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RESUMEN

La leishmaniasis y la enfermedad de Chagas junto a malaria,
schistosomiasis, filariasis y lepra, estan consideradas por la OMS unas de
las enfermedades tropicales de mayor importancia, de hecho estdn
incluidas en el programa OMS/TDR por la busqueda de nuevas técnicas de
prevencion, diagnostico y tratamiento. Estas “Enfermedades Olvidadas”
estan asociadas a la pobreza y a las malas condiciones de vivienda, por ello
se extienden, principalmente en las areas rurales de todo el continente
latinoamericano, y en el caso de la leishmaniasis también en el africano y
asiatico, asi como en los cinturones de pobreza alrededor de las grandes
ciudades. Estan consideradas como las enfermedades parasitarias con
mayor carga econdmica debido a su prolongada cronicidad. Estas
parasitosis frecuentemente pasan desapercibidas como un problema de

salud y estan relacionadas con el desarrollo socio-econémico del pais.

Actualmente su diagnostico estd basado en la presencia de
anticuerpos contra 7. cruzi y Leishmania sp. en el suero de individuos
infectados. Estos anticuerpos se han detectado principalmente empleando
diferentes pruebas, las pruebas serologicas mas utilizadas han sido ELISA,
HALI e IFI, conocidas como pruebas convencionales. A partir de diciembre
del 2002, la OMS recomendd el uso de una prueba de alta sensibilidad
(ELISA) que representa una herramienta adecuada para el tamizaje, aunque
es importante mejorar su calidad considerando que, la mayoria de las
pruebas ELISA utilizadas pertenecen a dos categorias: las que usan
fracciones antigénicas del lisado parasitario y las que utilizan antigenos
recombinantes o péptidos sintéticos. Sin embargo, estas pruebas no

presentan una alta sensibilidad y especificidad. Ademads, se necesita la
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RESUMEN

estandarizacion de una prueba complementaria para confirmar los
resultados obtenidos en el tamizaje seroldgico, ya que el nimero de
muestras que es dirigido a servicios clinicos para confirmar los resultados
reactivos o dudosos en el tamizaje y que quedan sin confirmacion, es

bastante elevado.

Asi, segun la OMS, la necesidad en investigacion para solucionar la
problemadtica de la enfermedad de Chagas en los bancos de sangre es la
produccion comercial de una prueba altamente sensible y especifica para el
correcto diagnostico de 7. cruzi, asi como para la deteccion de Leishmania
spp., agentes etiologicos de diferentes patologias y con diferente

tratamiento médico.

Debido a la alta incidencia de la enfermedad de Chagas y de la
leishmanisis en una gran variedad de zonas endémicas, y tomando en
cuenta el riesgo que presenta tanto para los seres humanos como para otras
especies de mamiferos que actian como reservorios naturales de estos
parasitos, es de suma importancia atender con medidas de prevencion a las
poblaciones que se encuentran con mas alto riesgo de sufrir la enfermedad.
Para ello, es necesario desarrollar métodos de diagndstico eficaces que
tengan la sensibilidad y la especificidad adecuadas para hacer un
diagnéstico fiable a tiempo, y asi poder brindar un tratamiento que permita
a los individuos afectados recuperarse y de esta forma disminuir las
posibilidades de contagio de la enfermedad, debido al ciclo de vida del

agente que la causa.
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RESUMEN

Por todo ello, nuestro estudio plantea el uso de la Hierro Superdxido
Dismutasa (Fe-SODe) excretada por los tripanosomatidos como un
antigeno altamente efectivo para el diagnostico de infecciones por 7. cruzi
y Leishamania spp. Para ello, hemos analizado diferentes sueros
procedentes de México, pais endémico para estas enfermedades. La
mayoria de las muestras ensayadas en este estudio proceden de perros de
diferentes zonas de la Peninsula de Yucatan, debido a la gran importancia
de estos animales domésticos en la transmision de estas enfermedades a los
seres humanos por su estrecha relacion con éstos. Ademas en este trabajo
hemos analizado sueros de gatos, hasta el dia de hoy estudiados por pocos
autores, procedentes de la misma area geografica de los canidos con el fin
de demostrar su posible papel como reservorio. Por ultimo, para demostrar
la eficacia de nuestra fraccion antigénica hemos ensayado sueros humanos
de pacientes procedentes del estado Querétaro. Nuestro estudio seroldgico
lo hemos realizado empleando la técnica de ELISA usando como fraccion
antigénica tanto nuestra Hierro Superdxido Dismustasa excretada (Fe-
SODe) como el lisado total del parasito, para comparar asi los resultados.
Tras esto, comprobamos todos nuestros resultados mediante la técnica de

Western blot por su mayor especificidad.

