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Resumen Se estudiaron tres casos de Leishmaniasis Tegumentaria Ameri-
cana (LTA) en pacientes con formas clinicas cutdneas en la
provincia de Santiago del Estero, Argentina. Para el aislamiento de las cepas a
partir de la lesién primaria se realizé: examen directo, cultivos e inoculacién en
animales receptivos. Para la tipificacion de género y especie: biometria y
utilizacién de anticuerpos monoclonales. Se realizaron exdmenes seroldgicos de
Inmunofluorescencia Indirecta y ELISA, como asi mismo la aplicacion de la
Intradermorreaccién de Montenegro (IRM), empleando antigenos diferentes. En
los tres casos estudiados la cepa aislada fue_Leishmania Viannia braziliensis L

(V) b.

Summary

The authors describe a study of 3 patients with American Tegumentary Leishma-
niasis (LTA) with cutaneous lesions in the province of Santiago del Estero-
Argentina. Direct examination, cultures and innoculation in receptive animals
were performed in order to isolate the differents strains from de primary lesion,
biometrics studies and techniques with monoclonal antibodies in orderto know the
genus and specific epithet. Serological indirect inmunofluorescence examination
and ELISA, as well as the intradermal reaction of Montenegro (IRM) using different
antigens. In the three examples studied the isolated strain was Leishmania
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Viannia braziliensis L (V) b.

Introduccién

La Leishmaniasis Tegumentaria Americana
(LTA) es una histoparasitosis caracterizada por le-
siones cutdneas y viscerales cuyo agente transmisor
es un insecto diptero de la familia Phlebotomidae,
género Phlebotomus en el Viejo Mundo y Lutzomya
en el Nuevo Mundo. Por existir reservorios domésti-
cos y silvestres puede considerarse una zoonosis. Se
tratadeunaenfermedad parasitaria de caracteristicas
selvéticas, periselvéticas o rurales, rara vez urbana,
que se presenta en altitudes que oscilan entre los 0-
800 metros sobre el nivel del mar, con una tempera-
turamedia de 25-30 °C yunahumedad relativa de 75-
(%) Cétedra de Parasitologia Clinica, Dio. Biologiay
Bioguimica, UNS
(**) Centro de Chagas y Patologia Regional. Santiago del
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80%. Se observa en distintas edades, sexo yraza y
ataca con frecuencia a campesinos que realizan acti-
vidades de desforestacién u otros trabajos selvaticos.
Los movimientos de trabajadores migrantes o por
temporada y todo desplazamiento masivo de pobla-
¢i6n pueden causar un aumento de la incidencia dela
infeccién entre estos grupos (1).

En Argentina los primeros casos fueron citados
porFolquer en 1926 en Tucumén y Romafia, Canejos
y Lizondo en 1946 encuentran focos de LTA en esta
provincia y Salta.

Del Ponte en 1947 describe casos en Burruyacti
(Tucumén) y Urumbel, localidad situada al sur de
Orén (Pcia. de Salta) (2). No se registran en el
Medline trabajos publicados sobre esta parasitosis
en Santiago del Estero.

El aumento del ntimero de casos de LTA concen-
tré desde hace afios el interés por el diagnostico de



laboratorio de esta parasitosis, habida cuenta de los
distintos subgéneros y especies descriptas y su dife-
rente patologia. Hasta el presente en zonas endémi-
cas y subendémicas el diagnéstico de la leishmania-
sis se suele realizar a través del hallazgo de pardsitos
en los tejidos presuntamente infectados, aplicando
ademés la prueba de leishmanina findamentada en el
desarrollo de una respuesta de hipersensibilidad
tardia a la inyeccién intradérmica (Reaccién de Mon-
tenegro).

En laactualidad es posible identificar una deter-
minada especie aislando el parésito a partir de dife-
rentesmedios(Difco Blood Agar (DAB); Schneider’s
con suero bovino fetal o Schneider’s més orina
humana con 10% de suero bovino fetal) (3) e inocu-
lacién en animales receptivos o utilizando métodos
bioldgicos como el desamrollo de flebétomos, inmu-
nolégicos como el empleo de anticuerpos monoclona-
les, bioquimicos como hibridacién de KDNA o per-
files isoenziméticos (4).

Continuando con el trabajo de aislamiento pri-
mario y su tipificacién en pacientes con formas
clinicas cutineas en la Pcia. de Santiago del Estero ya
presentado en el Congreso Latinoamericano de
Caxambti (Mina Geraes-Brasil) (5); fue de interés
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estudiar las cepas de Leishmania en tres nuevos casos
clinicos procedentes de esta provincia.

Materiales y Métodos

1) Los pacientes: fueron tomadas muestras de
tres pacientes con lesiones cutineas a los que se
asignaron los codigos SE51, SE52 y SE53.

