CAPITULO 8
Leishmania infantum

Andrea Dellarupe, J. Octavio Estévez y Diego F. Eiras

Las leishmaniasis pertenecen a un grupo de enfermedades parasitarias, causadas por diferen-
tes especies de protozoos flagelados del género Leishmania, que son morfolégicamente indistin-
guibles por observacion directa (Cavalier-Smith, 1998; Alvar et al., 2004). El género Leishmania fue
descripto simultaneamente por Charles Donovan y William Leishman a partir de biopsias viscerales
y cutaneas en pacientes enfermos de la India, y en conmemoracién se le otorga el nombre de
Leishmania donovani al complejo de especies que conforman el género y Leishmaniosis Visceral
(LV) o Kala-azar (del sanscrito: Kala “negra, impura” y azar “fiebre”) a la enfermedad. A nivel mun-
dial, la principal especie implicada en producir Leishmaniosis canina (LC) y LV en el hombre es

Leishmania infantum (Syn. L. infantum chagasi) (Ross, 1903; Alvar et al., 2004).

Clasificacion

Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophora
Orden: Kinetoplastida

Familia: Trypanosomatidae

Morfologia

Los flagelados del género Leishmania presentan dos estadios diferentes: amastigotes y pro-
mastigotes. Los amastigotes son intracelulares y se corresponden con pequefas formas ovoi-
des o esferoidales que miden entre 2,5-5 um, que no poseen flagelo y contienen un nucleo esfé-
rico excéntrico y voluminoso y un kinetoplasto préximo al nucleo de aspecto bacilar (Fig. 1 A).
Las formas promastigotas son fusiformes entre 14-20 um, poseen un flagelo largo y libre en la
region anterior que le permite movilidad, y contiene en su interior un nucleo ovalado situado en

la region central y un kinetoplasto bastoniforme (Fig. 1 B).
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Figura 1. Esquema morfolégico de las formas evolutivas de Leishmania infantum.
(A) amastigote. (B) promastigote.

Ciclo biolégico

El ciclo de L. infantum es asexual y heteroxeno ya que interviene un hospedador vertebrado
(caninos, roedores, incluso el hombre, entre otros) y un vector (invertebrado), cambiando su
morfologia de acuerdo con el hospedador donde se encuentre. En los vertebrados se encuen-
tran las formas amastigotes intracelulares y en los invertebrados los promastigotes extracelu-
lares (Killick—Kendrick, 1990). El parasito es transmitido por hembras de alrededor de 93 es-
pecies de dipteros fleb6tomos del género Lutzomyia en América y del género Phlebotomus en
Africa, Asia y Europa (WHO, 2010). En América Latina se ha descripto a Lutzomyia longipalpis
como el principal vector para la transmision de L. infantum (Salomon et al., 2001). Lutzomyia
longipalpis se infecta durante su alimentacion, al picar a un individuo parasitado, momento en
el que ingiere células que contienen amastigotes en su interior. En el tubo digestivo del flebo-
tomo ocurre la metaciclogénesis, proceso en el que los amastigotes se transforman en pro-
mastigotes prociclicos, se multiplican por fisién binaria y alcanzan la capacidad infectante en
la proximidad de la probéscide como promastigotes metaciclicos, quedando asi dispuestos

para ser inoculados en la piel de otro hospedador. Una vez que los promastigotes metaciclicos
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de L. infantum alcanzan los capilares cutaneos del nuevo hospedador, son fagocitados por
macrofagos tisulares y células dendriticas, y alojados dentro de una vacuola parasitéfora donde
se transforman en amastigotes y se multiplican de manera intracelular en varios érganos y

tejidos del hospedador vertebrado (Fig. 2).
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Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania infantum.

Respuesta inmune

La progresion de la enfermedad esta ligada a la virulencia del parasito, la dosis infectante
inoculada por el vector y las condiciones inmunolégicas del hospedador infectado (Alvar et al.,
2004). Existen factores como determinadas moléculas con propiedades vasodilatadoras, anti-
coagulantes, inmunosupresoras y antiagregantes plaquetarias presentes en la saliva del vector
(como el Maxadilan), que contribuyen a generar un escenario local en el sitio de la picadura
propicio para favorecer la virulencia del parasito.