Con la estandarizacion de una prueba diagnostica para la
leishmaniasis y la enfermedad de Chagas se contribuiria a un mejor
conocimiento y control de estas enfermedades desde el punto de vista

clinico y epidemiolégico.
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INTRODUCCION

2. 1. Taxonomia de los tripanosomatidos

Los tripanosomatidos son pardsitos protozoos pertenecientes al
orden Kinetoplastida. Se trata de organismos flagelados (mastigéforos)
hemotisulares capaces de parasitar una gran variedad de hospedadores
invertebrados y vertebrados. Este orden se distingue por su ultraestructura,
que incluye la presencia de una uUnica mitocondria alargada, llamada
kinetoplasto que contiene ADN superenrrollado (ADN del kinetoplasto,
ADNKk) asociado al corpusculo basal o blefaroplasto flagelar. Siguiendo la
clasificacion, entrariamos dentro de la Familia Tripanosomatidae, en la que
los géneros Trypanosoma 'y Leishmania son los mas importantes por incluir
una serie de especies que ocasionan graves enfermedades en humanos,
como 7. cruzi agente causal de la enfermedad de Chagas, T. brucei
gambiense y T. b. rhodesiense agentes causales de la enfermedad del suefo
y Leishmania spp. agentes causales de la leishmaniasis (visceral, cutanea o
mucocutanea).

La clasificacion para Trypanosoma spp. y Leishmania spp.,

acordada por Levine en 1980, es la siguiente:

Reino: Protista
Subreino: Protozoa
Phyllum: Sarcomastigophora
Subphyllum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophorea
Orden: Kinetoplastida
Familia: Trypanosomatidae

Géneros: Leishmania spp 'y Trypanosoma spp.

20



INTRODUCCION

2.2. Leishmania v leishmaniasis

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria grave relacionada
con la pobreza que supone una carga sanitaria cada vez mayor, causada por
el protozoo parasito del género Leishmania, del que mas de 20 especies
son patogenas para humanos. Esta enfermedad puede presentar diferentes
manifestaciones clinicas que se clasifican en tres grandes grupos:
leishmaniasis visceral (LV), leishmaniasis cutanea (LC) y leishmaniasis
mucocutanea (LMC); segtn la célula diana de replicacion de los parasitos,
que serian las células del sistema fagocitico mononuclear, las de la dermis

y las de los tejidos nasofaringeos, respectivamente.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la considera una de
las 9 enfermedades olvidadas mas importantes incluidas en el “Programa
especial de investigacion y formacion en enfermedades infecciosas” (TDR)
(WHO, 2007) y la sefala como prioritaria para la investigacion y el control
(WHO, 2010), formando parte en la actualidad del “TDR strategic plan”
2012-2017.

Esta parasitosis es muy cosmopolita, presentando una amplia
distribucion en todos los continentes excepto en la Antartida. La
enfermedad ha sido reportada en 98 paises y se han descrito casos de
leishmaniasis cutaneas, mucocutdneas y viscerales (WHO, 2010). La OMS
estima que hay unas 12 millones de personas infectadas en el mundo y que
350 millones estan en riesgo de contraer la enfermedad produciéndose cada
afio dos millones de nuevas infecciones (0,5 millon de leishmaniasis

visceral y 1,5 millon de leishmaniasis cutanea). Sin embargo, la mayoria de
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INTRODUCCION

los casos no estan reportados, siendo obligatoria la denuncia de los datos
registrados solo en 33 paises. Debido a los dafios econdmicos, sociales y
psicoldgicos causados por la leishmaniasis, se considera un problema de
alto impacto o estigmatizacion en la salud publica y, sin embargo, sigue

siendo una de las enfermedades mas olvidadas en el mundo.

En los tltimos afios, la leishmaniasis es considerada una
enfermedad emergente (Pavli y Maltezou, 2010; Ameen, 2010) debido a
las modificaciones climaticas, a las migraciones de las poblaciones, a la
resistencia de los mosquitos hacia los insecticidas y a la dificultad para
eliminar la infeccion en los animales reservorios, asi como su relacion
como infeccion oportunista en enfermos de SIDA (Gil-Prieto y col., 2011;

Grabmeier-Pfistershammer y col., 2012).

Siendo asi una de las enfermedades mas diversas y complejas
producidas por protozoos cuya forma natural de transmisioén es de manera
vectorial mediante la picadura de dipteros hematéfagos (moscas de arena)
de la familia Psychodidae que pertenecen a los géneros Lutzomyia en el
continente americano y Phlebotomus en Europa, Asia y Africa (Ameen,

2010).
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2.2.1. Morfologia v ciclo de vida de Leishmania spp.

