolo ITS-1 no fue
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capaz de detectar/tipificar una muestra clinica, pero gener6 resultados positivos ndveles (no

detectados por Mini-exon) para dos lotes de flebotomos y un caso de LVC (Tabla 4).

500 bp
311pb

~210pb

Hustracion 23: Electroforesis en gel de Agarosa 2.5 % del producto de PCR-RFLP obtenido por el protocolo de
ITS-1 a partir de muestras caninas.

Calles 1 a 12: bandas electroforéticas sin digerir y una de las digeridas esperadas (210 pb) con la enzima Rsa 1. El
patrén de corte observado corresponde a la especie L. (L.) infantum. MW: Marcador de peso molecular de 100 pb.

6.3 ESTUDIO MICROFOCAL: ANALISIS DE TASA
DE INFECCION EN FLEBOTOMOS Y CANES
CAPTURADOS EN AAV Y SVC

|6.3.1 CARACTERIZACION DEL MACROHABITAT: AREAS.

Se encontraron diferencias entre los valores de medias obtenidos para las 5 variables de
cada area (Anexo IIL.1), solamente resultaron significativas las diferencias entre medias
correspondientes a la variable “proporcion de canes positivos por 1k39” (Proprk39) que
resulté mayor en areas AAV. La variable “densidad de vegetacion” (Densidad veg) no se

incluy6 en el analisis por presentar una media de 0,00 en areas ASV (Tabla 5).
Las variables contempladas se encuentran relacionadas entre si, dado que en el

ordenamiento producido por el ACP los dos primeros autovalores o componentes

principales explican el 81% de la variabilidad total.
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Tabla 5. Resultados de Prueba T de diferencias entre medias de variables de areas AAV Y ASV

Variable Grupol Grupo2 n=1 n=2 Medial Media2 T* P valor

Calles_ tierra AAV ASV 4 2 1,75 2,00 -0,13  0,9053
Canes _mzn AAV ASV 4 2 15,25 6,50 1,42  0,2293
Dist agua mzn AAV ASV 4 2  1641,00 469,50 2,13 0,1004

Prop rkP39 AAV ASV 4 2 0,33 0,08 3,00 0,0398**

Las referencias correspondientes de las variables se encuentran en la tabla 2 de Materiales y Métodos y en texto.*
Estadistico corregido por no presentarse homogeneidad de varianzas para esas variables. ** Diferencias significativas

entre medias.

El primer componente puede describirse como la capacidad de las areas para mantener los
diferentes estadios del ciclo biologico del vector ya que se asocia positivamente con las
variables “densidad de vegetacion” y “mayor numero de canes” que contribuyen
positivamente con mayor peso al autovector, seguidas por “distancia a cuerpos de agua”.
En el segundo componente la variable que contribuye con la mayor carga positiva al
autovector es “calles de tierra” seguida de “proporcion de canes positivos por tk” (Tabla 6)
este componente separa al area AAV 229 de 409 (ASV) y 281 (AAV), aunque no
parecehaber un ordenamiento claro de las manzanas estudiadas en areas sin vector y areas

sin captura del vector respectos a las variables (Grafico 1).

Tabla 6. Analisis de Componentes Principales sobre variables ambientales de dreas AAV y ASV.

Variables Autovectores Cor.relacion‘es' con
variables originales

el e2 CP1 CP2
Densidad veg 0,53 0,30 0,85 0,38
calles_tierra -0,27 0,68 -0,42 0,85
canes_mzn 0,54 -0,02 0,86 -0,03
Dist _agua mzn | 0,47 -0,36 0,75 -0,45
[Prop rk39] 0,36 0,56 0,58 0,69
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La correlacion cofenética obtenida fue de 0,942.

calles_tierra
3,00+
[Prop_rK39]
150 Densidad_veg
112 297

§ ° . 347
® 0,001 b
o~ canes_mzn
o
O

-1,501 o ]

409 281 Dist_agua_mzr
-3,00- . : . . .
-3,00 -1,50 0,00 1,50 3,00
CP 1 (50,4%)

Grifico 1: Ordenamiento de las dreas alta abundancia y sin presencia del vector. Biplot.

Las variables estan descriptas en Materiales y Métodos, 1la asociacion entre ellas descriptas en
texto. Los porcentajes de varianza explicada se indican entre paréntesis. 297, 281,347 y 229 son

AAV;409y 112 son ASV.

6.3.2 CARACTERIZACION DEL MICROHABITAT. VIVIENDAS

Se encontraron diferencias entre los valores de medias obtenidos para las 12 variables
tomadas en viviendas de alta abundancia y sin presencia del vector (Anexo III.2). Solo
resultaron significativas las correspondientes a las variables “Distancia a cuerpo de agua”
(D_agua) y “Numero de especies de plantas” (sp pla) siendo ambas medias mayores en
viviendas provenientes de areas AAV,; las variables “numero de macetas”(macetas) y

“superficie cubierta de tierra” (tierra) no se incluyeron en el andlisis por presentar una

media de 0,00 en ASV (Tabla 7).
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Tabla 7. Resultados de Prueba T para ver diferencias entre medias de variables tomadas en viviendas provenientes
de dreas AAV y ASV

Variable Grupol Grupo2 n=1 n=2 Medial Media2 T* p valor
d copa  AAV ASV 27 11 5,33 945 091 0,3833
d agua  AAV ASV 27 11 1593,00 589,45 4287 0,0000(**)
Canes AAV ASV 27 11 2,00 2,73 -1,30  0,2022
gallinas  AAV ASV 27 11 1,93 291 0,47  0,6427
sp_arbol AAV ASV 27 11 3,48 3,00 0,59 0,5582
sp_arb AAV ASV 27 11 0,37 0,27 043 0,6694
arboles  AAV ASV 27 11 4,04 3,00 041 0,6826
tp AAV ASV 27 11 163,26 262,55 -1,61 0,1351
veg m2  AAV ASV 27 11 29,19 64,38 -096  0,3677
sp pl AAV ASV 27 11 1,30 0,36 2,45 0,0197(**)

Las referencias correspondientes de las variables se encuentran en la tabla 2 de materiales y métodos y en
texto.*Estadistico corregido por no presentarse homogeneidad de varianzas para esas variables. **
Diferencias significativas entre medias.

Las doce variables se encuentran relacionadas entre si dado que en el ordenamiento
producido por el ACP, los tres primeros autovalores de los componentes principales

explican 67% de la variabilidad total. La Correlacion cofenética obtenida fue 0,963.

El primer componente esta relacionado principalmente con diferentes caracteristicas de la
vegetacion presente en las viviendas ya que se asocia positivamente con las variables
“nimero de arboles” (arboles) y ‘“superficie cubierta por vegetacion” (veg m2) que
contribuyen positivamente con mayor peso al autovector. Otras variables de vegetacion
pero que contribuyen con menor carga son ‘“nimeros de especies de arboles” (sp arb),
“didmetros de copa de arboles” (d copa), también este componente estd asociado
positivamente con la variable “nimeros de gallinas” (gallinas) y con menos carga con
“superficie de suelo descubierto” (tierra) ambas relacionada con la caracterizacion del

domicilio o peridomicilio” (Tabla 8).
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Tabla 8 Analisis de Componentes Principales sobre variables ambientales de viviendas correspondientes a AAV y
ASV.

Correlaciones con las
Variables Autovectores

variables originales

el e2 e3 CP1 CP2 CP3

tp 0,20 -0,35  -0,02 |0,38 -0,54  -0,02
D agua -0,16 0,38 0,01 |-031 0,58 0,01
macetas -0,03 027 043 |-0,05 041 059
Canes 0,08 -0,34 033 |0,5 -0,53 045
gallinas 0,42 0,12 -0,28 |081 0,18  -0,38
veg m2 0,45 -0,13 0,18 |0,88 -0,20 0,25
sp_arbol 0,35 0,17 028 |0,69 026 038
sp_arb 1,LE-03 027 041 |22E-03 041 056
sp_pl 0,07 038 034 |0,3 0,58 047
arboles 0,45 0,19 -0,16 | 0,89 0,29  -0,22
tierra 0,33 0,34 -0,35 | 0,64 0,52  -0,47
d copa 0,33 -0,34 028 |0,66 -0,52 038

Se consideraron cargas al autovector mayores a 0.30 con coeficientes de correlacion con variables originales

mayores a 0,40.

El segundo componente puede describirse como caracteristicas de domicilio y
peridomicilio ya que estd asociado positivamente a las variables “distancia a cuerpos de
agua” (D _agua), “superficie cubierta de tierra/pasto” (t p), “numeros de canes por

vivienda” (canes) y “superficie de suelo descubierto” (tierra). Variables de vegetacion
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como numero de especies de plantas (sp pl) y didmetro de copa (d_copa) también aportan a
este componente. Igualmente cabe destacar que los pesos aportados por todas las variables
en el componente 2 van de moderados a bajos (Tabla 8). En el tercer componente las
variables con asociacion positiva mas fuerte son “niimero de macetas” (macetas) y “numero
especies de arbustos” (sp arb) en peridomicilio, seguida de “niimero de especies de plantas”

(sp pl) y “numero de canes” (Tabla 8).
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Gréfico 2: Ordenamiento de viviendas de areas de alta abundancia y sin presencia del
vector. Biplot.

A: CP1 vs CP2; B: CP1 vs CP3 Las variables estan descriptas en Materiales y Métodos, la asociacion entre ellas
descriptas en texto. Los porcentajes de varianza explicada se indican entre paréntesis. Las viviendas correspondientes
a ASV (de 90 -96 pertenecientes a manzana 409 y de 147 a 150 a manzana 112) estan resaltadas en rojo
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A partir del grafico Biplot 2.A se observa que el primer componente agrupa a las viviendas
pertenecientes a ASV que se caracterizan en general por valores bajos de “superficie de
suelo descubierto” (tierra), “numeros de especies de arboles” (sp arboles), “niimero de
arboles” (arboles) , “nimero de gallinas” (gallinas) y “superficie cubierta por vegetacion”
(veg_m2). La excepcion a esto se observa en tres viviendas de ASV ya que se encuentran
asociadas a mayores superficies de tierra pasto y con menor “nimero de macetas” y
“distancias a cuerpos de agua” yla vivienda 147 (perteneciente al ASV 409) para la cual no

se observa relacion alguna con las variables bajo analisis.

En el grafico de Biplot 2.B se observa que en general viviendas de ASV se caracterizan por
menores valores de las variables “didmetros de copa”, “numeros de especies de arboles” y
“superficies cubiertas por vegetacion” mientras que algunas viviendas de una de las areas
ASV (150 y149) presentan valores mas altos de esas mismas variables, el resto de la nube

de puntos mantienen un arreglo similar.

6.3.3 MUESTREO BASE Y AL ANO DE VECTOR

En el muestreo base se encontro presencia de flebotomos en tres de las seis areas estudiadas
(dos AAV y una AMV); se capturaron un total de 844 Lu. longipalpis, 149 resultaron
hembras, de las cuales 137 fueron destinadas a analisis moleculares organizadas en 15 lotes
de trabajo. La relacion de sexo M:H fue de 5,66:1. La abundancia promedio y desvio
estandar de las 2 AAV y de la AMV fueron de AAV, y= 101,67 DE=£223,62; AAV, =
5,07 DE=£17,27y AMV, x= 8,15 DE=t 25,32.

Se repitieron los muestreos en los sitios un afo después y se registro presencia de
flebotomos en cuatro areas, tres de ellas coincidentes con lo observado en el muestreo base
y ademas en el AMV en el cual no se habia registrado presencia en el muestreo base. En
este muestreo se capturaron 171 flebotomos de la especie Lu. longipalpis, 59 hembras todas

ellas destinadas a andlisis de infeccion, obteniéndose 12 lotes de trabajo. Cabe destacar que
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después de la descripcion inicial del brote se llevaron a cabo varias acciones en la ciudad de
Posadas y la abundancia de viviendas con Lu. Longipalpis, y a su vez su abundancia por
vivienda, tendid a disminuir. La relacion de sexos M:H fue de 5,89:1 y las abundancias
promedio y desvios estandar de areas resultaron AAV, y= 22 DE=+ 46,9; AAV, x= 2,79
DE=t 7,5y AMV, y=1,1 DE=£3,4; AMV,y= 0,25 DE==* 0,55, respectivamente.

Los resultados positivos de PCR con blanco en el gen cacophony (control de inhibicion de
reaccion) justificaron la inclusion de todas las muestras de vector correspondientes al
muestreo base y al afio. Sin embargo, los andlisis de infeccion por PCR-RFLP de Lu.

longipalpis, resultaron negativos para Leishmania por ambos protocolos empleados, ME e
ITS-1 (Tabla 9).

Tabla 9. Hembras de Lu. longipalpis capturadas en muestreo base diciembre 2009enero de 2010 y muestreo al aiio
en diciembre de 2010 en la ciudad de Posadas y lotes destinados a analisis de infeccion

Muestreo base Muestreo al aiio
) Total hembras/ n°lotes a Total hembras/ n°lotes a
Area
PCR PCR

AAV, 92/10 48/5
AAV, 16/2 10/2
AMV, 29/3 6/2
AMV, 0/- 4/3
ASV, 0/- 0/-
ASV, 0/- 0/-

AAV: Alta Abundancia del vector (AAV,: 297; AAV,: 281); AMV: Abundancia Moderada del Vector
(AMV1:347; AMV,:229); ASV: Areas Sin Captura del vector (ASV:409 ASV,:112).
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6.3.4 MUESTREO BASE DE CANES

Se tomaron muestras de sangre entera de 74 canes, en dos de ellas por el poco volumen
recuperado no se pudieron realizar analisis serologicos y se decidid que sean destinadas
solamente a analisis moleculares, de esas 72 muestras 22 resultaron positivas (22/72) por el
ensayo de Inmunocromatografia k39, representando el 30,5 % del total (Tabla 10 y
Grafico 3); la edad promedio de los canes reactivos fue de 6,2 afios, mientras que para los

negativos fue de 4,4 afios.