El parasito tiene la capacidad de evadir la respuesta inmune y multiplicarse activamente por
fision binaria en grandes grupos de amastigotes hasta que las células estallan, se liberan y ad-
quieren la capacidad de infectar nuevas células alcanzado otros 6rganos del sistema linfo-hema-
topoyético como la médula ésea, linfonédulos, bazo e higado entre otros (Antoine et al., 1990;
Baneth et al., 2008).

La respuesta inmune puede ser muy variable al igual que las manifestaciones clinicas, que
van desde la forma subclinica autolimitante hasta una enfermedad grave y mortal (Solano Ga-
llego et al., 2009). La respuesta inmune innata comienza cuando el parasito ingresa a traves de

la epidermis mediante la picadura del fleb6tomo, momento en que se produce una respuesta
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inflamatoria local que puede pasar desapercibida o provocar una intensa reaccion cutanea gra-
nulomatosa o “chancro”, estimulando localmente la quimiotaxis celular de polimorfonucleares y
monocitos y la activacion del sistema del complemento, que intentaran neutralizar la infeccion
durante las primeras horas (Teixeira et al., 2006). Cuando la respuesta inmune innata resulta
exitosa puede eliminarse hasta el 80% de los promastigotes marcando la diferencia entre la re-
sistencia y la diseminacién parasitaria (Ferrer, 2002). Sin embargo, cuando la respuesta innata
no ha sido suficiente, la infeccion se establece y los parasitos alcanzan la via linfatica y hematé-
gena para llegar a los nédulos linfaticos, bazo, médula ésea y otros 6rganos (Molyneux &
Ashford, 1983).

Por su parte la respuesta inmune adaptativa de tipo Th1 es la mas adecuada y efectiva, donde
los linfocitos T CD4+ sintetizan fundamentalmente Interferén-y (IFN-y) que activa a los macroéfa-
gos responsable de la muerte de los patégenos de vida endocelular obligada como en este caso.
Ademas de la respuesta de tipo Th1, se activan también los Linfocitos T CD8+ o citotdxicos que
pueden eliminar células infectadas. Si prevalece la respuesta inmune celular los caninos infecta-
dos pueden frenar el avance de la enfermedad clinica y permanecer asintomaticos por largos
periodos de tiempo (Gongalves et al., 2019).

Por otro lado la respuesta inmune humoral estda mediada por citoquinas (IL-10, 4, 13 y 21)
secretadas por los L Th2 y folicular, que intervienen en la regulacién negativa y depresion de la
respuesta celular Th1, y a su vez promueven la activacion de los linfocitos B y la sintesis de
anticuerpos especificos incapaces de actuar contra el parasito de ubicacién intracelular, pero
tienen un papel relevante como opsoninas o anticuerpos neutralizantes en los momentos que se
encuentran fuera de las células. La sintomatologia caracteristica de LC se debe en gran parte al
depdsito de inmunocomplejos generados en exceso durante este tipo de respuesta inmune y a

la inmunosupresion (Alvar et al., 2004; Koutinas & Koutinas, 2014).

Patogenicidad y sintomatologia

Los estudios poblacionales muestran que en la mayoria de los perros infectados no hay ma-
nifestaciones clinicas. Esto se debe a que, en general, hay una tasa de multiplicacién de amas-
tigotes muy baja debido al predominio de la respuesta inmune de tipo celular y con bajos niveles
de anticuerpos circulantes. Se estima que alrededor del 90% de los caninos infectados son “asin-
tomaticos” debido al desarrollo de respuestas inmunolégicas adecuadas, manteniéndolos libres
de enfermedad durante mucho tiempo e incluso por afos (Solano-Gallego et al., 2011), por lo
que infeccién no es sindnimo de enfermedad clinica, algo importante para tener en cuenta du-
rante el proceso diagndstico (Baneth et al., 2008).