La morfologia de las diferentes especies de Leishmania spp. es muy
parecida. Estos protozoos se desarrollan y multiplican en el hospedador
vertebrado como formas amastigotas intracelulares de las células del
sistema fagocitico mononuclear y, como amastigotas y promastigotas en la
luz del tubo digestivo de los vectores invertebrados, dipteros de la familia

Psychodidae, subfamilia Phlebotominae.
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Figura 1: Formas que adopta Leishmania sp.en su ciclo de vida
http://www.nature.com/scitable/topicpage/kinetoplastids-and-their-networks-of-
interlocked-dna-14368046

La forma amastigota es la Unica que se desarrolla y multiplica en
el vertebrado, en las células macrofagicas fijas y circulantes. Tanto en
situacion intracelular como cuando quedan libres después de multiplicarse
en las células, aparecen como pequefios corptsculos ovales de 3-5 um, en
los que se distingue muy bien el nucleo y un corpusculo baciliforme (figura

1), que corresponde al kinetoplasto (Marin y col., 2013).
Las formas promastigotas se desarrollan en el vector invertebrado

y tienen un aspecto fusiforme de unos 7-15 pm de largo, distinguiéndose

bien un nucleo, un kinetoplasto prenuclear y un flagelo que emerge en la
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region apical del cuerpo libre en toda su longitud (Gallego Berenguer,

2007).

Durante el desarrollo del parasito en el vector, Leishmania adopta
varias morfologias intermedias entre la forma flagelada y la aflagelada. Las
formas descritas enumeradas por orden de aparicion a lo largo de esta
transformacion son los promastigotes prociclicos (aparecen entre las 24 y
48 tras la ingesta), nectomonas (48 -72 horas), leptomonas (4-7 dias),
haptomonas (5-7 dias) y metaciclicos (7-14 dias), estos ultimos son los
responsables de la transmision de la infeccion al vertebrado (Kamhawi,

2006).

Todas las especies de Leishmania presentan un ciclo de vida similar
y es importante conocer cada una de las etapas para poder entender y
aplicar ciertas medidas de control. Para que se complete el ciclo se requiere

la presencia de un hospedador vertebrado y un vector invertebrado (Fig. 2).

Figura 2: Ciclo de vida de Leishmania spp.
http://www.who.int/tdr/diseases/leish/life_cycle leishmania/en/index.html
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El ciclo comienza cuando el insecto vector toma sangre de un
vertebrado infectado. Al alimetarse, el flebotomo ingiere macrofagos
infectados con la formas amastigotas del parésito. Durante un periodo
inicial de 6 a 9 dias (dependiendo de la especie) Leishmania se desarrolla
diferenciandose en los distintos estadios descritos anteriormente hasta
convertirse en promastigotes metaciclicos. El proceso de transformacion de
amastigotas en promastigotas metaciclicas es conocido como
metaciclogénesis (Kamhawi, 2006). La sangre de la que se alimenta el
vector permanece contenida inicialmente en la region abdominal del
aparato digestivo gracias a la membrana peritrofica. Al segundo o tercer
dia de desarrollo, Leishmania adopta la forma nectomonas y se produce la
degeneracion de la membrana peritrofica, permitiendo la migracion de los
parasitos hacia la zona anterior del intestino medio. Una vez en el intestino,
los promastigotes avanzan hacia la zona bucal pasando por los distintos
estadios del desarrollo. En el momento que los promastigotes adoptan la
forma haptomonas se adhieren a la cuticula de la valvula estomodeal
formando anillos concéntricos. Posteriormente, los parasitos se desplazan
en sentido oral ocupando el esdfago y la zona posterior de la faringe.
Aproximadamente a partir del séptimo dia tras la ingesta aparecen las
primeras formas infectantes, las promastigotas metaciclicas. Las
promastigotas metaciclicas maduras se acumulan en el intestino anterior e
intestino medio del mosquito, que transmite la infeccion al alimentarse otra

vez de sangre de un hospedador vertebrado (Marin y col., 2013).