SES51: paciente de 15 afios procedente del Depar-
tamento de Mariano Moreno. Lesién inicial sobre
esternén. Evolucién cuatro meses sin tratamiento
(Fotografia N° 1),

SE52: paciente de 40 afios procedente del Depar-
tamento de Avellaneda. Sintomas de primoinfeccién
hace un afio en pierna derecha. Tratado inicialmente
con Meticorten y Cefalixina 500. Después del diag-
néstico de LTA comienza tratamiento con Pentostal.
Se observa cicatrizacion lenta a los cincuenta dias.
Paciente con Cardiopatia Chagasica Crénica (Foto-
grafia N° 2).

SE53: paciente de 41 afios procedente del Depar-
tamento de Avellaneda. Ulceracién en parte posterior
de pierna izquierda. Evolucidn un afio. Artrosis de-
formante en manos y pies, tratada con corticoides.
Después del diagnéstico de LTA comienza trata-
miento con Pentostal (Fotografia N° 3),

-

Ny

Fotografia N® 1 - SE51:
Lesidn inicial sobre esterndn. Evolucion cuatro meses sin tratamiento,

~

/
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Fotografia N2 2 - SE52:
Lesiones en pierna derecha. Evolucién

\doce meses. Sin tratamiento especifico. /

2) Toma de muestra y aislamiento: E1 examen
directo fue realizado observando frotis de material

obtenido por raspado del margen interno de las
lesiones con palitos finos tipo espéatula siguiendo la
técnicade Shawy Lainson (6), fijando el material con
alcohol metilico y coloreando con Giemsa.

Para larealizacion de los cultivos de las lesiones
de los pacientes se limpi6 cuidadosamente la super-
ficie del 4rea a ser trabajada en forma secuencial con
agua oxigenada, agua destilada estéril con detergen-
te, alcohol iodado y luego alcohol de 95°, anestesian-
do por infiltracién con xilocaina liquida la parte de
la tilcera de donde se tomaron las muestras.

La aspiracién del material fue hecha siguiendo
las recomendaciones de Hendrick y Wrigth de tres
diferentes partes de lalesion (7), con jeringa de 5 ml
conteniendo 0,3 ml de solucién fisiol6gica estéril,

Los medios empleados fueron el Difco Blood
Agar(DAB)MediumN° 0045-01-6 (enriquecidocon
sangre desfibrinada de conejo y el Scheneider’s
Drosophila Medium m4s orina humana filtrada a
través de filtro Corning (8). Todos los medios conte-
nian Gentamicina 250 pg/ml demedio y 5-Fluorcyto-
sina (Sigma, USA) 150 pg/ml y fueron realizados por

7

-

\

Fotografia N° 3 - SE53: Lesidn ulcerada en pahé pdstenor de pierna
izquierda. Evolucion doce meses. Artrosis deformante. Sin tratamiento.
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duplicado, cultivados en estufa de temperatura regu-
lada a 25 °C examinados cada cinco dias a través del
microscopio de luz invertida.

3) Identificacién del parésito: para la identifica-
cién taxondmica de los pardsitos aislados se utiliz la
técnica de Inmunoflucrescencia Indirecta descripta
por Mc Mahon-Pratt et al (9). Se emplearon los
siguientes clones como marcadores inmunolégicos:

-XIII-3E6-B11 (B16) y XIII-2A5-A10 (B18): género,
subgénero y especie especificos para Leishma-
nia (Viannia) braziliensis: L (V) b.

-VII-2C5-C5 (B5): género y subgénero especifico
para Leishmania (Viannia): L{V)

-X1IV-5A2-H39 (B19): género, subgénero y especie
especifico para leishmania (Viannia) guyanen-
sis: (V) g.

-VIII-4E12-D8: género, subgénero y especie especi-
fico para Leishmania (Leishmania) mexicana;
L{L)m.

-IX-1F9-D8: género, subgénero y especie especifico
para Leishmania (Leishmania) amazonensis:

LL)a.

Estos anticuerpos monoclonales fueron aporta-
dos por el Departamento de Patologia de 1a Facultad
de Medicina de 1a Universidad de Brasilia.

4) Inmunodiagnéstico:

Intradermorreacciéon de Montenegro

Fueron utilizados para su comparacién dos tipos
de antigenos diferentes:

a) El antigeno propuesto por la OMS obtenido
porlisado de formas promastigotas clonadas de Leish-
mania (Leishmania) amazonensis, de 40 g de Nitr6-
geno total/ml.

b) El antigeno de leishmanina tradicional prepa-
rado en nuestra cétedra a partir de 5x10° formas
promastigotas de cultivos de Leishmania (Viannia)
braziliensis.