Partiendo de las 74 muestras de sangre para una de ellas el volumen recuperado de capa
enriquecida de globulos blancos no permitid llevar a cabo el andlisis de PCR. Los
resultados de infeccion obtenidos a partir de capa de globulos blancos (GB) mediante PCR
fueron 3/73 positivos (4,1%) por el protocolo de Mini-exon (dos canes de 8 meses y uno de
9 afios) y de 4/73 positivos (5,5%) por el protocolo de ITS-1(dos canes de 8 meses, uno de
3 y uno de 9 afios).Fueron tres los canes positivos por ambos protocolos, dos seropositivos
por k39 y un seronegativo confirmado por secuencia (nimeros de acceso Genbank
JX448538), el can que fue tnicamente positivo por ITS-1 fue seronegativo para tk39 (Tabla
10).

El indice kappa obtenido para evaluar la concordancia entre ambas técnicas de
deteccion/tipificacion para este tipo de muestras fue de k= 0,85; 1C95% (0,5616-1,1386),

correspondiendo a una fuerza de concordancia muy buena.
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Tabla 10. Resultados de analisis de rk 39 y PCR-RFLP a partir de muestras caninas de sangre entera
discriminados por area.

Area rk(+)*/n total ME GB** (+)/n total ITS-1 GB** (+)/n total

AAV, 3/3 0/3 0/3
AAV, 4/19 0/19 0/19
AMV, 7/18 0/18 0/18
AMV; 7/20 3/20 4/20
ASV, 0/7 0/7 0/7
ASV, 1/6 0/6 0/6
22/72%%* (30,5%) 3/73 (4,1%) 4/73 (5,5%)

*a partir de sangre entera.** GB: capa enriquecida de globulos blancos generada a partir de muestras de
sangre entera.

ME: Mini-ex6n; ITS-1 internal transcribed spacer. En una de las 74 muestras de sangre tomadas a partir de 74
canes no se pudo obtener la fraccion de globulos blancos por escasez de volumen obtenido.
*** no hay datos de resultado por rk39 para dos muestras

A partir de los 41 canes para los que se obtuvo muestras de hisopado ocular (H), se realizo
también examen serologico mediante tk39 en 39 de ellos, de los cuales nueve resultaron
positivos representando el 23,1% del total . En dos muestras no se realizaron los analisis de
serologia. Los resultados de infeccion por PCR-RFLP fueron de 1 muestra positiva (2,4%)

(can de 8 meses) por el protocolo de ME y 12 positivas (29,3%) por el protocolo de ITS-1
(Tabla 11).
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Tabla 11 Resultados de infeccion detectados mediante PCR-RFLP en muestras de hisopado de conjuntiva
discriminados por area.

Area  tk(+)*/ntotal MEh** (+)/ntotal ITS-1 h** (+)/n total

AAV, 3/17 0/17 1/17
AMV, 3/9 0/10 4/10
AMV; 3/10 /11 4/11
ASV, 0/3 0/3 3/3

9/39 (23,1%) 1/41(2,4%) 12/41(29,3%)

*A partir de sangre entera, para dos canes no se tiene el dato. ** A partir de hisopado del can al que
previamente se le tomo muestra de sangre entera.

El can positivo por ambos protocolos fue también seropositivo por rk39. De los 11
positivos por ITS-1 restantes, cuatro fueron reactivos por rk39 de los cuales tres
confirmados por secuencia (numeros de acceso Genbank JX448540, 1X448541)JX448542)6
seronegativos de los cuales 2 confirmados por secuencia (numeros de acceso Genbank
JX448539, JX4485343) y el can restante para el cual no se cuenta con resultado de rk39. En
el contexto de este analisis la edad promedio de los infectados fue de 4,7 afos, mientras que
para los no infectados fue de 5,6 afos. El indice kappa obtenido para evaluar la
concordancia entre ambas técnicas de deteccion/tipificacion para este tipo de muestras fue
de k= 0,11; 1C95% (-0,0937-0,3216), lo que corresponde a una fuerza de concordancia
pobre.

Las proporciones de canes totales infectados y detectados por PCR por ambos protocolos y
tipos de muestra en AAV fue de 0,05 IC95% (0,0001-0,23), en AMV de 0,26 (0,13-043) y
ASV 0,23 (0,05- 0,53).Se encontraron diferencias significativas entre las proporciones de

infectados obtenidas entre AAV y AMV (p=0,04). Si no se considera la subclasificacion
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arbitraria de AMV incorporada en este trabajo, y se tratan los datos como AAV en su
totalidad, la proporcion de positivos es de 0,21 y la diferencia no es significativa (p=1)

respecto a lo encontrado en perros positivos de ASV (0,23).

6.3.5 ANALISIS DE ASOCIACION ENTRE TECNICAS DE DETECCION Y
TIPOS DE MUESTRAS DE CANES

Se analizaron los datos obtenidos (1k39, Mini-exon e ITS-1) a partir de 38 canes (muestras
de GB y H) mediante tablas de contingencia 2x2 y prueba exacta de Fisher. No se encontrd
asociacion significativa entre canes positivos por tk39 y positivos por Mini-exon e ITS-1
para ambos tipos de muestras (GB y H). En relacion al protocolo de ITS-1 a partir de H,
cabe destacar que se encontr6 una asociacion marginal entre este y rk39 ya que se hubiese
observado asociacion estadistica si el nivel de confianza hubiese sido fijado en 90% con un

p=0,1 dado que se obtuvo p=0,08 (Tabla 12).

Cuando se estudid la asociacion entre positivos de ambos protocolos de PCR y los
diferentes tipos de muestras se encontrd asociacion entre positivos obtenidos a partir de
glébulos blancos por ambos protocolos de PCR Mini-exon e ITS-1 (p=0,004); en cuanto a
positivos obtenidos a partir de globulos blancos por Mini-ex6n frente a lo obtenido por
ITS-1 en hisopado se observo una asociacion marginal (p=0,07), ocurriendo lo mismo para

el caso inverso.

En cuanto a asociacion de positivos obtenido por Mini-exén en muestras de hisopados
versus positivos obtenidos por ITS-1 en globulos blancos podria considerarse asociacion
solamente con nivel de confianza de 90% (p=0,07); no se encontrd asociacion entre

positivos obtenidos a partir de hisopados por ambas técnicas de PCR (Tabla 12).

Finalmente, no se encontr6 asociacion entre resultados positivos por ITS-1 a partir de las
dos muestras caninas provenientes de cada individuo, en cambio si se vieron asociados los
resultados positivos a partir de H y GB cuando el protocolo de PCR empleado fue el de
Mini-exon (p=0,05) (Tabla 13).
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Tabla 12. Analisis de asociacion de la técnica de rk39 versus los protocolos de PCR ME e ITS-1 para ambos tipos
de muestras

Positivos/muestras

9/38

2/38

1/38

3/38

11/38

Tabla 13.Analisis de asociacion entre los protocolos de PCR ME e ITS-1 y para ambos tipos de muestras

Positivos/muestras

3/38 11/38 1/38

2/38

1/38

11/38

6.3.6 ANALISIS DE REGRESION LOGISTICA
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Los valores que surgen de analizar la asociacion entre positividad por rk39 respecto de edad
canina y la positividad por ITS-1H, se realizaron a partir de informacion de 36 canes y se

detallan en Tabla 14.

Tabla 14. Analisis de asociacién entre canes seroreactivos o positivos por PCR con la edad Canina

Parametros Est. O.R. LI (95%) LS(95%) p-valor
Constante -3,25 0,04 0,01 0,28 0,0014
ITS-1y 2,00 741 1,00 55,05 0,0502
edad 0,22 1,25 1,02 1,53 0,0306

En el caso de la edad, la probabilidad de que una muestra sea positiva por k39 aumenta a
medida que se incrementa la edad del perro (p valor=0,030), y si la diferencia entre canes
es de 1 afo la chance de positividad de k39 es 1,25 veces mas en el can mayor (OR=1,25;

LI1,02-1,53 LS).

El valor de 2,00 del parametro B; para ITS-1y indicaria que la probabilidad de que una
muestra sea positiva por serologia aumenta significativamente (p valor=0,050) si la muestra
de hisopado de conjuntiva es positiva, y esto ocurre con una chance de al menos 1 vez

(OR=7,41; L1 1,00-55,05 LS).

6.4 DESCRIPCION DE DINAMICA ANUAL Y
ACTIVIDAD HORARIA DE LUTZOMYIA
LONGIPALPIS

|6.4.1 DINAMICA ANUAL
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El esfuerzo de captura total fue de 48 trampas/noche considerando los dos sitios, ambas
noches de muestreo y los 12 meses de captura. Se capturaron en total 698 flebotomos
pertenecientes a la especie Lu. longipalpis, de los cuales 604 fueron machos (86,5%) y 94

hembras (13,5%), con una relacion macho/hembra de 5,49/1.

Se observd un patron bimodal durante el afo de muestreo, con una disminucion de la
abundancia promedio durante el trimestre invernal y también en los meses mas célidos del
verano de 2010, con dos picos de actividad uno en marzo de 2009 y el otro en diciembre

del mismo afio (Grafico 3).
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Grafico 3:Abundancia promedio tramna/noche de Lu. longipalpis en Posadas. Misiones 2009-2010.

Las lineas representan la temperatura maxima promedio (°C) durante el muestreo y 30 y 60 dias previos al mismo.
Los valores sobre las barras corresponden al Desvio estandar.

No se prosiguio con el muestreo por un afio mas por las razones descriptas en materiales y
métodos. También, debido a la presencia de vector en el peridomicilio y al incremento de
casos caninos y humanos en la ciudad, en coordinacion con el Programa Nacional se
decidié interrumpir la captura para permitir una intervencion antivectorial por razones

éticas.

Las medidas resumen de las doce abundancias promedio con las que se trabajo se

encuentran detalladas en Tabla 15.
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Tabla 15. Medidas de estadistica descriptiva a partir de las abundancias promedio trampa/noche de Lutzomyia
longipalpis correspondientes a los doce meses de muestreo(IN).

Variable N Media D.E. Min Max Mediana
Apromtn 12 14,58 18,02 0 62 8,5
Ht/n 12 1,98 2,26 0,25 7,75 1

M t/n 12 12,58 16,69 0 58,75 7,25

A prom t/n: Abundancia promedio de flebotomos trampa/noche; H t/n: Abundancia promedio de hembras
trampa/ noche; M t/n: Abundancia promedio de machos trampa/ noche.Min: valores minimos de
lasabundancias promedio; Max: valores maximos de las abundancias promedio.

El analisis de las variables (de abundancia y meteoroldgicas) mediante graficos de boxplot
permitié observar que tanto las abundancias promedio total, de hembras y machos, como
asi también la variable meteorologica precipitacion, presentaban valores extremos atipicos
en funcion del registro historico. Se tuvo en cuenta este dato al momento de realizar los

analisis de correlacion.

Como se observo una fuerte asociacion entre la abundancia promedio total y la abundancia
promedio de machos y hembras (rs=1 y de rs=0,9 p= <0,001 respectivamente) se hara
referencia en todo momento a los resultados obtenidos para abundancia promedio total. Se
encontrd correlacion positiva significativa de la abundancia con Temperaturas méxima,
minima y promedio correspondientes al mes de muestreo (r=0,66 p=0,019; r~0,60
p=0,038 y r~=0,64 p=0,026, respectivamente). Cuando se utilizaron los valores promedio de
variables climaticas de 30 dias previos también se observd una asociacion positiva con
Temperaturas maxima, minima y promedio pero con coeficientes de correlacion mayores
(re< 0,83 p=0,001; r=0,73 p=0,008 y r=0,73 p=0,007, respectivamente) y una asociacion
negativa con la humedad relativa promedio (r—=-0,59 p=0,044); sin embargo, cuando se
realiz6 el analisis de correlacion simple parcial de esta variable fijando las variables de
temperatura esta asociacion desaparecid. Con respecto a los datos climaticos promedio de
60 dias previos se observo una asociacion positiva inicamente con Temperatura maxima

(r& 0,65 p=0,021) (Graficos 4).
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Grifico 4. Coeficientes de correlacion de Spearman entre abundancias en funcion de
variables climatica del mes de muestreo, de 30 dias y 60 dias previos al muestreo
Abundancia total promedio trampa/noche (barras verdes) y abundancia promedio trampa/noche de hembras (barras
rosas)(*) Asociacion significativa p<0,05.
El mes con la mayor temperatura maxima promedio en este afio de estudio fue febrero de
2010 con 33,7°C para el cual la abundancia promedio trampa/noche fue de 4 flebotomos
(D.E.=4,1; por otra parte julio de 2009 fue el mes con menor temperatura maxima

promedio con 18,8°C en el cual la abundancia fue de 0,25 (D.E.=0,5). Se observé un valor

extremo en la variable precipitacion mensual acumulada correspondiente al mes de
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noviembre de 2009, aunque esta dentro de valores limites registrados para el mencionado
mes considerando datos desde 1961 para la ciudad de Posadas (datos proporcionados por el

Servicio Meteorologico Nacional) (http://www.smn.gov.ar/ 2012). El mes de noviembre es

también uno de los que presentan mayor variacion de la precipitacion a lo largo de los afios,

por lo que se decidi6 incluir el dato de este mes en el anlisis.