El insecto vector inyecta las formas promastigotas durante la

picadura al hospedador mamifero y poco después el parasito es fagocitado
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por los macrofagos de la dermis, donde las formas promastigotas se
transforman en amastigotas tras un periodo de 12 a 24 horas después de la
inoculacion. Después de la transformacion, las formas amastigotas se
dividen en el interior de los macrofagos hasta  la ruptura de estos,
liberando asi las amastigotas que pueden ser fagocitadas por otros
macrofagos. Esta fase es cronica y puede durar de meses a afos, incluso
toda la vida sin que se presenten signos clinicos, dependiendo de la
susceptibilidad del hospedador y de su sistema inmunitario (Sharma y
Singh, 2008). Los macréfagos infectados pueden permanecer localizados
en la piel, limitdndose la invasion a la zona dérmica, dando lugar a lesiones
de tipo localizado o tulceras caracteristicas de la leishmaniasis cutanea.
También pueden invadir, bien por paso directo o por metastasis sanguinea,
las mucosas labial y nasal, provocando la leishmaniasis mucocutanea. O
pueden pasar arrastradas por los macréfagos circulantes y por el torrente
sanguineo, a otros sistemas organicos ricos en células macrofagicas fijas
(médula 6sea, higado, bazo, etc.), dando lugar a invasiones generalizadas
muy graves, conocidas como leishmaniasis visceral. El ciclo se reanuda
cuando el flebétomo pica a un hospedador infectado para alimentarse de

sangre.
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2.2.2. Control de 1a leishmaniasis: Hospedadores v vectores

Los hospedadores reservorios de la leishmnaniasis son mamiferos
salvajes y domésticos. Segin la OMS son dos las categorias en la que se
pueden dividir la leismaniasis dependiendo de la fuente de infeccion
humana: la antroponoética en la que los reservorios son los humanos y la
zoondtica en la que los reservorios son los animales salvajes, comensales o
domésticos. Aunque cada especie de Leishmania generalmente se divide en
una de estas categorias hay excepciones, como es el caso de varias especies
cutaneas que aunque suelen ser zoondticas también pueden infectar a los
seres humanos de forma accidental. Por lo general, hay un grupo de
hospedadores mamiferos mas frecuente para las especies de Leishmania,
pero otros mamiferos de la misma zona se pueden infectar y se conocen
como hospedadores accidentales. Estos pueden jugar un papel importante
en el mantenimiento del ciclo, ya que en ocasiones llevar al parasito a un

contacto mas estrecho con los seres humanos (WHO, 2010).

Entre el parasito, el vector y el reservorio se establece un conjunto
de relaciones complejas que permiten que el sistema se mantenga por si
mismo. Asi, una especie concreta de Leishmania puede parasitar
reservorios de diferentes grupos filogenéticos (primates, perros,
roedores,...); de la misma manera que un hospedador concreto puede ser

parasitado por varias especies de Leishmania.

Los mamiferos reservorios de Leishmania pertenecen a diferentes
ordenes: Primates, los humanos; Carnivora, el perro doméstico (Canis

familiaris); Rodentia, roedores de los géneros Meriones, Mastomys,
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Arvicanthis, Tatera, Proechimys y Neotoma, entre otros; Edentata, los
perezosos de las selvas centro y sudamericanas (Choelopus spp. y
Bradypus spp.); Marsupialia, la zarigiieya sudamericana (Didelphis
marsupialis). Se han comunicado infecciones por Leishmania en otras
numerosas especies de mamiferos de los ordenes anteriormente citados y
otros como Perissodactyla, que podrian actuar en algin caso como
reservorio o como huéspedes accidentales, sin una repercusion importante

en la epidemiologia de la infeccion (WHO, 2010).

Los vectores de la leishmaniasis son dipteros pertenecientes al
género Lutzomyia en en el Nuevo Mundo (América central y del sur) y al
género Phlebotomus en el Viejo Mundo (Africa, Asia y Europa). El
mosquito vive en zonas de bosque que ha sido talado y pican a humanos
que viven o trabajan cerca de estas zonas. Se puede encontrar desde

regiones intertropicales hasta zonas templadas (Sharma y Singh, 2008).

Los mosquitos adultos son pequefos (2 6 3 mm de largo) y tienen
las alas erectas en forma de V. Los machos se alimentan de azucares de
vegetales, pero la hembra ademds necesita ingerir sangre para concluir su
ciclo reproductivo. Su actividad va desde el creptsculo hasta el amanecer.
Las larvas se crian en zonas himedas con material organico en

descomposicion (Salomoén, 2009).

El control de la leshmaniasis en América latina ha demostrado ser
un reto. Tanto un tratamiento como un diagnodstico temprano van a ser
esenciales para el paciente, sin embargo el impacto en la transmision sera

limitado si no se abordan los animales reservorios ni los insectos vectores.
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Hay estudios serologicos que demuestran un descenso de la incidencia de
leishmaniasis visceral en nifios debido al sacrificio de perros seropositivos
(Ashford y col., 1998; Palatnik de Sousa y col., 2001). Sin embargo, el
impacto no fue tan importante y se debia a la baja sensibilidad de los test
de diagndstico, el retraso entre el diagndstico y el sacrificio, y la baja
aceptacion de la medida por parte de los duefios de los perros. Los modelos
matematicos sugieren que el control de los vectores y la vacunacion de los
perros, son medidas de control mucho mas eficaces que el sacrificio, sin
embargo hasta el dia de hoy no existen vacunas eficaces para esta
enfermedad. El tratamiento no seria tan efectivo, porque las recaidas son
frecuentes y los perros vuelven a ser infecciosos de nuevo rdpidamente

(Romero y Boelaert, 2010).