Ambos antigenos fueron aplicados por via intra-
dérmica en dosis de 0,1 ml en cada antebrazo.
Paralelamente se inocul6 igual cantidad de solucién
fisiol6gica estéril como testigo. La lectura seregistrd
en mm de induracién a las 48 hs..

Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

Se prepararon improntas con promastigotas de
Leishmania (Viannia) braziliensis y se sigui6 el
esquema de Guimaraez et al (10).
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ELISA

El antigeno empleado fue un sonicado de formas
promastigotas de Leishmaia (Viannia) braziliensis
en una concentracién de 2,5 g de proteinas por
pocillo. Se utilizé un conjugado de anti-inmunoglo-
bulina G humana marcada con fosfatasa alcalina en
dilucién 1/5000.

5) Prueba de Gelificacién: a 1 ml de suero en
estudio se le agregd una gota de formol al 40%. La
lectura se realizo6 a los 20 minutos (Wery 1983).

6) Caracterizacién biolégica: se estudi6 la evolu-
cién del parasitismo en hamsters dorados (Mesocri-
cetus auratus). Se inoculé un hdmster de 250 g por
paciente. El inéculo fue preparado a partir de la
trituracién, en solucién fisiolGgica estéril, del mate-
rial obtenido por biopsia de las lesiones de cada
paciente con Acupunch descartable de 3 mm. Cada
hémster inyectado con 0,1 ml de dicho inbculo porvia
intradérmica en las patas y peritoneo, realizando la
lectura cada siete dias. Posteriormente se practico la
necropsia de los animales que resultaron positivos y
€l viscerotropismo para observar y demostrar posi-
bles metéstasis.

7) Biometria de formas amastigotas: se realizd la
biometria de formas amastigotas en 1aminas patrones
de L(V)b, L(V) g, L(L) a para determinar si existian
diferencias significativas en el tamafio de estas for-
mas. Se realizé paralelamente la biometria de las
formas amastigotas de los pacientes SE51, SE52 y
SE53. Las medidas se obtuvieron utilizando un ocu-
lar micrométrico 7X y la tabla de conversion corres-
pondiente. Para analizar estadisticamente los datos
se utilizé el modelo de Anova Simple con igual
niimero de réplicas y el test de Contraste de a pares
de Tukey.

Resultados

Los resultados obtenidos de los exédmenes direc-
tog, cultivos, inmunodiagnéstico (IRM, ELISA, IFT)
y prueba de gelificacion se detallan en la tabla L

Los resultados del empleo de una bateria de
anticuerpos monoclonales que permitié demostrar
que los aislamientos pertenecen a la especie (V) b
estan consignados en la tabla IL

Los hamsters evidenciaron infeccién con nédu-
los no ulcerados eritematosos discretos a las seis
semanas; en solamente dos animales con indculos del
SE51 y SES53. A los sesenta dias aparecen con
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nédulos parasitarios subcuténeos erite-
matosos con ulceracién en patas poste-
riores (Fotografia N° 4). El SE52 no
tiene lesiones aparentes hasta la fecha
manteniéndose en observaci6n,

Los dos hdmsters con lesiones apa-
rentes fiueron sacrificados mostrando
higado aumentado de tamafio, con ne-
cropsia y ganglios regionales (Fotogra-
flaN° 5y 6).

Se estudi6 el viscerotropismo reali-
zando frotis y cultivos en medio DAB
del higado, bazo, médula 6sea y gan-
glios regionales, examin4ndolos en for-
ma periédica a las 96 hs., a los siete y
diez dias, fecha en que todoslos cultivos

resultaron positivos (tabla II).
En cuanto a la biometria de la for-
mas amastigotas no se hallaron diferen-
cias significativas entre L(V) b patrény Fotograffa N° 4:
las cepas aisladas (nivel de significa- Nédulos parasitarios subcutaneos con ulceracién en
cibn del 5%) pero si entre estas filtimas pata de hamster con inéculo del paciente SE51.

yL(V) gy L(L) a (error menor del 1%). \_

o

Fotografia N¢ 5:
a) Higado normal;
b) Higado parasitado. La flecha indica necropsia hepatica.
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Fotografia N¢ 6:
La flecha indica
un ganglio regional en hamster SE51.
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- #