Los perros sintomaticos suelen tener elevados niveles de anticuerpos debido al predominio
de respuesta inmune humoral sobre la respuesta celular. Los signos dermatolégicos son muy
frecuentes, entre ellos la principal manifestacion es la dermatitis exfoliativa no pruriginosa con o

sin alopecia, dermatitis nodulares, papulares, pustulosas y ulcerativas en uniones mucocutaneas
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como 0jos, nariz, labios y genitales (Baneth et al., 2008). Un signo clinico tardio y de caracter
cronico es la onicogrifosis 0 excesivo crecimiento de las ufias promovido por la ubicacién del
parasito en la matriz ungueal (Koutinas et al., 2010).

La linfadenomegalia esta presente en los caninos sintomaticos y es el segundo signo clinico
mas frecuente debido a la hipertrofia cortical y medular en respuesta a la infeccion (Baneth et al.,
2008). También se pueden observar con frecuencia lesiones oculares y perioculares, como uvei-
tis anterior, blefaritis, queratoconjuntivitis comun o seca y en menor medida -de acuerdo con la
progresion de la enfermedad- hemorragias retinianas, iridociclitis, coriorretinitis, uveitis posterior,
glaucoma, desprendimiento de retina y ceguera (Baneth et al., 2008). La anemia y la palidez de
las mucosas se presentan como consecuencia de la epistaxis, hematuria y diarrea hemorragica,
mientras que la caquexia, emaciacion y atrofia muscular son comunes debido a la polimiositis
cronica (Ciaramella et al., 2005). También son muy frecuentes los trastornos renales con insufi-
ciencia renal crénica en estadios avanzados siendo la principal causa de muerte en los caninos
(Cortadellas et al., 2006; Costa et al., 2013). La anemia que suele ser un hallazgo relativamente
frecuente en esta enfermedad; puede ser debida tanto a problemas de pérdida de eritrocitos, por
epistaxis, melena, hematoquecia, entre otros, asi como a trastornos vinculados a la hemopoyesis
como consecuencia de procesos inmunes responsables de mielosupresion o también (especial-
mente en procesos de larga data) a cuadros de insuficiencia renal crénica. En aquellos casos de
anemias severas, siempre se debe tener en cuenta la posibilidad de comorbilidades que puedan
contribuir a esta situacion (e.g. ancylostomiasis, ehrlichiosis, entre otras).

Otras manifestaciones clinicas menos frecuentes pero que también se presentan en ocasio-
nes como un verdadero desafio para el clinico, son los trastornos neuroldgicos (ataxia, paresia,

paralisis, convulsiones) y osteoarticulares (artritis, sinovitis, osteomielitis) (Oliva, 2016).

Epidemiologia

Actualmente a nivel mundial la leishmaniasis se encuentra entre las 10 enfermedades tropi-
cales desatendidas con mas de 12 millones de personas infectadas y entre 20.000 y 30.000
muertes al afio. Los paises que concentran el mayor numero de casos de LV son India, Sudan
del Sur, Sudan, Brasil, Etiopia y Somalia.

En el continente americano se han identificado 15 de las 22 especies de Leishmania pat6-
genas para el hombre y cerca de 54 especies diferentes de vectores que estarian potencialmente
involucrados en la transmisién. La LC es endémica en 18 de paises de América: Colombia, Costa
Rica, Brasil, Argentina, Ecuador, Venezuela, Bolivia, Peru, Paraguay, El Salvador, Honduras,
Nicaragua, Panama, Guyana, Surinam, Guatemala, Guyana Francesa y México y la LV en 13
paises: Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, Mé-
xico, Paraguay, Nicaragua, Venezuela y Uruguay (https://iris.paho.org/handle/10665.2/53089).