Para desarrollar medidas de control efectivas en América latina no
se pueden extrapolar métodos que funcionen en otras zonas, dada la
heterogeneidad de las especies causantes de la enfermedad, la variedad de
vectores y los diferentes patrones de transmision. Por ello se necesitan
estudios especificos en cada zona y ajustar las medidas de control a las

necesidades requeridas (Romero y Boelaert, 2010).

Diversas organizaciones publicas y privadas han emprendido
iniciativas especificas para el control de la leishmaniasis; la colaboracion
interinstitucional abarca la participacion del sector privado, si bien en una
medida ain no comparable a la colaboracion prestada en el caso de otras
enfermedades tropicales desatendidas. A este respecto, se pueden sefialar
los ejemplos siguientes: i) la iniciativa del Gobierno de Espafia para

contribuir, junto con la OMS, al control de la leishmaniasis visceral en
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Etiopia y el Sudan; ii) la plataforma organizada en el Cuerno de Africa por
la Drugs for Neglected Diseases Initiative (Iniciativa en pro de los
Medicamentos para las Enfermedades Desatendidas) para la realizacion de
ensayos clinicos; iii) el proyecto de acuerdo entre la Fundacion Bill y
Melinda Gates y la campafia de la entidad sin fines de lucro OneWorld
Health para realizar los ensayos clinicos de fase III/IV de la paromomicina
en la India; iv) los programas especificos de las organizaciones no
gubernamentales Médecins sans Frontiéres y HealthNet International, y v)
las actividades para controlar la actual epidemia de leishmaniasis cutdnea
en Kabul, apoyada por los Gobiernos del Afganistan y de Bélgica, la OMS,
la Fundaciéon La Caixa, HealthNet International y la Fundaciéon Massoud.
Algunas empresas farmacéuticas han acordado reducir los precios de sus

medicamentos.

La OMS ha impartido a los paises mas endémicos capacitacion
especializada en la realizacion de actividades sobre el terreno y ha ayudado
a organizar programas nacionales de control, aun cuando serd preciso
mejorar su coordinacién. Deben intensificarse las actividades de apoyo a
los equipos que suministran atencion en las zonas mas remotas. Hay que
ampliar los programas de control a los paises afectados donde ain no
existen, para lo cual serd necesario establecer una estructura
descentralizada que cubra las zonas donde existen focos importantes de
esta enfermedad, aumentar el nimero de centros colaboradores de la OMS
y asignarles un papel mas destacado, y apoyarse en iniciativas emprendidas

por las diversas partes mencionadas en el parrafo anterior.
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Es fundamental intensificar la colaboracion entre los paises para
crear centros de vigilancia «centinelay, cartografiar los focos y la
prevalencia sobre la base de evaluaciones epidemiologicas, formar
personal técnico para investigar los fracasos terapéuticos, y establecer

sistemas informaticos para la recogida y el andlisis de datos.

2.2.3. Diversidad clinica de la leishmaniasis

Una de las caracteristicas mas notables de la leishmaniasis es la
diversidad de enfermedades causada por agentes morfologicamente
similares. La diversidad no estd totalmente explicada por la diversidad
genética de los parasitos. Ademads, estd generada en parte por la variedad
en la respuesta del hospedador a la infeccién y en parte por la restriccion
de los parédsitos a partes u oOrganos especificos del cuerpo. En
experimentacion animal se ha visto que la genética tiene un gran efecto en
la respuesta del hospedador a la infeccion. Hay evidencias considerables de
que las formas mas virulentas pueden causar enfermedades no detectables
en ciertos individuos. Por ello también es de considerar la respuesta

inmune del hospedador. Se describen varias formas clinicas:

La leishmaniasis cutdnea produce Ilesiones en la piel,
principalmente en la cara, brazos y piernas. Aunque esta forma a menudo
se cura de manera espontidnea, a veces puede crear serias dificultades y

cicatrices permanentes (WHO, 2010).
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La leishmaniasis cutinea difusa, suele aparecer en individuos
inmunodeprimidos y su importancia es debida a que es dificil de tratar ya
que sus lesiones son diseminadas, se asemejan a la lepra y no se curan de
forma espontanea. Se inicia con una lesion que puede ser ulcera, placa o
nédulo que posteriormente dan lugar a lesiones satélites. Esta forma
particular se relaciona con un sistema inmunologico defectuoso y se
caracteriza por recaidas después del tratamiento. Por tanto es cronica y

resistente a terapia.