Las especies de arboles registradas en el sitio “gallinero” fueron 2 éarboles de Pitanga
(Eugeniauniflora), 1 naranjo (Citrus sinensis), 1 chivato (Delonix regia) y 1 arbol de
mango (Mangifera indica); en este domicilio los animales domésticos presentes durante los
12 meses de muestreo consistieron en tres canes (Canis familiaris) y 15 gallinas
(Gallusgallus),en gallinero donde se ubic6 la trampa, de marzo de 2009 a noviembre del
mismo afo estuvieron presentes también 8 pollos de los cuales quedo6 solo uno durante los
tres meses finales del muestreo. En el sitio “arbol de gallinas” las especies de arboles
registradas resultaron 1 naranjo, 1 banano (Musa sp), 1 parra (Vitis vinifera), 1 arbol de
palta (Persea americana), 1 ibiscus (Hibiscus rosa-sinensis), 1 duraznero (Prunus pérsica),
1 limonero (Citrus limonum) y 1 arbol de pitanga. En este ultimo sitio de marzo a
septiembre los animales domésticos fueron tres gallinas; incorporandose en octubre 2

canes y dos pollos.

6.4.2 ACTIVIDAD HORARIA.

Se colectaron 250 flebotomos de la especie Lu. longipalpis siendo 213 machos y 37
hembras, con una relacion macho/ hembra de 5,75/1. La abundancia promedio total (A), de
machos (B) y de hembras (C) observada por noche, en periodos de dos horas para los meses

de febrero, marzo y abril se detalla en el Gréfico 5.

La abundancia promedio total de febrero y abril presenta un primer pico de actividad en el
periodo de 19:00-21:00 hs y un segundo en el periodo de 01:00-03:00 hs. En el mes de
marzo se registré la misma abundancia en los periodos de 17:00-19:00 hs y 19:00-21:00 hs

coincidiendo con los demas meses con el pico de actividad en el periodo de 01:00-03:00 hs,
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Grifico 5: Actividad horaria de Lu. longipalpis capturados en periodos cada dos hora

A: Abundancia promedio total, B: abundancia de machos trampa/noche, C: abundancia de hembras trampa /noche;
febrero (azul), marzo (gris) y abril (negro).T Feb y T Mar: temperatura promedio por periodos de dos horas para
febrero y marzo respectivamente; HR Feb y Mar: humedad relativa promedio por periodos de dos horas para febrero
y marzo respectivamente

destacandose en este mes abundancias menores en todos los periodos respectos a los otros
dos meses estudiados. El periodo 23:00-01:00 hs registra para los tres meses una
disminucion de la abundancia, luego de la cual la misma vuelve a aumentar. Cuando se
analizd la actividad horaria discriminada por sexos se observo que los machos estan
presentes durante todos los periodos presentando un patrén muy similar al que se observa

cuando se considera la abundancia promedio total.
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En el caso de las hembras, se hacen presentes desde las primeras horas de la tarde
registrandose un pico de actividad en el periodo de 19:00-21:00 hs en febrero y contintian
ingresando a la trampa hasta el periodo de 01:00-03.00 hs; no se registran capturas con
posterioridad a este periodo excepto por un unico ejemplar en el periodo de 05:00-07:00 hs
en el mes de abril. Para evaluar la importancia epidemioldgica de este resultado se tomo al
periodo 23:00-01:00 hs como bisagra para ver si la diferencia que se observa de presencia
de machos antes y después de este periodo y de hembras antes y después del mismo, en

cada mes, es estadisticamente significativa.

No se observaron diferencias significativas entre la abundancia promedio trampa/noche de
machos y hembras registradas antes y después del periodo 23:00 a 01:00 hs. Si bien no se
observo diferencia significativa entre el nimero de machos y hembras registrados después
de las 3:00 hs, para el mes de marzo se obtuvo un valor de p marginal de 0,02. Finalmente,
se observo diferencia significativa entre la abundancia promedio trampa/ noche de machos
y hembras por periodos para los meses de febrero y abril (p= 0,007 y 0,009

respectivamente).

En cuanto a los registros de temperatura realizados durante los 6 dias de cada mes que
abarco el estudio en los tres sitios se puede observar que las diferencias son leves tanto en
los registros de temperatura como humedad relativa. El mes de febrero registrd
temperaturas maxima y minima promedio mayores respecto a marzo y abril con 37,3°C a
las 20:15 hs y 23,7°C a las 06:30 hs ; en marzo la temperatura maxima registrada fue de
36,3°C a las 19:00 hs y una minima de 18,4°C registrada a las 06:00 hs; en abril la méxima
se registro a las 19:30 hs con 31,2°C mientras que la minima fue de 18°C a las 07:00 hs
(Grafico 6).

Las humedades relativas méaximas registradas en los dias de muestreo para febrero, marzo y
abril fueron 86,2% a las 04:30 hs, 81,7 % y 89,07% a las 07:00 hs, respectivamente; las
minimas fueron de 50,4% a las 20:15 hs, 38,5% a las 19:15 hs y 55,86% a las 19:00 hs,
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respectivamente para cada mes siendo marzo el mes que se presentd mas variable respecto

a los registros de humedad relativa (Grafico 6).
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Gréfico 6. Registros de Temperatura y Humedad Relativa para las 6 noches de muestreo
Temperatura en grados centigrados T (°C) y humedad relativa expresada en porcentaje %HR (ejes Y) en funcion del

tiempo tomadas cada 15 minutos por data logger cubriendo el rango horario de 17:00 a 07:00. Lineas bordo y azul 1°
y 2° noche sitio A; lineas verde y violeta 1° y 2° noche sitio B; lineas turquesa y naranjal® y 2° noche sitio C).

En los tres meses se encontrd una fuerte asociacion de la abundancia promedio total con la
abundancia promedio de machos (rs: 0,96 p=0,01; rs: 0,92 p=0.004; rs: 0,95 p=0,001
febrero, marzo y abril respectivamente); en el caso de abundancia promedio de hembras
solo se vio correlacion con la abundancia total en el mes de febrero (rs: 0,87 p=0.01), pero
no asi durante los demas meses. Por esta razon los andlisis de correlacion con variables

meteoroldgicas se hicieron para abundancia promedio total y para la abundancia de
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hembras por separado; cabe destacar que durante los muestreos del mes de abril solamente
en 2 casas y 2 de las cuatro noches se capturaron 3 hembras, una en el periodo de 21:00 a

23:00 hs, otra en el de 01:00 a 03:00 hs y una tercera de 05:00 a 07:00 hs.

No se encontrd correlacion de variables meteorologicas con la abundancia promedio total
para ninguno de los tres meses en estudio, en cambio para la abundancia promedio de
hembras por periodo de febrero se observd una correlacion positiva con la temperatura
promedio de cada periodo (rs: 0,87 p=0,01) y una correlaciéon negativa con la humedad
relativa promedio de cada periodo (rs: -0,87 p=0,01). La mayor captura de hembras en
febrero (y de todo el muestreo) fue registrada en el periodo de 19:00 a 21:00 hs con una

temperatura promedio del periodo de 32° y 65,9% de HR.

En el mes de marzo se encontrd correlacion positiva para la abundancia de hembras por
periodo con temperatura promedio del periodo (rs: 0,93 p=0,003) y correlacion negativa con
humedad relativa promedio del periodo (rs: -0,89 p=0,007). La mayor captura de marzo fue
en el periodo de 17:00-19:00 hs con una temperatura promedio de 32,9 °C y una HR de
50,9%.Para el mes de abril no se observd asociacion de la abundancia de hembras con las

variables climaticas por periodos.
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7 DISCUSION

97



7.1 ADAPTACION DE PROTOCOLOS DE
EXTRACCION DE ADN Y OPTIMIZACION DE
PCR-RFLP PARA DETECCION Y
TIPIFICACION DE ESPECIES DE LEISHMANIA

Las diferencias entre las adaptaciones de los diferentes protocolos de extraccion radicaron
en los pretratamientos necesarios para cada tipo de muestra sujeta a andlisis (tipo de
solucion de lavado, nimero de lavados, tiempo y velocidad de centrifugacion) y ajustes en

la concentracion y tiempo de digestion con proteinasa K.

Los pretratamientos por centrifugacion se establecieron para muestras de hisopado y capa
de globulos blancos a 8000 rpm por un minuto y 3000 rpm por 15 minutos,
respectivamente; para biopsias y flebotomos es necesario disgregar la muestra previo a la
extraccion, en el primer caso con bisturi y en el caso de fleb6tomos con micromortero y

para aspirados de ganglio realizar lavados con Sodio citrato.

Se determind una concentracion de proteinasa k de 75ug/muestra para hisopados (H) de
conjuntiva durante tres horas en bafio termostatico; 100 ug/muestra para cultivos por tres
horas, utilizando esta misma concentracion para capa de globulos blancos (GB) y aspirados
de ganglio linfatico dejandolos por 12 horas y 200 ug/muestra en el caso de las biopsias y

flebotomos llevandolos a bafo por 8 horas en estos casos.

Asimismo, dependiendo de la naturaleza del material biologico extraido y las
concentraciones diferentes obtenidas de las diferentes muestras se ajustd el volumen de
elucion pos-extraccion. El rendimiento de la extraccion, expresado en términos de masa
total de ADN, fue diferente para cada tipo de muestra; en las biopsias, aspirado de ganglio
linfatico y GB esta variabilidad podria asociarse a diferencias en la cantidad de material
bioldgico recolectado, ya que si bien se emplearon protocolos estandarizados (biopsias de
Ix1mm, aspirados de ganglio de al menos 300 ul y muestras de sangre entera de 1,5 ml), el

proceso estuvo sujeto a diferentes profesionales a lo largo del tiempo.
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En las muestras de cultivo de Leishmania el volumen de extraccion fue fijo (500 pl), sin
embargo la cantidad de genoma total recuperado depende de la concentracion de parasitos,
la cual fluctua entre cultivos debido a que es funcioén del indculo inicial, del tiempo de
crecimiento y caracteristicas fisioldgicas de cada cepa, entre otros diversos factores

inherentes a este tipo de cultivos.

La concentracion de ADN en muestras de H registr6 la menor variacion observada (4,6-
47,6 ng/ul, SD+= 10,3), pudiendo atribuirse a la limitante en la capacidad de porte del
hisopo utilizado para la toma. En cuanto a los lotes de flebotomos la diferencia en el
rendimiento de ADN podria asociarse al manejo de los especimenes durante la
determinacion de especie y constitucion de los lotes de extraccion, en donde éstos se dafian

por la manipulacion y pierden piezas corporales (alas, patas y/o cabeza).

Para definir la dilucion optima de ADN a utilizar en la PCR se tuvieron en cuenta dos
variables: 1) la cantidad de ADN total estimada a partir de la concentracion expresada en
ng/ul y 2) el tropismo diferencial que presentan las diferentes especies de Leishmania y
analisis de sensibilidad obtenidos por otros autores a partir de diferentes muestras
analizadas por PCR (Harris et al. 1998; Reithinger et al. 2000; Manna et al. 2004; Pita-
Pereira et al. 2005; Lombardo et al. 2012). La variable cantidad total de ADN en una PCR
debe situarse en el rango de 100-200 ng totales, ya que el exceso de la misma puede generar
inhibicion de la reaccion. Al efecto de evitar la inhibicién se realizaron diluciones de
trabajo V/V, a excepcion de las muestras de cultivo y de muestras cuya concentracion fue

menor a 10 ng/pl.

En base a lo expuesto los lotes de flebotomos e hisopados de conjuntiva no estuvieron
sujetos a dilucion, mientras que para las biopsias y capa de globulos blancos se trabajo con
diluciones 1/5; un caso particular se planted con muestras de aspirados de ganglio, ya que si
bien se obtuvieron valores minimos de concentracion de ADN, se trabajo a dilucion 1/10 en
funcion a que otros autores han descrito una mayor sensibilidad en la deteccion de

Leishmania para este tipo de muestra (Reithinger et al. 2000; Lombardo et al. 2012).

99



En cuanto a la optimizacion de los protocolos de PCR-RFLP, por Mini-ex6n se obtuvieron
para las tres cepas de referencia productos de PCR de los tamaios esperados, en el caso de
L (L.) amazonensis con bandeo inespecifico hacia arriba en algunos casos (Ilustraciones b
y ¢ Anexo I). Esto podria ser debido a que el gen de Mini-exdn estd presente en copias
repetidas en tandem por lo que los productos de amplificacion tedricamente pueden
corresponder tanto a la unidad del gen (exdn-intrén-region no transcripta), como a formas
multiméricas de mayor peso molecular. Fernandes y col mencionan que el “efecto escalera”
es mas evidente con repeticiones mas pequeias, como ser el caso de aquellas especies
pertenecientes al subgénero Viannia u otras especies con tamanos esperados de 300 pb
aproximadamente (Fernandes et al., 1994). Respecto al ensayo de RFLP, si bien los
productos de PCR obtenidos fueron confirmados por secuenciacion, para L. (V.)
braziliensis no se logro la resolucion adecuada para la visualizacion de una de las bandas
esperadas (de 108 pb) correspondiente al patron de corte descripto por el autor. El poder de
resolucion de la agarosa es de 10 a 20 pb (Luque Cabrera & Herraez Sanchez 2002; Lodish
et al. 2004) por lo que es posible que al utilizarse agarosa de grado molecular pero no de
alta resoluciéon observamos como una sola banda de aproximadamente 120 lo que
corresponderia 118 y 108 juntas. Para L. (L.) amazonensis se obtienen dos bandas, como
lo esperado, pero una de ellas tiene el mismo tamafio del producto de PCR sin digerir.