4 TABLA | \
Resultados obtenidos de los exdmenes directos, cultivos,
Inmunodiagndstico y pruebas de gelificacién.

Paciente
Cédigo Ex. Directo Cultivos IRM Serologia Prueba de
T elificacion
DAB | S#eits oys | UNs |ELisa | IR |
+ orina
SE51 + + + |20x18 [15x15| 1160 | - +++
SE52 + + [conta- |15x15 [10x8 | 1/1280] 1/80 ++++
minado
SE53 + + + - - 1/320 | 1/80 4 /
TABLA Il )
Tipificacion de cepas de Leishmania aisladas por anticuerpos monoclonales.
Cédigo de Clones Especialidad Resultados
SE51 SE52 SE53
XII-3E6-B11 (B16) LWV b + + +
XIlI-2A5-A10 (B18) LMV b + + +
VII-2C5-C5 (B5) L(V) + + +
XLIV-5A2-H39 (B19) LV)g - - -
VIII-4E12-D8 L{L) m - - -
\_ IX-1F9-D8 L{L) a - -
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4 TABLA Il
Resultados de las autopsias de los hamsters con lesiones en los sitios de inoculacion.
Cédigo Organo investigado Frotis Cultivo (DAB)
Higado + +
SE51 Ganglios + +
Médula ésea + +
Bazo - -
SE52 Sin lesiones aparentes a los 60 dias. Continda en observacién
Higado + +
SE53 Ganglios + +
Meédula ésea - -
K Bazo - - J

Discusion

Actualmente existe un marcado interés por el
aislamiento primario y posterior identificacién taxo-
noémica de Leishmania a partir de isoenzimas y
anticuerpos monoclonales ya que es prioritario iden-
tificar los parésitos responsables por las diversas
manifestaciones clinicas, en especial en infecciones
mucocuténeas (13).

FEl crecimiento en cultivos de LV} b ha sido un
problema que ha dificultado la investigacion epide-
miolégica de LTA.

Esto demuestran Cuba y col. (11) donde aproxi-
madamente y en el aislamiento primario de L(V) b
s6lo se logra éxito entre un 50 y 60%; por esa razén
se sigui6 la siguiente secuencia en el diagnéstico a
partir de lesiones primarias para aumentar la certeza
en el mismo:

1) Examen directo previa coloracién

2) Empleo de dos medios de cultivo duplicados

3) Biopsia e inoculacién en hamsters

4) Intradermorreaccitén de Montenegro

5) Exémenes serol6gicos

6) Tipificacién de especies

Los resultados obtenidos nos demuestran la im-
portanciade la secuencia programada. ElmedioDAB
y el Schneider’s mas orina humana funcionan en
forma similar, no obstante 1a experiencia demostrada
por Haward y col. (8) donde el medio Schneider’s
suplementado con orina humana mas 10% de suero
bovino fetal ha dado buenos incrementos en el creci-
miento de formas viscerales y cutineas.

Si bien la intradermorreaccién de Montenegro
resulté positiva con los dos antigenos utilizados, se
observé una mayor sensibilidad con el antigeno de la
OMS. La negatividad de esta prueba en el paciente
SES53 sugiere la presencia de trastornos inmunolégi-
cos yaque la paciente presentaba artrosis deformante
y estaba bajo tratamiento con corticoides.

Lanegatividad delapruebadeIFI ylapositividad
de 1a prueba de ELISA en el paciente SE51 pueden
deberse a la mayor sensibilidad de este filtimo méto-
do. Es probable que el uso de formas amastigotas
provenientes de cultivos celulares como antigeno
paralFI, aumente la sensibilidad de estametodologia
(11).

La prueba de gelificacién realizada es solamente
complementaria ya que se trata de una reaccion no
especifica, pues cualquier paciente con un cuadro de
hipergamaglobulinemia puede dar positiva la reac-
cion (12).

Respecto a la inoculacién en hAmsters solamente
dos mostraron lesiones evidenciadas por examen
directo y cultivos lo que confirmaria lo citado por
Cuba y col (11). El viscerotropisme result6 positivo
en ganglios, higado y médula dsea, demostrado por
examen directo y cultivos, lo que revela el grado de
infectividad de la cepa aislada. El empleo de una
bateria de anticuerpos monoclonales y la biometria
permitirian demostrar que los aislamientos pertene-
cena la especie L{V) b; no obstante seria conveniente
corroborar esta tipificacién con un estudio isoenzi-
mético.




Conclusiones

Si bien es cierto que el aislamiento y tipificacion
de estos tres casos de Leishmaniasis no son datos
suficientes para establecer un estudio epidemiol6gi-
co, nuestros hallazgos demuestran que seria de inte-
rés llevar adelante un proyecto de investigacion en
esta provincia a los efectos de estudiar el parasito
circulante y su tipificacién, especialmente si tenemos
en cuenta que las cepas aisladas en estos pacientes y
en los ocho casos ya presentados en el Congreso de
Cayambi (5) pertenecen a la especie 1(V) b respon-
sable en el hombre de la forma cutineo mucosa de la
enfermedad. Esto es obviamente importante para el
pronéstico y tratamiento del individuo portador. Se-
ria asimismo alentador investigar el agente transmi-
sor, su prevalencia y proliferacién en las distintas
estaciones del afio.
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