La leishmaniasis mucocutanea, también llamada "espundia" en
América del Sur, causa lesiones en la cara, asi como la destruccion de las
membranas mucosas de la nariz, boca y garganta. Después de meses o afios
de una lesion cutanea, los parasitos se diseminan por via linfatica hacia la
oronasofaringe. Se forman lesiones nodulares que evolucionan a tulceras.
Al final se perfora el tabique y se produce una deformacion de la nariz
llamada “nariz de tapir”. Otras veces la lesion mucosa empieza en el
paladar blando con posterior destruccion de la uvula. Otras lesiones pueden
aparecer en la epiglotis y producen disfonias. La cirugia reconstructiva de

deformidades es una parte importante de la terapia (WHO, 2010).

La leishmaniasis visceral, es la forma mas grave de la
leishmaniasis y suele ser mortal si no se trata. El periodo de incubacion
puede ser de meses o afios y, a diferencia de la forma cutdnea de la
leishmaniasis, ésta afecta a los 6rganos internos. Tras la aparicion de un
ulcera cutdnea la enfermedad visceral puede establecerse con grave
esplenomegalia, hepatomegalia y signos hematologicos como anemia y

leucopenia. La leishmaniosis visceral se puede clasificar como endémica,
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esporadica o epidémica y las manifestaciones clinicas suelen diferir segin
se trate de una u otra de las tres situaciones (WHO, 2010).

La endémica afecta sobre a todo a nifios y se desarrolla en la zona
del Mediterraneo, Asia sudoriental, China y América Latina. La incidencia
es dos veces mayor en los hombres que en las mujeres. El periodo de
incubacion oscila entre 10 dias y mas de un afo. Los sintomas mas
frecuentes son fiebre, malestar, pérdida de peso y anorexia; a veces
aparecen tos y diarrea. Los signos clinicos mas corrientes son
esplenomegalia indolora a la presion (el bazo es blando a diferencia de
otras esplenomegalias (bazo de leche)), hepatomegalia moderada (el
higado también es blando y con el reborde marcado) y linfoadenopatia,
consuncion y palidez de las membranas mucosas. En la India es frecuente
el oscurecimiento de la piel de la cara, manos, pies y abdomen (kala-azar:
enfermedad negra). Existen signos de malnutricion (edema y alteraciones
de la piel y el cabello). A veces se producen neumonia, disenteria o
tuberculosis pulmonar.

La leishmaniasis visceral esporadica se da cuando las personas no
nativas de cualquier edad entran en una zona endémica y contraen la
enfermedad. La fiebre aparece entre tres semanas y dos afios después de la
exposicion. La enfermedad puede avanzar de forma aguda con escalofrios,
fiebre alta ondulante, sudor abundante, pérdida de peso rapida y malestar
profundo. A veces aparece anemia hemolitica aguda grave, lesion renal
aguda y hemorragia intensa de las mucosas.

La leishmaniasis visceral epidémica se puede presentar en todas las
edades, excepto los que hayan sido infectados en una epidemia anterior. Se
produce mas frecuentemente en los hombres que en las mujeres en una

proporcion de 4:3. Las formas agudas son raras.
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También existe enfermedad subclinica ya que se cree que en
algunos paises los casos subclinicos superan a los casos clinicos en una

proporcion de 5:1.

La leishmaniasis dérmica post-kala-azar (LDPK), estd causada
por la especie L. donovani, después de la cura de una leishmaniasis visceral
inicial y es caracteristica del subcontinente indio, aunque se observa
ocasionalmente en Africa oriental. No estd asociada a la infeccion por L.
infantum. Se presenta ocasionalmente en pacientes sin historial de
enfermedad visceral, pero solo en lugares en los que L. donovani es
transmitida. A veces se desarrolla antes de que la infeccion visceral se haya
curado, pero su aparicion se puede retrasar hasta dos afios. Es una
enfermedad variable que puede empezar como una puncion,
despigmentacion progresiva dando a la piel un aspecto de moteado o puede
ser notada al principio como unas discretas papulas, principalmente en
superficies expuestas a la luz. Puede progresar produciendo una superficie

extensa de papulas o discretos nddulos (WHO, 2010).