Para L. (L.) infantum se obtuvo el patron de bandas esperadas descripto por el autor.

Respecto del protocolo de 4sp70, se obtuvo para las cepas testeadas un producto de PCR de
aproximadamente 1600 pb a diferencia del esperado de 1300. Respecto al ensayo de RFLP
nuevamente, si bien los productos de PCR obtenidos fueron confirmados por
secuenciacion, se lograron bandas digeridas de tamafios aproximados a los fragmentos
esperados de entre 300 y 200 pb para las tres cepas de referencia pero no asi para aquellos
fragmentos esperados de 100 pb o menos para los que no se logré el patron esperado. Por
este motivo los patrones no fueron tan claros en la determinacion de especies como los
presentados por el autor, si bien este protocolo se presentd asociado a la utilizacion de
electroforesis capilar (Garcia et al. 2004) y agarosa de alto poder de resolucion (Decuypere

et al. 2008) a diferencia de lo utilizado en este trabajo.
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Para el protocolos de ITS-1 se obtuvieron los productos de PCR esperados (entre 300 y 350
pb para las cepas testeadas y se confirmaron los mismos por secuenciacion. En el patron de
RFLP obtenido para las especies L. (V.) braziliensis se logrd solo una banda entre 200 y
100 pb que podria ser la esperada de 156 bp pero no se logra visualizar la banda esperada
de 143pb, mientras que para L.(L.) amazonensis se obtuvo una en aproximadamente 200
pb (que corresponderia a la esperada descripta por el autor de 186 pb) pero no se logra
resolucion para la banda esperada de 142 pb, nuevamente en estos casos podria deberse a
que el poder de resolucion de la agarosa utilizada no es el 6ptimo para resolver diferencias
de entre 10 y 20 pb; para L.(L.)infantum se obtuvo para ambas enzimas un patréon de

tamafios aproximados a las esperadas.

De lo expuesto a partir de protocolos de PCR-RFLP empleados en el marco de esta tesis,
se concluye que L. (L.) infantum pudo detectarse y tipificarse con la obtencion del producto
de PCR (confirmado por secuencia posterior) y patron de RFLP esperado descripto por el
protocolo de Mini-exon, pero la tipificacion por patréon de RFLP no ha coincidido en su
totalidad con el esperado para Hae III, ITS-1;una situacion similar se ha observado para L.
(L.) amazonensis y L. (V.) braziliensis para ambos protocolos, en donde también se
obtuvieron los productos de PCR esperados con reproducciones parciales de los patrones
RFLP, inconveniente asociado a la escasa diferencia de tamafio de algunos productos
esperados y a las condiciones de trabajo estandar de la electroforesis empleada. Para el caso
del protocolo de hsp70, y de manera similar a lo descripto para los otros protocolos, se
dificulta la tipificacion por RFLP, pero acomplejada en este caso por la necesidad de
utilizar electroforesis capilar. Si bien la confirmacioén de producto de PCR se ha llevado a
cabo por secuenciacion, en la practica de rutina se requiere disponer de un protocolo de

tipificacion que permita identificar las especies de Leishmania de circulacion local.

El genoma de Leishmania varia segun lo descrito por distintos autores, presentando valores
de 83,4 fentogramos (fg) (Ranasinghe et al. 2008), 100 fg (Myler & Stuart 2000; Gontijo
2003) y 300 fg de ADN por parasito (Quaresma et al. 2009). Por ello y ante esta

discrepancia, se aceptd como valor de referencia de un genoma de un parasito del género
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Leishmania el rango comprendido entre 100 y 300 fg para estimar el LTD de cada

protocolo.

Con el protocolo de ITS-1, se obtuvo producto amplificado hasta la dilucion de 1/100.000
para L.(L.) amazonensis y L.(V.) braziliensis, en funcion delo cual se determind una masa
de ADN detectable de 0,0011ng (1.100 fg) y 0,0022 ng (2.200 fg) para ambas cepas
respectivamente, y se establecio para este protocolo un limite tedrico de deteccion (LTD)

de 3,7 a 11 parasitos de L.(L.) amazonensis y 7,3 a 22 parasitos L. (V.) braziliensis.

Para el protocolo Mini-exdn, se obtuvo producto amplificado hasta la dilucion de 1/10.000,
para L. (L.) amazonensis 'y L. (V.) braziliensis en funcion de lo cual se determind una masa
de 0,011ng (11.000 fg) y 0,022 ng (22.000 fg) para cada cepa respectivamente, y se
establecio para este protocolo un LTD de 36,7 a 110 parasitos L.(L.) amazonensis y de

73,3 a 220 parasitos de L.(V.) braziliensis.

Finalmente con el protocolo de Asp70 se obtuvo una amplificacion diferencial dependiendo
de la cepa interviniente, obteniéndose el fragmento esperado para L.(L.) amazonensis hasta
la dilucién de 1/1.000 para lo cual se determind una concentracion final de 0,11 ng
(220.000 fg) mientras que para L.(V.) braziliensis se obtuvo producto hasta la dilucion
1/10.000 determinandose un concentracion final de 0,022 ng (22.000 fg), estableciéndose
asi un LTD de 220 a 733,3 parasitos y de 73,3 a 220 parésitos para cada cepa,
respectivamente. Esta sensibilidad diferencial dependiente del subgénero Leishmania a
partir de este protocolo fue observada por otros autores (Fraga et al. 2012; Montalvo et al.
2012). Por otra, parte cuando Roelfsema y col. compararon las sensibilidades teoricas a
partir de diluciones seriadas de L. donovani utilizando los protocolos de Marfurt y col. y
Schonian y col., observaron que el protocolo de ITS-1 es dos 6rdenes de magnitud mas
sensible que Mini-exon, obteniéndose con el primero una amplificacion con 100 fg,
mientras que con Mini-ex6n el limite fue de 10000 fg (Roelfsema et al. 2011). Estos

resultados son coincidentes con lo obtenido en el presente trabajo para ambas cepas.
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Schonian y col. describen que el protocolo de amplificacién con blanco en la region ITS-1
tiene la potencialidad de detectar la masa de 0,2 parasitos; Marfurt y col. destacan que el
protocolo de Mini-exon detecta una masa minima de 10 parésitos y Garcia y col. hacen
referencia a que la sensibilidad del protocolo de PCR-RFLP con blanco en 4sp70 posee un
rango de deteccion comprendido entre 3 a 30 parasitos/ul dependiendo del poder
discriminatorio del método de electroforesis utilizado para el andlisis (electroforesis capilar
o en gel de agarosa) (Marfurt et al. 2003; Schonian et al. 2003; Garcia et al. 2004). En este
trabajo las sensibilidades teoricas obtenidas a partir de cultivos para los tres protocolos son
menores a las descriptas por sus autores, de un orden de magnitud respecto a los dos
primeros protocolos y de hasta tres 6rdenes de magnitud en relacion al protocolo de Garcia
y col. para la cepa de L. amazonensis. En trabajos recientes con Asp70 cuando se comparan
los primers de Garcia (hsp70sen; hsp702ant), con otros primers disefiados para la misma
region que amplifican un fragmento mas pequefio se obtienen sensibilidades menores a las
descriptas para ambos subgéneros hallandose éstas en el orden de magnitud encontrado en

el andlisis de este trabajo (0,1 a 0,01 ng) (Fraga et al. 2012; Montalvo et al. 2012).

A partir de los resultados de los ensayos de sensibilidad tedrica llevados a cabo en
condiciones estandarizadas en nuestro laboratorio se concluye que el protocolo de Schonian
y col. con blanco en la region ITS-1 es el que posee la mayor sensibilidad de

deteccion/tipificacion respecto a los otros dos testeados.

72 DETECCION Y CARACTERIZACION DEL
PARASITO E INDICES DE CONCORDANCIA
ENTRE PROTOCOLOS MOLECULARES

En muestras clinicas se obtuvieron 15/16 positivos por ITS-1 (93,7% sensibilidad) mientras
que a partir del analisis de Mini-exon los positivos fueron 16/16 (100%), por ambos
protocolos todas las muestras tipificadas resultaron de la especie L. braziliensis; estos
resultados son diferentes a lo registrado en la bibliografia cuando se utilizaron los mismos

primers; Roelfsema y col. describe una sensibilidad ligeramente mayor de ITS-1 vs. Mini-
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exon, 50/50 (100%) y 49/50 (98%), respectivamente; Bensoussan y col. obtienen una
mayor diferencia entre ambos protocolos con 71/78 (91%) muestras positivas por ITS-1 y
42/78 (53,8%) positivas por Mini-exon (Bensoussan et al. 2006; Roelfsema et al. 2011). En
nuestro trabajo la concordancia obtenida entre los dos protocolos fue de 0,86; la misma se

cataloga como muy buena seglin la tabla de Landis y Koch (Landis & Koch 1977).

Todas las muestras de fleb6tomos analizadas generaron el fragmento esperado de 220pb del
gen cacophony que se utilizd como control de inhibicion; este protocolo es también
utilizado con la misma finalidad por otros autores previo a la deteccion de infeccion por
Leishmania sp.(Pita-Pereira et al. 2005; Saraiva et al. 2009; Missawa et al. 2010; Lara-Silva
etal. 2014).

En muestras de vectores provenientes de Puerto Iguazu no se encontrd infeccion a partir de
los lotes analizados, pudiéndose concluir que no estaban infectadas o bien que la carga
parasitaria en los mismos estaria por debajo del limite de deteccion del protocolo de ITS-1.
Los indices de infeccion de Leishmania en los vectores flebotomos son generalmente bajos,
incluso en areas endémicas. Los valores medios se mantienen por debajo del 3%,
alcanzando hasta valores proximos al 10% en unos pocos casos (Cimerman & Cimerman
2003; Missawa et al. 2010). Estos indices son independientes del ADN blanco utilizado. En
estudios previos de infeccion por Leishmania sp., llevados a cabo mediante PCR con
blanco en ADNk, en lotes de Nyssomyia whitmani y Micropygomyia quinquefer
provenientes de Puerto Iguaza se obtuvieron indices minimos de infeccion de 2,5 % y 20 %
para cada especie, respectivamente (Salomén et al. 2009). Los elevados indices de
infeccion encontrados en muestras de flebotomos del mencionado trabajo podrian atribuirse
a que fueron capturados proximos a casos humanos en tiempo de alta circulacion
parasitaria-brote epidémico y las muestras tomadas como parte de este trabajo de tesis en
escenarios inter-epidémicos, sin casos humanos registrados, en ambientes peridoméstico.
En lotes de Lu. longipalpis de Posadas, 4/57 resultaron positivos por ITS-1 lo que
corresponde a un Indice Minimo de Infeccion (IMI) de 0.79% y (2/57) positivos por Mini-
exon, correspondiente a un IMI de 0.39% (Acardi et al. 2010); el indice de concordancia

obtenido para ambos protocolos fue de 0,65, considerada buena segun la tabla de Landis y
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Koch; ambos protocolos coincidieron en que el ADN presente en los lotes pertenecia a L.

infantum, lo cual fue a su vez confirmado por secuenciacion.

En la bibliografia hay descriptos diferentes indices de infeccion por L. infantum en Lu.
longipalpis obtenidos a partir de diferentes protocolos de PCR; Freitas Lidani y col.
(Santana do Cafezal, Para, Brasil), comparan tres protocolos de PCR con blanco en ADNk,
genes mini exon y genes de la subunidad pequefia ribosomal; el IMI obtenido fue de 8,6%
para el protocolo de ADNk, 7,1% para Mini-exon y 5,3% para subunidad pequena
ribosomal; asimismo estos autores, a partir de cantidades conocidas de ADN de cultivos de
Leishmania evaluaron la sensibilidad teorica de los protocolos; con Mini-exdn obtuvieron
una sensibilidad de deteccion de 1.000 parasitos (100.000 femtogramos) coincidente a la
que se encontrd con los primers de Marfurt y col.(2003) utilizados en este trabajo de tesis;
mientras que para el protocolo con blanco en la subunidad pequefia ribosomal, obtuvieron
una sensibilidad teérica de 100.000 parésitos(Freitas-Lidani et al. 2014). Lara-Silva y
colaboradores en un trabajo realizado en Gobernador Valadares (Minas Gerais, Brasil),
obtuvieron un indice minimo de infeccion de 2,6% a partir de los primers propuestos por
Freitas Lidani y col. con blanco en genes de la subunidad pequefia ribosomal (Lara-Silva et
al., 2014). En contraposicion a estos resultados, Paiva y col., en Antonio Joao (Mato Groso
do Sul, Brasil), obtuvieron un IMI de 10,4% con el protocolo con blanco en genes

ribosomales, frente a un 3,9% obtenido con el protocolo de Mini-exdon (Paiva et al. 2006).