En nuestro pais el agente de la leishmaniosis canina L. infantum chagasi, produce una zoo-

nosis parasitaria de importancia especialmente en el noreste, considerada zona endémica que
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se corresponde con la transmision vectorial y actualmente en expansion (Marconde et al., 2019).
Los primeros casos fueron diagnosticados en la ciudad de Posadas, Misiones, en el afio 2006
(Salomon et al., 2008), pero actualmente se ha reportado en Misiones, Corrientes, Chaco, Entre

Rios, Santiago del Estero y Salta; y de forma aislada en Jujuy y Tucuman (https://bancos.sa-

lud.gob.ar/sites/default/files/2021-01/leishmaniasis-visceral diptico.pdf).

Debido a la migracion desde areas endémicas y a los mecanismos de transmisién no vectorial
que posee el parasito (via genital, transfusional y transplacentaria), puede darse el diagnéstico
de LC y también casos humanos en areas no endémicas, aunque el 27% de los casos de LC se

presentan en zonas fronterizas (https://bancos.salud.gob.ar/sites/default/files/2021-01/leishma-

niasis-visceral diptico.pdf).

Diagnéstico y observacion

En el perro la obtencién de un diagnéstico certero es complejo. Lo importante es tener pre-
sente cual o cuales son los animales sospechosos de infeccion. Un perro puede tener esta con-
dicion por varios motivos: presencia de manifestaciones clinicas y/o alteraciones clinico-patolo-
gicas compatibles, vivir en una regiéon endémica, convivir con animales infectados o vivir en la
calle, tener antecedentes de haber estado en zonas de transmision vectorial, haber tenido con-
tacto genital con un animal infectado, haber nacido de madre infectada o haber recibido sangre
de origen dudoso. Una vez que un perro es considerado sospechoso de infeccién por uno o mas
de estos criterios, debera ser evaluado cuidadosamente con métodos de deteccidn directa (es-
tudios parasitoldgicos), seroldgicos y/o moleculares a fin de establecer el diagndstico acertado.
Dentro de los métodos directos, la citologia de médula ésea, nédulos linfaticos, piel o bazo es la
técnica mas frecuentemente utilizada para la deteccidon de amastigotes intracelulares o libres, en
los extendidos coloreados. Las técnicas serolégicas para la deteccion de anticuerpos pueden ser
cualitativas (técnicas de diagnéstico rapido por inmunocromatografia o DOT-ELISA) o cuantitati-

vas (Inmunofluorescencia indirecta o ELISA).

Métodos directos de diagnéstico

Citologia

La citologia consiste en la identificacion de los parasitos a partir de muestras citoldgicas, ras-
pados e improntas de lesiones cutaneas, aspirados de linfonédulos o médula ésea, bazo y/o
nodulos cutaneos. Lo que se observa al microscopio Optico en muestras positivas son los amas-
tigotes libres o dentro de macrofagos con su morfologia caracteristica, ya que tienen afinidad por
tinciones habituales como May-Grunwald Giemsa y Diff-Quick. Como ventajas de este método

se puede mencionar el bajo costo, la simple y rapida obtencién de la muestra, y la elevada es-
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pecificidad cercana al 100%, ya que con la sola presencia de un amastigote se confirma la infec-
cion. Sin embargo, la sensibilidad varia de 17 a 83% siendo mayor en caninos que presentan

sintomatologia ya que suelen tener una mayor carga parasitaria (Moreira et al., 2007).

Histopatologia e Inmunohistoquimica (HP e IHQ)

La HP tiene como ventaja que permite descartar otros procesos patologicos o inferir la pre-
sencia de infeccion por Leishmania a través de infiltrados celulares caracteristicos (Koutinas &
Koutinas, 2014), y como desventaja que requiere de muestras obtenidas de manera invasiva.