La leishmaniasis visceral es una de las infecciones oportunistas que
ataca a personas con VIH. La poblacion infantil ha sido la més afectada por
esta enfermedad, aunque actualmente se ha observado con mayor
frecuencia en los adultos infectados por VIH. En estos casos de co-
infeccion, la leishmaniasis visceral esta latente o se adquiere una vez
desarrollado el proceso inmunosupresor, que evoluciona en estas personas
de un modo explosivo y con una elevada falta de respuesta a los fArmacos

usados para su tratamiento.
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2.2.4. Distribucion de la leishmaniasis

Actualmente la leishmaniasis presenta una distribucion cosmopolita
y son endémicas en las regiones tropicales y subtropicales de 98 paises, de
los cuales 72 estdn en vias de desarrollo. El1 90% de los casos de
leishmaniasis cutdnea ocurren en Afganistan, Argelia, Brasil, Iran, Peru,
Arabia Saudita y Siria; el 90% de los casos de leishmaniasis muco-cutanea
se dan en Bolivia, Brasil y Pert; y 90% de los casos de leishmaniasis
visceral se encuentran en Bangladesh, Brasil, India, Nepal y Sudan (WHO,

2013).

Mapa 1: Distribucion de la Leishmaniasis Visceral en el Nuevo Mundo
(Fuente: Second WHO report Neglected Tropical Diseases. 2013)

La leishmaniasis en el Nuevo Mundo actualmente se distribuye
desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de Argentina. En México la
leishmanisis se ha registrado en 22 estados y se considera endémica en los

estados de: Chiapas, Oaxaca, Tabasco, Veracruz, Campeche, Yucatin y
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Quintana Roo (Bonfante-Garrido, 1983; Cérdova-Uscanga y col., 1993;
Velasco Castrejon y col., 2009; Sanchez-Garcia y col., 2010). En estos
estados la manifestacion clinica que se suele observar es la leishmaniasis
cutanea y en su transmision estan implicadas diferentes especies de
vectores del género Lutzomyia (Lu. olmeca, Lu. whitmanni, Lu. pessoai,

Lu. mogonei 'y Lu. Intermedia, entre otras) (Bonfante-Garrido, 1983).

0006

Average number of reported cases, 2005-2010
e <i000 [ Praviousy raportad cases.
[ No cases raportad
[ Not appiicatle

Mapa 2:Distribucion de la Leishmaniasis Cutanea
(Second WHO report Neglected Tropical Diseases. 2013)

Las principales especies que existen en el continente americano
son: L. braziliensis, L. guayanensis, L. panamensis, L. mexicana, L.
amazonensis, L. colombiensis, L. infantum (syn. chagasi), L. peruviana y
L. pifanoi. La situacion epidemiologica y las tendencias demogréficas son

diferentes para cada especie de Leishmania (Tolezano y col., 2007)

En la peninsula del Yucatan (constituida por los estados de Yucatén,

Quintana Roo y Campeche) se sabe de la existencia de la leishmaniasis
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desde 1912 (Seidelin, 1912). En algunas dareas, especialmente zonas
chicleras o exchicleras, se consideran endémicas para la leishmaniasis
cutanea y mucocutanea (Andrade-Narvaez y col., 2003; Rebollar-T¢éllez y
col., 1996; Ibafiez-Bernal, 1999), sin embargo se ha observado un cambio
importante en el ecosistema que podria estar modificando la dinamica de
transmision, tanto en vectores como reservorios, como se ha observado en
el estudio realizado en Chetumal, Quintana Roo (Sanchez-Garcia y col.,
2010) y en otros estados como Tabasco, donde se ha observado esta

parasitosis en centros periurbanos (Cordova-Uscanga y col., 1993).
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2.3. Trypanosoma cruzi y la enfermedad de Chagas

La tripanosomiasis americana, mal o enfermedad de Chagas es una
zoonosis muy compleja que estd presente de forma endémica en toda
Latino América, representando una grave amenaza para la salud de los
paises de la region. Esta enfermedad parasitaria estd causada por el
protozoo hemoflagelado 7Trypanosoma cruzi. Este parasito fue descubierto
en 1909 por Carlos Chagas, quien lo caracterizd, establecio su ciclo de vida
y su via natural de transmision, por las deyecciones de los triatominos
hemat6fogos. Actualmente, se conocen otras formas de transmision: por
alimentos contaminados con el parasito, por la transfusion de sangre
infectada, por la transmision de la madre parasitada a su hijo durante el
embarazo o el parto, por el trasplante de Organos provenientes de una

persona infectada o por accidentes de laboratorio (Yoshida, 2009).