Respecto a infeccion por L.(L.)infantum en Lu. longipalpis a partir de deteccion de ADNk
Silva y col. en la localidad de Campo grande (MS, Brasil), obtuvieron 2/38 lotes positivos
que resulta en un indice minimo de infeccion 1,9% con Leishmania sp (Silva et al. 2008).
Casquero da Cunha y colaboradores, reanalizaron las muestras del grupo de Silva
incorporando modificaciones al protocolo de PCR y obtuvieron un IMI de 2,9% (3/38 lotes
positivos)(Casquero Cunha et al. 2014). Finalmente, Missawa y col. en Varzea Grande
(Mato Grosso, Brasil) y Saraiva y col. en Belo Horizonte (MG, Brasil) obtuvieron un IMI
de 0,71% y 19%, respectivamente (Missawa et al. 2010; Saraiva et al. 2010).
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En otras especies de Phlebotominae se encontraron indices de infeccion por L. infantum de
8,33% en Lu. sallesi, 0,14% L. neivai en Lassance (MQG) (Saraiva et al. 2009) y de 0,7 % y
1,5 en Lu.cruzi y Lu. forattini, respectivamente, en Cristo Redentor (MS) (Pita-Pereira et al.
2008), ambos trabajos con blanco en ADNk. En Lu. Antunesi capturadas en Nova Mutum
(MT) con blanco en subunidad pequefia ribosomal el IMI fue de 0,07% (Thies et al. 2013).

En cuanto a los indices de infeccion obtenidos en este trabajo puede observarse que se
encuentran dentro de los valores observados por otros autores. Los valores mas altos de IMI
descritos en la literatura pueden deberse a la distinta intensidad de circulacion y oferta
parasitaria (fuerza de transmision, nimero de reproduccion basica) que hay en cada foco;
en el caso de Posadas se constituyd en un foco epidémico de casos humanos aislados
comparado con los focos de Brasil con cientos de casos humanos y caninos como Campo
Grande o Belo Horizonte. También los sitios de captura de flebotomos influyen en los IMI;
debido a que las trampas tienen poco rango de atraccion, se utilizan asociadas a alguna
fuente de alimento; en el caso de nuestros muestreos se utilizaron gallinas como cebo, con
la consecuente menor tasa de infeccion en flebotomos ya que las aves son refractarias a
Leishmania; por otro lado, cuando se utilizan perros como cebo, la infeccion en el vector es
mas alta por el efecto amplificador del animal infectado proximo a la trampa. Sin embargo,
los valores bajos asociados a gallinas son mejores indicadores de riesgo pues son
posiblemente insectos con segunda ingesta, y por lo tanto realmente infectantes proximos al

peridomicilio (Sant’anna et al. 2010).

Respecto a los casos caninos de LVC, sintomaticos y positivos por visualizacion de
amastigotes mediante estudio parasitologico, a partir de muestras de aspirado de ganglio
linfatico se detectd la presencia de Leishmania en 10/11 por el protocolo de ITS-1 y en 9/11
por el protocolo de Mini-exon, con una sensibilidad de 90,9% y 81,8%, respectivamente; en
ambos protocolos mediante RFLP se logrd tipificar a la especie L. (L.) infantum, resultados
que se confirmaron por secuencia. El indice de concordancia entre ambos protocolos fue de

0,62, correspondiendo a una concordancia buena.
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Strauss-Ayali y colaboradores observaron que en canes sintomaticos seropositivos las
muestras de aspirado de ganglio popliteo presentaban una sensibilidad de 67% con los
primers descritos por Schonian y col. para amplificar la region ITS-1 (Strauss-Ayali et al.

2004).

Otros autores, a partir de primers con blanco en ADNk, obtuvieron para este tipo de
muestra 99% de sensibilidad a partir de canes sintomaticos (Manna et al. 2004); 100% de
sensibilidad en sintomaticos y asintomaticos (Quinhones Pires et al. 2014); y 24,5% de
sensibilidad a partir de canes seropositivos y seronegativos provenientes de zona endémica
(Lombardo et al. 2012). En todos los estudios, la sensibilidad obtenida con aspirado de

ganglio fue mayor respecto a otros tipos de muestra empleados.

Se considera que el aspirado de ganglio es una muestra 6ptima en funcion de la buena
sensibilidad observada, manteniendo una elevada carga parasitaria (resultante de su funcion
sistémica) respecto a la muestra de sangre la cual fluctiia en su carga parasitaria en funcion
del tiempo; sin embargo, a pesar de lo expuesto la puncion de ganglio es una muestra
invasiva, mas cruenta que la de sangre y de composicion bioquimica més compleja (Manna

et al. 2008; Lombardo et al. 2012).

Basados en estos resultados y en su poder discriminatorio ambos protocolos tienen la
potencialidad de ser aplicados en la deteccion y tipificacion de especies de Leishmania en
muestras biologicas de diverso origen. Sin embargo, aun cuando el protocolo de ITS-1
podria ser considerado el de eleccion por haber detectado dos lotes de flebotomos y un caso
canino previamente negativos por Mini-exon, estos resultados deberian ser reforzados con
un mayor namero y tipo de muestras. De igual manera se destaca la importancia de contar
con mas de un protocolo de rutina testeado en muestras diferentes de actores locales del
ciclo de transmision, tanto para deteccion como para tipificacion de especies siendo que la
tendencia futura de las técnicas moleculares de tipificacion es analisis de secuencias

multilocus.
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7.3 ESTUDIO MICROFOCAL: ANALISIS DE TASA
DE INFECCION EN FLEBOTOMOS Y CANES
CAPTURADOS EN AAV Y ASV DE LA CIUDAD
DE POSADAS.

7.3.1 CARACTERIZACION DEL MACRO Y MICROHABITAT EN AREAS Y
VIVIENDAS DE AAV Y ASV.

Se encontraron diferencias significativas entre medias correspondientes a la variable
“proporcion de canes positivos por tk” que resultd mayor en dreas AAV que en areas sin
vector. En el Analisis de Componentes Principales para las areas o manzanas se observo
que el ordenamiento de las mismas separaria tres areas AAV de las ASV relacionando a las
primeras con valores mayores de variables que tienen que ver con capacidad para mantener
el ciclo bioldgico del vector como “densidad vegetacion”, mayor sombra y vegetacion en
descomposicion que favorezca el desarrollo de las larvas y mayor “nimero de canes” como
una mayor fuente de alimento para adultos; otros autores también encontraron asociacion
de Lu. longipalpis con 4areas caracterizadas con altos valores de biomasa y densidad de
vegetacion(Fernandez et al. 2010; Falcao de Oliveira et al. 2012; Oliveira de Andrade et al.
2014).

Respecto al segundo componente las variables que contribuyen con la carga positiva mayor
son “calles de tierra” y “proporcién de canes positivos por rk” pero no parece haber un
ordenamiento claro de las manzanas estudiadas respecto a estas variables ya que separaria

manzanas de areas AAV entre si.

Las variables “calles de tierra” y “proporcion de canes positivos por tk™ fueron las que
contribuyeron mayormente en la separacion de grupos en el estudio de ADEE (Santini et al.
2012), la primera fue mayor en ASV y la segunda en areas AAV, aunque los autores
destacan que la presencia del vector en las areas/manzanas estuvo principalmente
determinada por caracteristicas del ambiente de las viviendas y no por las de mesoescala. Si

bien la media de proporcion de canes positivos por rk es mayor en areas de alta abundancia
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respecto a las de areas sin captura del vector no se observé un ordenamiento claro producto
de analisis de componentes principales respecto a ésta y a la variable calles de tierra como
en el estudio de Santini y col. (2012). Posiblemente debido al menor nlimero de éareas
analizadas o a que la abundancia de los vectores se explica a nivel de la escala microfocal o
caracteristicas de domicilio y peridomicilio mas que a nivel de areas y/o ciudades como lo
describe también Quintana y col., mencionando que la vegetacion primaria, las fuentes de
alimentos y otras caracteristicas ambientales contribuyen a un habitat “micro heterogéneo”

y por lo tanto a una distribucion del vector micro heterogénea (Quintana et al. 2012).

A nivel de microescala resultaron significativas las diferencias entre medias
correspondientes a las variables “Distancia a cuerpo de agua” y “Numero de especies de
plantas” siendo ambas mayores en viviendas provenientes de areas AAV. En el andlisis de
componentes principales se observo que en general viviendas de ASV se caracterizan por
menores valores de las variables “didmetros de copa”, “nimeros de especies de arboles” y
“superficies cubiertas por vegetacion”, esto se veria reflejado en areas del peridomicilio con
mas incidencia de luz solar, menos sitios de sombra, menor materia organica en

descomposicion lo que condicionaria tanto el desarrollo larval como el de los adultos.

A nivel de vivienda el estudio de Santini y col. mostré que de las variables ambientales
analizadas en cada vivienda, la que mejor explico la diferencia entre AAV y ASV fue la
variable “superficie cubierta por tierra o pasto, con mayores valores promedio en ambientes
del peridomicilio dentro de ASV y las variables “niimero de especies de arboles”, “numero
de macetas” y “distancia a cuerpos de agua” que fueron mayores en AAV (Santini et al.
2012). Encontrandose entonces en este trabajo que, incluso a partir de una submuestra con
nimero menor de unidades domiciliarias que las analizadas en el trabajo de Santini y col, se
obtiene la misma tendencia donde viviendas pertenecientes a areas con alta abundancia del
vector se caracterizan por mayores distancias a cuerpos de agua y mayor diversidad de
vegetacion, mientras que viviendas sin presencia para el vector se caracterizan por
presentar mayores superficies de suelo de tierra o pasto sin vegetacion que provea

condiciones adecuadas para mantener los estadios larvales asi como los sitios de reposos
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de adultos , verificando esto que la submuestra con la que se trabajé fue adecuada y que

esta asociacion es robusta .

7.3.2 LUTZOMYIA LONGIPALPIS: ABUNDANCIA E INFECCION

Tanto en el muestreo base como en el muestreo al afo se capturd Lu. longipalpis en tres de
las seis areas estudiadas en el primer muestreo, y en cuatro areas del segundo. La diferencia
de abundancia encontrada en el primer muestreo respecto al realizado un afio después, fue
una tendencia que se observd en otras capturas en Posadas realizadas con otros objetivos y
que podria atribuirse a las actividades de vigilancia conjunta que se realizaron desde el
Programa Nacional de Leishmaniasis y la Secretaria de Calidad de Vida de la
Municipalidad de Posadas mediante un abordaje multidisciplinario de la LV con la
participacion de entomoélogos, veterinarios, médicos y antropologos fortaleciendo la
concientizacion respecto al manejo del ambiente, aplicacion de medidas de saneamiento
ambiental y tenencia responsable de canes (Comunicacion personal Dra. Santini y técnicos

de la Municipalidad de Posadas, Sandoval y Steinhorst).

Los andlisis de infeccion de lotes de Lu. longipalpis con Leishmania sp. resultaron
negativos por ambos protocolos de PCR-RFLP, por lo cual o no estuvieron infectados o
bien presentaron una carga parasitaria menor al limite de deteccion de estas técnicas. A
pesar de ello, en esta especie de flebotomos capturados en la ciudad de Posadas en el marco
de otros muestreos realizados para esta tesis (Paginas 72 a 73) (Acardi et al. 2010) se
detect6 infeccion por L. (L.) infantum, lo cual indica que estos protocolos son utiles para la
deteccion/tipificacion de cepas locales de este parasito y que no haber encontrado infeccion
podria deberse a que entre los afios 2006-2009, en Posadas ocurrieron 32 casos humanos.
La tasa de incidencia creci6 de 0,7 (2006) a 4,12 (2007) ya partir del afio 2008 retrocedid
llegando a 2,96 en 2009, lo que sefalaria una disminucion de la circulacion parasitaria entre
todos los componentes del ciclo de transmision. Esta tendencia de disminucion se mantiene

actualmente (Gould et al. 2013; Comunicacion personal Dr. Salomon).
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La relacion de sexos encontrada en ambas capturas concuerdan con la observada en otros
muestreos descriptos en esta tesis, y en capturas hechas en la ciudad por otros autores
(Fernandez et al. 2010; Santini et al. 2010) como asi también en otros trabajos llevados a

cabo en otras localidades como se desarrollara en la seccion 7.4 de esta discusion.

7.3.3 CANES: INFECCION POR DIFERENTES PROTOCOLOS DE PCR, A
PARTIR DE DIFERENTES MUESTRAS

Como se mencion6 previamente, si al eliminar la subclasificacion arbitraria de AMV, se
evaliia la proporcion de perros infectados detectados por PCR en funcion de las 4 areas de
AAV y las 2 ASV si bien existe diferencia numérica en términos absolutos, la proporcion
de perros positivos no es significativa; sin embargo, en la seccién anterior del presente
trabajo cuando se compararon las medias obtenidas para la variable “proporcion de canes
positivos por rk39” esta resultd con mayores valores en areas AAV como asi también, en el
trabajo de Santini y col., fue la variable que explicod mejor la diferencia entre estas areas
(Santini et al. 2012). Esta discordancia entre ambas técnicas cualitativas de punto final no
necesariamente se deba a factores metodoldgicos de cada una de ellas, sino mas bien a
diferencias de concentracion de las biomoléculas blanco a ser detectadas por las mismas; la
concentracion de ADN de Leishmania sp. y de anticuerpos caninos anti-leishmania
obtenidos de un mismo individuo es funcion de muchas variables, entre ellas del tiempo
transcurrido desde el inicio de la infeccion, y tipo de muestra extraida. También debe
destacarse que aunque en el contexto de esta tesis se realizaron ensayos del limite de
deteccion por PCR, ésta no es una técnica ain validada; por ello su utilizacion en
diagnostico se encuentra aun restringida, siendo su principal aplicacion la caracterizacion

molecular de la especie de parasito.