La IHQ es una técnica mas compleja, costosa y especifica ya que colorea y destaca la pre-
sencia de parasitos aumentando la sensibilidad en casos donde la carga parasitaria es baja (Mo-
reira et al., 2007).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La técnica de PCR permite amplificar ADN de Leishmania spp. presente en diferentes tipos
de muestras (médula ésea, linfonédulos, piel, sangre, hisopado conjuntival, oral, nasal, etc.).
Esta técnica tiene una alta sensibilidad y especificidad, pudiendo detectar infeccion de manera
precoz (Coura-Vital et al., 2011). La PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) es utilizada prin-
cipalmente para el diagndstico y seguimiento post tratamiento ya que cuantifica la carga para-
sitaria en muestras de diferentes origenes (Pennisi et al., 2005). Es importante destacar que
hay una diferencia importante de sensibilidad en esta técnica de acuerdo con el material estu-
diado, siendo la piel, los tejidos linfaticos y la médula ésea los materiales méas confiables com-
parados por ejemplo con muestras como sangre (de Almeida Ferreira et al., 2012; Hernandez
et al., 2015; Oliveira et al., 2015).

Aislamiento y cultivo

El cultivo en lineas celulares de Leishmania spp. tiene una especificidad cercana al 100%,
mientras que la sensibilidad varia segun la carga parasitaria de las muestras procesadas. Sin
embargo, no es un método utilizado de rutina ya que se necesitan instalaciones especiales y
requieren de periodos prolongados para determinar que la muestra es negativa, por lo que se

utiliza principalmente con fines de investigacion (Maia & Campino, 2008).

Métodos indirectos de diagndstico

Enzimoinmunoensayo (ELISA)

El ELISA es una técnica seroldgica cuantitativa que utiliza diferentes antigenos como: pro-
mastigotes o amastigotes completos o extractos solubles, proteinas recombinantes (rK39) o pro-
teinas purificadas (Solano-Gallego et al., 2014). La sensibilidad oscila entre 80%-99,5% vy la es-
pecificidad 81%-100 % (Marcondes et al., 2011). Existen diferentes tipos de ELISAs y tienen

como ventaja que se pueden procesar varios sueros de manera simultanea.
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Inmunofluorescencia indirecta (IFl)

Es un método de diagndstico considerado de referencia por la organizacion mundial de la
salud animal (OIE) por su alta sensibilidad y especificidad. Se clasifica como indirecta y cuanti-
tativa porque detecta titulos de anticuerpos anti-Leishmania presentes en el suero y es la técnica
serolégica mas aplicada en paises endémicos para todos los tipos de leishmaniasis (Solano-
Gallego et al., 2014).

Como ventajas de esta técnica se destaca su capacidad de cuantificar titulos altos, inter-
medios o bajos de anticuerpos anti-Leishmania tanto en individuos sanos como enfermos (Al-
var et al., 2004).

Como desventaja de la IFl se puede mencionar la posible reaccién cruzada con otros proto-
z00s, razén por la cual se deben considerar positivos los titulos de anticuerpos moderados a
elevados en areas donde coexisten mas de una especie de Leishmania u otros parasitos rela-
cionados como Trypanosoma spp. (Eiras et al., 2014). La otra desventaja esta asociada al equi-
pamiento necesario para el desarrollo de esta técnica y a la necesidad de contar con personal

capacitado para la interpretacion del resultado (Gradoni, 2002).

Test serolégicos rapidos

Los métodos rapidos son técnicas serolégicas cualitativas para la deteccion de anticuerpos
anti-Leishmania. Se ha determinado una sensibilidad que varia entre el 30%-70 % (Solano-Ga-
llego et al., 2014). Como ventajas podemos mencionar que son muy practicos de utilizar en la
clinica veterinaria ya que permiten obtener resultados en el momento y son de facil realizacion
(Gradoni, 2002). Sin embargo, como desventaja se puede mencionar que no permite conocer el
titulo de anticuerpos. Se sabe también que es poco probable detectar anticuerpos en caninos
asintomaticos con titulos bajos, obteniendo entonces muchas veces resultados falsos negativos,
por lo que no deberian ser utilizados como Unico método de diagndstico. Como en otras pruebas
para Leishmania, también pueden observarse reacciones cruzadas con otros microrganismos
como Trypanosoma cruzi, Ehrlichia canis, Babesia canis, Toxoplasma gondii y Neospora ca-

ninum lo que disminuye la especificidad de la prueba (Zanette et al., 2013).
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