A partir de las 73 muestras de globulos blancos se encontraron infectados con ADN de
Leishmania el 5,5% (4/73) y 4,1% (3/73) de los canes por los protocolos de PCR de ITS-1
y Mini-exdn, respectivamente. La fuerza de concordancia entre ambas técnicas fue muy
buena segun tabla de Landis y Koch. Para los 41 hisopados de conjuntiva ocular (H), el

porcentaje de positivos por protocolo de ITS-1 fue de 29,3% (12/41) y 2,4% (1/41) por el
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protocolo de Mini-exén. La fuerza de concordancia resultante entre ambos protocolos de

PCR fue pobre.

Diferentes autores trabajaron sobre muestras de hisopados oculares con los primers para
ITS-1 pero utilizandolos como PCR nested’; Pilatti y col sobre muestras de 23 canes
positivos por serologia ( ELISA, IFAT y reaccion de fijacién de complemento) en primera
ronda obtuvieron 30,4% de positivos (valor similar al obtenido en este trabajo), que
ascendio a 74% en segunda ronda de PCR (Pilatti et al. 2009); con la misma modalidad de
ITS-1 como nested, en otros trabajos se observo un 92% en canes sintomaticos con ELISA
positiva y 72% de ellas confirmadas por cultivo (Strauss-Ayali et al. 2004) y 83,3% de
positivos, en canes asintomaticos con ELISA, IFAT y MO positivos (Leite et al. 2010).
Con blanco en subunidad pequeiia ribosomal pero con un par de primers diferente,
Lombardo y col. obtuvieron 22,1% de positivos, 15,8 de los cueles era a su vez por
seropositivos IFAT (Lombardo et al. 2012); finalmente Almeida Ferreira y colaboradores
mediante protocolo con blanco en ADNk obtuvieron 73,9% de positivos, que ascendio a
91,3% cuando se lo combind con hibridacién con sonda para L. infantum en canes
sintomaticos positivos por ELISA, IFAT y fijacion del complemento (de Almeida Ferreira

et al. 2008).

La sensibilidad diferencial obtenida a partir de los tipos de muestras (GB y H) provenientes
del mismo can fue observada por otros autores. Strauss-Ayali y colaboradores con el
protocolo de ITS-1 obtuvieron sensibilidades de 92% para H frente al 57% obtenido a partir
de capa de globulos blancos (Strauss-Ayali et al. 2004); Almeida y colaboradores a partir
de un protocolo que amplifica kKDNA obtuvieron 73,9% para H y 13% GB (de Almeida
Ferreira et al. 2008). En otros trabajos que se compararon muestra de conjuntiva ocular
frente a otros tipos de muestras también se encontraron diferencias. Leite y col. obtuvieron
a partir de muestras de hisopado 83,3%, sangre total 56,7 % y piel 50% de positivos (Leite
et al. 2010). Lombardo y colaboradores en 163 muestras obtuvieron 22,1% para hisopados

de conjuntiva, 24,5% para aspirados de ganglio linfatico y finalmente 8,7% para muestras

9 . . . . s
Amplicones de una primera ronda de PCR como punto de partida para una nueva amplificacién con los
mismos primers
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de hisopado oral (Lombardo et al. 2012). Solano y col. trabajaron con biopsias de
conjuntiva ocular que presentaron buena sensibilidad (32%), en comparacion con medula

6sea (18%) y biopsia de lesion (50%) (Solano-Gallego et al. 2001).

En el trabajo mas reciente hecho sobre hisopados de diferentes mucosas comparadas con
otros tipos de muestras se obtuvo un 79% de positivos en muestras de médula osea, 79%
para hisopados orales, 75% a partir de hisopados nasales, 68% a partir de biopsias de piel,
54% a partir de hisopados de conjuntiva ocular y (43%) a partir de hisopados de oreja
(Ferreira et al. 2013). Estos ultimos resultados plantean una nueva necesidad de evaluar la
colecta de muestra no invasiva en cada escenario propio de transmision. Més aun, los
autores sugieren como alternativa metodoldgica practicar una tnica toma con el mismo
hisopo a partir de las tres mucosas oral, nasal y ocular para aumentar la sensibilidad de

detecciodn.

Se considera que la diferencia en la capacidad de deteccion obtenida a partir de diferentes
tejidos en general y entre GB y H en particular podria deberse a la carga parasitaria
diferencial a causa del tropismo caracteristico de Leishmania respecto a cada tejido.
Particularmente la muestras de hisopado de conjuntiva ocular en canes es un tejido rico en
histiocitos que contienen parasitos (Strauss-Ayali et al. 2004). En la bibliografia esta
descripto que la muestra de sangre es la de menor carga parasitaria (Quinnell et al. 2001;
Strauss-Ayali et al. 2004; Cruz et al. 2010; Leite et al. 2010; Lombardo et al. 2012)
mencionandose que la sangre es tejido de paso y a medida que transcurre el tiempo de
infeccion disminuye la carga parasitaria, ademas de ser una muestra mas compleja
pudiendo presentar inhibidores varios (Quinnell et al. 2001; Manna et al. 2004,2008;
Quaresma et al. 2009; Leite et al. 2010).

La fuerza de concordancia entre ambas técnicas moleculares fue muy buena en funcion de
la muestra capa de globulos blancos, por lo cual en base a estos resultados seria indistinto
utilizar el protocolo de ITS-1 o Mini-exén en muestras de canes locales en caso de que
estas sean las unicas muestras disponibles a analizar. En el caso de muestras de hisopado de

conjuntiva, habiéndose obtenido que la fuerza de concordancia entre ambos protocolos de
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PCR fue pobre, de presentarse la posibilidad de utilizar este tipo de muestra es aconsejable

la utilizacion del protocolo de ITS-1.

La capacidad de deteccion obtenida en este trabajo a partir de muestras de globulos blancos
e hisopado de conjuntiva ocular por ITS-1 ha sido mayor a la obtenida por Mini-exdn,
hecho que también se describe en la bibliografia (Bensoussan et al. 2006; Roelfsema et al.
2011); como se mencion6 previamente con el protocolo de ITS-1 se obtuvo resultados
positivos en dos lotes de fleb6tomos y una muestra canina de puncion de ganglio linfatico,
las cuales fueron muestras negativas por Mini-exon. Si bien los ensayos de sensibilidad
teorica llevados a cabo en el marco de esta tesis sugieren que ITS-1 es mas sensible
comparado con Mini-ex6n y su aplicacion a diferentes tipos de muestras (cultivos, vectores,
aspirado de ganglios, GB y H) sigue esa misma tendencia, estos resultados deberian ser

convalidados mediante un disefio experimental de validacion de pruebas diagnosticas.

7.3.4 SEROLOGIA Y PCR

A partir del analisis de los resultados obtenidos por inmunocromatografia rk39 y PCR ITS-
1 y Mini-exon en muestras de GB, el ensayo seroldgico tuvo la capacidad de detectar de
manera indirecta la presencia del parésito en 90,9% de canes con PCR negativas para este
tipo de muestra, mientras que el k39 fue incapaz de detectar el 2% y 4,1% (Mini-exon e
ITS-1 respectivamente) en muestras PCR positivas. Por otro lado, cuando se analiza la
relacion rk39/PCR pero en funcion de muestras de hisopado ocular, se observa que la
capacidad de detectar el pardsito de manera directa del protocolo por ITS-1 fue de 50%
(6/12) en canes seronegativos, mientras que la de rk39 de manera indirecta fue de 44,4%

(4/9) en PCR negativos.

En el trabajo de Cruz y colaboradores se obtuvieron a partir de 76 canes sintomaticos de la
ciudad de Posadas 44,7 % (34/76) de positivos por rk39, 25,3% de positivos por PCR a
partir de muestra de sangre entera y 52 % a partir de muestra de ganglio linfatico. En 34

canes asintomaticos los valores fueron 24,2% positivos por tk39, 11,8% por PCR partir de
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sangre entera y 42,8% de positivos a partir de muestras de ganglio linfatico (Cruz et al.

2010).

Otros autores en estudios realizados con otras técnicas serologicas y PCR con diferentes
blancos genomicos de Leishmania también observaron esta situacidn de resultados
positivos por un método y negativo por el otro, proponiendo que esta discrepancia podria
deberse al curso de una infeccion temprana, pudiendo detectarse la misma por PCR, incluso
antes de la seroconversion (Carson et al. 2010; Leite et al. 2010). Quinnell y colaboradores
observaron que la sensibilidad de PCR rnested con blanco en subunidad pequefia ribosomal
en muestras de médula 6sea varia con el curso de la infeccion, de la los 135 dias post-
infeccion se alcanzaron sensibilidades que oscilaron de 78-88% para luego disminuir al
50% a los 300 dias. La serologia en cambio presentd para los mismos intervalos un
porcentaje de sensibilidad bajo de 41-59% al momento de la infeccion, pero elevandose con
posterioridad al 93-100% con el transcurso de los dias; para el caso de muestras PCR
negativas con serologia positiva estos autores proponen la hipotesis de la posible pérdida de
parasitos pero no de anticuerpos (Quinnell et al. 2001). Coura-Vital y col. sugirieron la
posibilidad que canes PCR positivos y seronegativos podrian encontrarse en una ventana
inmunoldégica que ocurre previo a la seroconversion, en donde los linfocitos B aun no
secretan anticuerpos por lo que los métodos serologicos son menos sensibles en este estadio
(Coura-Vital et al. 2011). En estudios posteriores realizados por los mismos autores se
encontrd que el riesgo de seroconversion aumentd en canes con PCR positivas (Coura-Vital
et al. 2013). Otra fundamentacién que podria explicar esta situacion de muestras caninas
positivas por PCR y negativas por serologia estaria sustentada por el hecho que se trate de
animales asintomaticos para LV (Reithinger et al. 2002; da Costa-Val et al. 2007,
Quaresma et al. 2009; Carson et al. 2010; Leite et al. 2010; Goncalvez Antonio et al. 2011).

Esta descripto que la sensibilidad de la PCR en diferentes tejidos también es fluctuante en
el tiempo; en canes infectados experimentalmente a los 45 dias post-infeccion 83%
resultaron positivos por PCR con blanco en ITS-1 (con primers segiin Schonian y col 2003,
como en este trabajo) a partir de muestras de conjuntiva y so6lo 17% a partir de muestras de

GB; a los 60 dias habian seroconvertido (ELISA) el 100% y se detectd el 50% en capa de
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glébulos blancos; después de los 75 dias el 100% de las PCR a partir de hisopados de
conjuntiva y serologia fueron positivas, y no se obtuvo ninglin resultado positivo por PCR
con muestras de globulos blancos (Strauss-Ayali et al. 2004). Manna y col. realizaron de
manera similar el seguimiento de canes durante dos afios utilizando como diagndstico de
referencia a la PCR con blanco en ADNk a partir de muestras de ganglios, lesiones
cutdneas y sangre entera, observando que las muestras provenientes de ganglios y lesiones
cutdneas se mantuvieron positivas a pesar de que las PCR a partir de sangre y serologia

(IFAT) negativizaron (Manna et al. 2004).

Considerando la proporcion de infectados en funcion de técnicas de deteccion y/o tipos de
muestras, no se encontrd asociacion entre positivos por k39 e ITS-1 aunque cabe
destacarse que el valor encontrado resulto marginal y (p=0,08); Lombardo y col.
encontraron asociacion significativa a partir de PCR en hisopado de conjuntivas y serologia

por IFAT (Lombardo et al. 2012).

En vista de estos resultados se concluye que el porcentaje de positivos que la serologia por
inmunocromatografia directa con rk 39 es capaz de detectar es mayor que el detectado por
ambos protocolos de PCR testeados, utilizando muestras de GB, sin embargo con muestras
de hisopado el protocolo de ITS-1 tuvo mayor capacidad de detectar el pardsito respecto a
tk 39 al protocolo de Mini-exdn. La asociacion marginal encontrada entre PCR ITS-1 en
muestras de hisopado frente a rk39 puede deberse al nimero de solo 38 muestraspor cual se
considera la necesidad de futuros estudios que incluyan un mayor nimero de muestras que

fortalezcan estas conclusiones.

7.3.5 REGRESION LOGISTICA EDAD, SEROLOGIA E ITS-1 H

Al evaluar la edad en funcion de los resultados obtenidos por serologia, encontramos que la
probabilidad que una muestra sea positiva por rk39 aumenta con la edad (p valor=0,030), y
si la diferencia entre canes es de un afio la chance de positividad es 1,25 veces mas en el

can de mayor edad (OR=1,25; LI 1,02-1,53 LS). Por otro lado, se considera necesario un
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mayor nimero de muestras que permitan explorar con mayor exactitud la posible

asociacion entre la edad y resultados de PCR ITS-1 (hisopado ocular).

Moshfe y colaboradores encontraron asociacion de la edad y serologia positiva canina
determinada tanto a partir de métodos cualitativos como cuantitativos. A partir de la técnica
de DAT (Direct Aglutination Test) estos autores observaron que la seroprevalencia es
significativamente mayor en canes mayores a 8 aflos (Moshfe et al. 2008); ademas estos
autores proponen que a mas edad mayor seroprevalencia por mas tiempo de exposicion al
vector (ya que aumenta la probabilidad de ser picados). Otros autores también encontraron
asociacion significativa solo con canes comprendidos entre 3 a 5 afios de edad, pero no asi

con canes de 0 a 3 afios y con mas de 5 afios (Malmasi et al. 2014).

En cuanto a métodos seroldgicos cuantitativos como IFI (Indirect Inmunofluorescence) se
observo que la seroprevalencia es mayor en canes mayores a 4 afios (Martin-Sanchez et al.
2009); estos autores también aducen la mayor seroprevalencia a una mayor edad por mas
tiempo de exposicion al vector que aumentaria la probabilidad de ser picados. Silva y
colaboradores mediante IFAT y ELISA encontraron asociacion entre seropositivos en canes
de 2 a <5 afios de edad (no asi en las otras dos categorias de edad bajo analisis, de 6 meses
a <2 afios y > 5 afos); la explicacion que propusieron estos autores viene dada por el hecho
que cachorros y animales adultos mayores permanecen en el interior de los domicilios por
brindarseles mas cuidados que a adultos jovenes, quienes usualmente permanece en el

peridomicilio (Silva et al. 2013).

También por IFAT otros autores observaron dos picos de edad asociada a seroprevalencia,
uno a los 1-2 afios y otro a los 7-8 afos (Galvez et al. 2010); Miro y colaboradores
observaron dos picos de seroprevalencia, uno asociado a la edad de 0-3 y otro con los

mayores de 7 (Miro et al. 2012).

Por otra parte hay autores que no encontraron asociacién entre seroprevalencia y edad
(Franga-Silva et al. 2003; Goncalvez Antonio et al. 2011). Coura-Vital y colaboradores

tampoco encontraron asociacion entre edad y seroprevalencia, pero la edad promedio de
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seronegativos que observaron fue de 4,52 afios (DE 39,8), mediana de 4 afios, edad media
de perros infectados por PCR de 4,15 aios y de 4,54 afios para no infectados (Coura-Vital
et al. 2011). En este trabajo se encontrdé una edad promedio de canes reactivos por rk39 de
6,2 afios, mientras que los negativos promediaron los 4,4 afios; la edad promedio de los

infectados detectados por PCR fue de 4,7 afos frente los no infectados con 5,6 afios.

En nuestro trabajo no se observd asociacion entre edad canina y resultados positivos de
infeccion detectados por PCR. En estudios de prevalencia realizados a partir de PCR real
time se encontrd asociacion significativa con canes mayores de 1 afio, pero no asi con

animales menores a dicha edad (Shang et al. 2011).

7.4 DINAMICA ANUAL Y ACTIVIDAD HORARIA
DE LUTZOMYIA LONGIPALPIS EN LA CIUDAD
DE POSADAS

El perfil eco-epidemiologico de la LV es complejo y muestra particularidades en cada area
de transmision, por lo cual es importante desarrollar estudios en cada localidad endémica
que generen informacion sobre las fluctuaciones estacionales de la poblacion de flebétomos
locales, conocimiento sobre su biologia, para asi poder aplicarlo a estrategias de control

que se ajusten a las caracteristicas de cada lugar (Salomon et al. 2012).

Se observo una distribucion con patron bimodal anual para Lu. longipalpis en Posadas, con
disminucion de la abundancia promedio durante el trimestre invernal, presentando un pico
de actividad en marzo de 2009 y el otro en diciembre del mismo afio. Otros autores también
observaron un patron bimodal en la abundancia de Lu. longipalpis en Porteirinha (MG) (
Franga-Silva et al. 2005), y Campo Grande (MS) (Falcao de Oliveira et al. 2013), Brasil.
Estos sitios caracterizados por tener clima tropical semihimedo con estacion seca
corresponden a una ciudad pequefia y a una ciudad de mayor tamafio respectivamente

(40.000 y 800.000 habitantes aproximadamente) a diferencia de Posadas que presenta clima

118



subtropical himedo que no presenta una estacion seca definida y que con sus 400.000
habitantes aproximadamente se colocaria en medio de éstas en tamafio. Ximenes y col.
también observaron un patron bimodal en Nisia Floresta (RGN) con clima tropical
semiarido con estacion seca durante tres afios, pero unicamente para los machos con picos
en mayo y noviembre y para hembras solo un solo un pico de actividad en mayo ( Ximenes

et al. 2006) .

La variacion de la abundancia promedio total trampa/noche de Lu. longipalpis en la ciudad
de Posadas en el periodo marzo 2009-febrero 2010 se encuentra en general positivamente
asociada a la temperatura y en particular a la temperatura maxima mensual promedio, tanto
la coincidente con el mes de captura, sin retraso, como la registrada 30 y 60 dias previos al
inicio de los muestreos. La mayor asociacion positiva se encontrd respecto a la temperatura
maxima promedio de 30 dias previos a la captura (rs: 0,83 p=0,001). La asociacion de la
abundancia de Lu. longipalpis a las variables de temperatura, sin retraso, podria estar
relacionada con un aumento del metabolismo de los adultos que podria verse reflejado en
mayor actividad de vuelo en busca de comida. La asociacion a tiempos de retraso de 30 —
60 dias podria deberse al aumento del metabolismo en todos los estadios del ciclo
bioldgico, incrementandose la tasa de desarrollo (eclosion de huevos, el desarrollo larval,
pupa, adulto) y reproduccion asociado a un aumento del tamafio de poblacion, ya que el
retraso observado, de acuerdo a lo estimado por Morrison y col. respecto a la duracion del
ciclo de adulto de Lu. longipalpis en condiciones naturales, es de 35-56 dias, y en el
laboratorio de 25-42 (35 dias promedio), variacion sujeta a la fuente de alimento (Morrison

et al. 1995; Soares & Turco 2003).

Tiempos de retardos de los factores abidticos sobre poblaciones de flebétomos fueron
descriptos para Lu. longipalpis en el distrito de Natal (RGN, Brasil) donde se han
observado picos de abundancia asociados a la humedad relativa de 15 dias previos y a la
temperatura de hasta 3 meses previos a las capturas (Ximenes et al. 2006). De manera
similar para Ny. neivai en una zona subtropical del NO argentino en donde la precipitacion
es una limitante, se observd asociacion entre la abundancia con temperatura promedio

comprendida entre 10 y 26 semanas previas a la fecha de muestreo (70 y 180 dias
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aproximadamente) (Salomoén et al., 2004). La correlacion de la abundancia de flebétomos
con datos climaticos también se observo en Puerto Iguaza (Argentina) para las especies Ny.
whitmani y My. migonei asociadas con temperatura maxima, minima y promedio al
momento de la captura como asi también 30 y 45 dias previos a la captura, mientras que la
asociacion encontrada con la precipitacion de 30 dias previos desaparecié cuando se
removio el efecto de la temperatura (Fernandez et al. 2012).En este trabajo se observo una
situacion similar a lo observado en Puerto Iguazu, registrandose asociacion negativa de la
abundancia con la variable humedad relativa promedio de 30 dias previos al muestreo, la
cual también desapareci6 cuando se removio el efecto de la temperatura, demostrandose asi
como en otros trabajos que en areas donde la precipitacion es abundante todo el afio la
temperatura es la variable critica. En la bibliografia se ha descrito el aumento de la
abundancia de Lu. Longipalpis durante los meses lluviosos en trabajos llevados a cabo en
Porteirinha (MG, Brasil), cuyo clima es tropical semihumedo con estacion seca de 6 meses.
En esa localidad se realizaron dos estudios de relacion de abundancia con variables
climaticas durante dos afios, y en ambas oportunidades esta especie resultdé mas abundante
respecto a otras (>71,5%) siendo la precipitacion (Franga-Silva et al. 2005) y la humedad
relativa promedio mensual las que se presentaron como factores asociados al aumento de la

abundancia total durante la estacion lluviosa (Barata et al. 2004).

Con este esfuerzo de captura no se observo una asociacion significativa entre precipitacion
acumulada mensual y abundancia aunque si se pudo observar un aumento en la abundancia
en diciembre inmediatamente después de la precipitacion extrema ocurrida en el mes de

noviembre.

Al igual que lo observado en nuestro trabajo, también se describié el aumento de la
abundancia posterior a periodos lluviosos en Vareza Grande (MT, Brasil), region de clima
subtropical humedo como el de la ciudad de Posadas; aunque los autores no encontraron
una correlacion significativa entre variables climaticas y abundancia relativa de Lu.
longipalpis (65%) durante los 29 meses de estudio, si observaron un ligero aumento de la
abundancia posterior a la estacion lluviosa (Missawa & Dias 2007). En otro estudio llevado

a cabo en las localidades de Januba y Belo horizonte (MG, Brasil) no se registr6 asociacion
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significativa entre variables climaticas y abundancia relativa de Lu. longipalpis (92% y
68%, respectivamente); sin embargo, en concordancia con nuestros resultados, en la
primera localidad durante cuatro meses se registraron nimeros excepcionales de
abundancia de flebotomos, los cuales estuvieron precedidos por un mes de lluvia muy
intensa (Michalsky Monteiro et al. 2009); de manera similar, en la localidad de Belo
Horizonte se observo un aumento de la abundancia vectorial posterior a periodos de dos a
tres meses lluviosos (Souza et al. 2004). Las lluvias pueden acumular cohortes de
flebotomos que emergen y buscan fuente alimentaria. La factibilidad de esta acumulacion
de cohortes se sustenta en experimentos de supervivencia in vitro de Lu. longipalpis sin
alimentarse; la misma fue de 100% hasta el dia 7, 52% hasta el dia 15 y 7,5% hasta el dia
25 (Rangel et al. 1986), pudiendo esto explicar los picos de abundancia de vector asociados
a la fuente de alimento posterior al cese de las precipitaciones que podria atribuirse a el
aumento de la abundancia en Diciembre de 2009 posterior a la inusual lluvia de

Noviembre.

Respecto al nimero de especies de arboles diferentes que se encontraron en uno y otro sitio,
el sitio “arbol de gallinas” se encuentra en una vivienda con mayor niimero de especies de
arboles que donde se encuentra el sitio “gallinero”, siendo en este ultimo donde se
registraron las mayores abundancias durante 11 meses del muestreo lo que difiere de lo
observado por Santini y col. que describen en viviendas con mayor nimero de especies de
arboles diferentes una mayor abundancia de Lu. Longipalpis (Santini et al. 2012). Respecto
a la presencia de animales domésticos, en el sitio gallinero durante los ultimos tres meses
de muestreo se paso de 29 animales (perros, gallinas, pollos) a 19. Mientras que en el sitio
Arbol de gallinas en septiembre se sumaron dos canes y dos gallinas; si bien no se observo
cambio en la diferencia de abundancias entre ambos sitios se mencionan estos dato
solamente de manera descriptiva teniendo en cuenta que solo son dos viviendas incluidas

en el estudio.

En conclusiéon los resultados obtenidos muestran una tendencia-modal anual y una
asociacion entre la abundancia de Lu. longipalpis en ambito urbano y variables

meteorologicas de temperatura maxima promedio mensual, en el dia de captura y con los
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promedios de 30 y 60 dias previos a la captura, encontrandose esto en concordancia con la
literatura. Estos resultados, dado el esfuerzo de captura limitado por razones éticas en el
mismo momento de apariciéon del primer brote urbano de LV en el pais y siendo una
patologia sin estrategia de control efectiva comprobada, muestran una tendencia de la
dindmica poblacional que necesitara confirmacion posterior mediante capturas con mayores
réplicas de sitios/dias. Sin embargo, al no contar con datos previos de Argentina, la
descripcion de esta tendencia es necesaria ya que la abundancia del vector y la tasa de
infeccion forman parte de los componentes esenciales en la fluctuacion de la transmision de
leishmaniasis y como antecedente para el disefio de protocolos de investigacion-

intervencion de prevencion y control.

La relacion de sexos 5,49:1 (M/H) desbalanceada, a partir de capturas del estudio de
dinamica fue observada también por otros autores en este tipo de trampa (Alexander 2000).
En Argentina, en capturas realizadas durante 2007 en la ciudad de Posadas utilizando
trampas de luz tipo mini CDC ya se habia observado predominio de machos de Lu.
longipalpis; para un total de 2.428 especimenes la relacion M/H observada fue de
3,5:1(Fernandez et al. 2010), mientras que en otro estudio en la misma localidad para un

total de 959 flebotomos fue de 4,29:1 (Santini et al. 2010).

En diferentes localidades de Brasil como Campo Grande (MG), De Oliveira y
colaboradores describen por primera vez para Lu. longipalpis una relacion de sexo de 2,8:1
(De Oliveira et al. 2000). Posteriormente, en la misma localidad Silva y colaboradores
observaron el mismo patrén de predominancia de machos 3,8:1 (Silva et al. 2007) y 4,8:1,
(Silva et al. 2008). En la localidad de Jantiba (MG) de 14 distritos muestreados solo en uno
de ellos se observd relacion 1:1, obteniéndose para los 13 distritos restantes relaciones
macho/hembra que variaron entre 1,3:1 a 3,7:1 (Michalsky et al. 2009 a). Mas
recientemente en Dracena (SP) Rangel y colaboradores encontraron una relacion de
machos/hembras de 3,6:1; en todos los estudios las capturas se realizaron utilizando

trampas tipo mini CDC sin di6xido de carbono (Rangel et al. 2012).
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En 1997, Kelly y colaboradores propusieron una hipotesis que podria explicar este patron
basandose en el hecho de que los machos Lu. longipalpis forman agregaciones con el fin de
copular en los sitios donde se alimentan las hembras; asi los machos llegarian atraidos por
mediadores quimicos producidos por los vertebrados y por los mismos machos que van
llegando al sitio generandose una retroalimentacion positiva respecto de la llegada de
nuevos machos; una vez que la agregacion de machos se ha establecido, llegarian las
hembras atraidas por las feromonas que éstos emiten. Esta blisqueda de pareja sexual a
través de mediadores quimicos podria explicar el mayor nimero de machos que de hembras
que se observa en algunas especies de flebotomos al ser capturados con trampas de luz

proximos a una fuente de sangre (Kelly & Dye 1997).

En el andlisis de la actividad horaria diferenciada de machos y hembras se considero el
periodo horario de 23:00-01:00 hs (periodo en el que registra la menor abundancia
promedio luego del primer pico de actividad) para subdividir el ciclo completo de captura
en primera etapa (17:00-23:00 hs) y segunda etapa (01:00-07:00 hs). En la primera etapa
del ciclo de captura se registro el 75,8 % de las hembras y el 51,5 % de los machos,
mientras que en la segunda mitad fue el 16,1 % y el 37,08 % de hembras y machos,
respectivamente. La actividad de las hembras se presenta de 17:00 a 23:00 hs (considerando
los tres meses) para ir decreciendo hasta casi desaparecer después de las 3:00 hs; hasta el
mencionado horario ingresaron a la trampa el 97,3% de las hembras y el 88,73 % de los
machos, los cuales si mostraron actividad hasta el ultimo periodo horario estudiado
inclusive. No se observaron diferencias significativas entre la abundancia promedio
trampa/noche de machos y de hembras registradas antes y después del periodo de 23:00 a
01:00 hs. No se encontré diferencia significativa entre el nimero de machos y hembras
registrados después de las 3:00 hs para los meses de febrero y abril sin embargo para el mes
de marzo se obtuvo una diferencia significativa residual. Finalmente, si se observo
diferencia significativa entre la abundancia promedio trampa/ noche de machos y hembras
que ingresaron por cada periodo para los meses de febrero y abril de 2011 (p= 0,007 y

0,009 respectivamente).
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Santini y col. en un estudio de actividad horaria de Lu. longipalpis realizado durante 6
noches consecutivas en el mes de febrero de 2007 en la ciudad de Posadas observaron que
la abundancia de flebotomos totales fue mayor entre las 21:30 y 0:30 hs que entre las 0:30 y
las 07:00 hs, y que a su vez el 90% de las hembras fueron capturadas entre las 20:30 hs y la
01:30 hs, periodo este ultimo en el que se capturd el 63% de los machos (Santini et al.
2010). En un estudio en Venezuela la actividad de Lu. Longipalpis disminuy6 después de
las 23:00 hs para ambos sexos (Feliciangeli et al. 2004). Otro estudio de actividad horaria
de Lu. longipalpis realizado en Colombia reveld un pico en el anochecer y noche temprana
(18:00 a 23:30 hs) para después ir reduciendo su actividad hacia la mafnana, aunque en este
caso las hembras particularmente aumentaron su presencia después de las 20:30 mientras
que los machos se mantuvieron constantes o fueron decreciendo lentamente su actividad
hacia el amanecer (Morrison et al. 1995). Si bien no se encontraron diferencias
significativas, los resultados obtenidos concuerdan con lo observado por Santini y col. y
Morrison y col. y puede entonces describirse la tendencia que indicaria que de 17 a 23 hs.
seria el periodo de mayor riesgo de contacto efectivo de transmision (hembras), y que dicho

contacto se podria extender hasta las 3hs.

También en consonancia con los resultados de este trabajo se desprende que la especie es
de mayor actividad nocturna y de la primera mitad de la noche lo cual fue observado
también por otros autores. En Sao Luis (MA Brasil) se observd mayor actividad en
peridomicilio para Lu. longipalpis en la primera mitad de la noche (18:00-24:00) en donde
el 60,8% de los especimenes fue capturado entre las 18:00 hs y las 22:00 hs, mientras que
el 39,2% fue capturado durante la segunda mitad (Rebélo 2001). Con resultados similares
Ximenes y col. en Nisia Floresta RGN observo que la especie es mds nocturna que

crepuscular con pico de actividad a las 22:00 (de Melo Ximenes et al. 2006).

La presencia de hembras, el sexo con capacidad de infeccion, en la primera mitad de la
noche tiene importantes consecuencias para el control, ya que el riesgo de contacto efectivo
puede, segliin el contexto socio-ambiental no ocurrir en la cama (donde se colocan los
mosquiteros impregnados/sin impregnar) o en el intradomicilio (rociado intradomiciliario),

sino en la galeria en el momento de la cena durante los meses de verano.
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Respecto a la correlacion de la abundancia de flebotomos/periodo (2 horas) con las
variables meteorologicas, se observo que no hay correlacion significativa con la abundancia
promedio total; cuando se considerd solamente a las hembras se vio una fuerte correlacion
positiva con la temperatura promedio y negativa con la HR promedio. La mayor
abundancia de hembras se dio en febrero entre los 32°C-32,9°C y 50,9%-65,9% de HR en
el rango horario de 17:00 hs a 21:00 hs. Para la misma localidad también durante el mes de
febrero, Santini y col. describieron una ventana con mayor abundancia de hembras entre
20:30 hs y las 01:30 hs a los 26° y 28° C entre los 63% y 68% HR y una asociacion
significativa de temperatura media y humedad relativa con la abundancia total de Lu.
longipalpisla cual se increment6 cuando se consideraron s6lo las hembras (Santini et al.
2010). Estas similitud de patron de asociacion con variables abidticas, pero diferencias en
los valores limite, sefialan la necesidad de un mayor nimero de réplicas para contrarrestar
factores no medidos (viento, proximidad de sitios de cria u otras fuentes de alimento o

diversion de vuelo, etc.), y la posibilidad de existencia de ritmos circadianos de actividad.

Sin embargo, al igual que en el estudio de dindmica poblacional, las posibilidad de réplicas
son limitadas en una situacién de brote y las consideraciones éticas se anteponen a los
objetivos de investigacion lo cual es fuertemente recomendado por el programa nacional de
leishmaniasis con fuerte recomendacion programatica. Por ello, se realiz6 el andlisis
horario de las capturas teniendo presente las limitaciones de tamafio muestral con el objeto
de describir una tendencia a partir de la cual fuese factible disefiar protocolos de
investigacion-intervencion sustentados en las condiciones meteorologicas, periodos del afo
y horarios de mayor abundancia de vectores, y que permitiesen generar un indicador de

posible riesgo de transmision.
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8 CONCLUSIONES

Objetivo 1

Se adaptaron de manera satisfactoria protocolos de pretratamiento a la extraccion y de
extraccion de muestras bioldgicas de diverso origen.

Se establecieron diferentes limites tedricos de deteccion (LTD) de L. (L.) amazonensis 'y L.
(V.) braziliensis para los protocolos de PCR de ITS-1, Mini-exon y hsp70,
concluyéndose que el protocolo de ITS-1 (Schonian et al, 2003) es el que posee la
mayor capacidad de deteccion.

En muestras clinicas humanas la capacidad de deteccion de Leishmania por el protocolo
ITS-1 fue de 93,7% y de 100% por Mini-exon con un indice de concordancia muy
bueno entre ambos protocolos. Se tipificdé por secuenciacion la especie L. (V.)
braziliensis en 12 de las 16 muestras positivas (75%).

En lotes de Lutzomyia longipalpis se detectd un Indice Minimo de Infeccion (IMI) de
0.79% por ITS-1 y un IMI de 0.39% por Mini-ex6n, siendo el indice de
concordancia bueno entre ambos protocolos. Se tipificO por secuenciacion la
especie L. (L.) infantum en la totalidad de las muestras positivas (100%).

En muestras caninas con clinica de LVC la capacidad de deteccion de Leishmania fue de
100% por el protocolo de ITS-1 y 81,8% por Mini-exon, siendo el indice de
concordancia bueno entre ambos protocolos. Se tipificO por secuenciacion la
especie Leishmania (L.) infantum en la totalidad de las muestras positivas (100%).

Por lo expuesto, se considera que el protocolo de Schonian et al (2003) con blanco en la
region ITS-1 posee mayor capacidad de deteccion, excepto en casos clinicos, sin
embargo ambos protocolos tienen la potencialidad de ser aplicados en la deteccion
de Leishmania sp. en muestras biologicas de diversos origenes y estos resultados

deberian ser reforzados con un mayor nlimero y tipo de muestras.

Objetivo 2
No se observo un ordenamiento claro del producto de andlisis de componentes principales

(ACP) a nivel de las areas de alta abundancia del vector (AAV); sin embargo a nivel
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microfocal si se observd un ordenamiento de viviendas de areas sin vector (ASV)
relacionado a valores bajos de variables “diametros de copa”, “numeros de especies
de arboles” y “superficies cubiertas por vegetaciéon”. Las viviendas de AAV se
caracterizan por valores altos de las variables “ntimero de especies de arboles”,
“numero de macetas” y “distancia a cuerpos de agua”. Los andlisis de infeccion de
lotes de Lu. longipalpis provenientes de dreas AAV y AMV con Leishmania sp.

resultaron negativos por ambos protocolos de PCR-RFLP, por no estar infectados o

por presentar una carga parasitaria menor al limite de deteccion de estas técnicas.

En muestras de GB caninas provenientes de AAV y ASV, la capacidad de deteccion del

parasito fue de 5,5% por ITS y 4,1% por Mini-exé6n con una la fuerza de
concordancia muy buena entre ambas técnicas. Se tipificO por secuenciacion la

especie Leishmania (L.) infantum una de las 4 muestras positivas (25%).

En muestras de hisopado de conjuntiva ocular de los mismos canes, la capacidad de

No se

Por lo

deteccion de Leishmania por ITS-1 fue de 29,3% y 2,4% por Mini-exon siendo la
concordancia entre ambos protocolos pobre. Se tipificd por secuenciacién la
especie Leishmania (L.) infantum en 5 de las 12 muestras (41,6%).

encontrd diferencia significativa entre proporciones de canes infectados de areas
AAV y ASV detectados por PCR.

expuesto, se considera que las viviendas de ASV se caracterizan por presentar
incidencia de luz solar, menos sitios de sombra y menor materia organica en
descomposicion mientras que las pertenecientes a AAV se caracterizan por
presentar condiciones que propician el desarrollo del ciclo del vector
proporcionando mayor biomasa, humedad y diversidad vegetal. Respecto de los
analisis de infeccion en canes, cuando la muestra biologica disponible es GB es

indistinto utilizar el protocolo de PCR ITS-1 o Mini-exon.

Objetivo 3

En muestras de GB de canes, el ensayo de rk39 tuvo la mayor capacidad de detectar la

presencia del parasito, de manera indirecta, que ambos protocolos de PCR-RFLP

testeados. Por el contrario, en muestras de hisopado de conjuntiva ocular es el
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protocolo de ITS-1 el que presentd la mayor capacidad de detectar directamente la
presencia del parasito.

Por lo expuesto, se considera que cuando la muestra biologica disponible es GB es
indistinto utilizar el protocolo de PCR ITS-1 o Mini-exon. Por el contrario con

muestras de hisopado de conjuntiva ocular, el protocolo de eleccion es ITS-1.

Objetivo 4

En este estudio preliminar, durante 2009-2010 y febrero, marzo, abril de 2011, los
resultados de Lutzomyia longipalpis en la ciudad de Posadas muestran las siguientes
tendencias:

Un patrén bi-modal anual y una asociacion de su abundancia en ambito urbano con la
temperatura maxima promedio mensual correspondiente al mes de captura, como
asi también a 30 y 60 dias previos a la misma.

Las hembras de Lutzomyia longipalpis presentaron una actividad horaria alta de 17:00 a
23:00 hs. al final del otofio y comienzo del verano, para casi desaparecer después de
03:00hs. Los machos manifestaron también esta actividad pero con actividad hasta
el ultimo periodo horario inclusive; sin embargo, no se observaron diferencias
significativas entre la abundancia promedio trampa/noche de machos y hembras
registradas antes y después del periodo de 23:00 a 01:00 hs. a excepcion de la
abundancia de machos y hembras ingresada por los periodos para los meses de
febrero y abril de 2011.

Por lo expuesto, el mayor riesgo de contacto efectivo de transmision (hembras) ocurriria de

17:00 a 23:00, y dicho contacto se extenderia hasta las 3:00 hs.

Con las hembras se vio una fuerte correlacion positiva con la temperatura promedio de cada
periodo y negativa con la HR promedio de cada periodo. La mayor abundancia de
hembras se dio en febrero entre los 32°C-32,9°C y 50,9%-65,9% de HR en el rango
horario de 17:00 hs a 21:00 hs. Si bien estos resultados se obtienen a partir de un
esfuerzo de captura limitado por razones €ticas en el mismo momento de aparicion
del primer brote urbano de LV en el pais y siendo una patologia sin estrategia de

control efectiva comprobada, se necesitard confirmacion posterior mediante
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capturas con mayores réplicas de sitios/dias; de igual manera se considera
importante y necesaria la descripcion de estas tendencias ya que no se cuentan con
datos previos para que puedan servir como antecedente para el disefio de protocolos
de investigacion-intervencion de prevencion y control sustentados en las
condiciones meteoroldgicas, periodos del afio y horarios de mayor abundancia de

vectores, y que permitiesen generar un indicador de posible riesgo de transmision.
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