La OMS la considera como una de las 9 enfermedades mas
olvidadas del mundo (WHO, 2007), teniendo en cuenta que es una de las
parasitosis mas graves en los humanos, tanto por su prevalencia como por
la gravedad de su cuadro clinico (Hotez, 2008). La transmision vectorial de
esta enfermedad alcanza el 80% de los casos y un 20% es por via congénita
(Rassi Jr y col., 2010). Se calcula que aproximadamente unos 10 millones
de personas estan infectadas en América Latina (Coura y Dias, 2009 ;
Schmunis y Yadon, 2010; WHO, 2012) y causa unas 14.000 muertes al
afno (Coura y Vinas, 2010; WHO, 2010). Mas de 25 millones de personas
estan en riesgo de adquirir la enfermedad (WHO, 2012). El impacto de la
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transmision vertical de la enfermedad se estima en Latinoamérica en mas

de 15.000 casos por afio (PAHO, 2006).

2.3.1 Morfologia v ciclo de vida de 7. cruzi

T. cruzi presenta un ciclo de vida heteroxeno que requiere la
presencia de dos hospedadores, uno invertebrado (hemipteros
hematofagos) y otro vertebrado. Este pardsito es un organismo pleomorfico
que tiene varias fases en su ciclo vital, unas en el hombre u hospedadores
reservorios mamiferos y otras en los insectos transmisores. En el
hospedador mamifero se encuentra en la sangre la forma tipica de
tripomastigota sanguinea (Figura 3), mientras que en las células del
sistema reticuloendotelial y de otros tejidos adopta la forma intracelular
tipica de amastigota. En el insecto transmisor triatomino, este parasito
presenta la morfologia de las fases de epimastigota y tripomastigota

metaciclica. (Adams, 2013)
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Tripomastigota Amastigota Epimastigota

Figura 3: Formas que adopta 7. cruzi en su ciclo de vida

http://www.nature.com/scitable/topicpage/kinetoplastids-and-their-networks-of-
interlocked-dna-14368046

39



INTRODUCCION

Las formas tripomastigotas sanguineas se encuentran en la sangre
de los hospedadores mamiferos (humanos, perros, gatos,...). Son
fusiformes, en forma de “C” o “S”, y miden 20 um de largo por 1 um de
ancho. En la unién de los dos tercios posteriores con el anterior se localiza
el nucleo, elipsoidal y vesiculoso; mientras que en el extremo posterior se
observa el kinetoplasto. El axonema parte del cuerpo basal, situado dentro
de la bolsa flagelar, y corre a lo largo del cuerpo del parasito, por fuera,
con pocas ondulaciones. La forma tripomastigota no se multiplica en la

sangre del hospedador.

Las formas amastigotas son intracelulares y se observan en las
fibras del musculo cardiaco estriado o los fagocitos. Estas carecen de
flagelo y son redondeadas, presentando un tamano de 2 a 5 um de
diametro. El kinetoplasto se ve como un cuerpo oscuro cerca del nticleo. Se
multiplica por fision binaria formando racimos o nidos llenando la célula
hospedadora hasta que se rompe. Los parasitos liberados se transforman en

tripomastigotas que infectan otras células.

El vector se infecta al tomar la sangre del hospedador mamifero
infectado. En el intestino del triatomino se forman los epimastigotas y, al
cabo de 15 o 30 dias, en el recto aparecen las tripomastigotas
metaciclicas infectantes. En ellos el kinetoplasto se encuentra detras del
nucleo y en la parte posterior del parésito, el flagelo sale del extremo
posterior y se dobla hacia adelante a lo largo del parasito formando una
membrana ondulante a lo largo de su cuerpo. La transmision solo ocurre
cuando el insecto defeca en el momento de alimentarse (Carrada-Bravo y

col., 2004).
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En el hombre las tripomastigotas no se multiplican mientras estan
en el torrente circulatorio, pero una vez que penetran en los macrofagos o
células de los tejidos, pierden el flagelo y la membrana ondulante,
transformandose en formas amastigotas. Estas se multiplican por fision
binaria, lo que da origen a la formacion de gran nimero de clones, que
adoptan la forma tipica de tripomastigota y aparecen en la sangre

periférica, completando asi su ciclo (Faust, 2003; Adams, 2013).

Figura 4: Ciclo de vida de T. cruzi
http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/life_cycle trypanosoma/en/

En los vectores triatominos, conocidos vulgarmente con diferentes
nombres tales como “chinches besuconas™, ‘“chiches hociconas” o
“vinchucas”, el ciclo de desarrollo puede realizarse en todos los estadios de
ninfas o adulto, y siempre se efectua en el intestino de la chinche. Las
formas tipicas de tripomastigotas sanguineas son ingeridas por el insecto al
alimentarse de un mamifero infectado y éstas se convierten en
epimastigotas que se multiplican y se encuentran en la parte posterior del

intestino medio. Al cabo de unos ocho o diez dias aparecen en el recto las
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formas infectantes para el hombre y mamiferos, que se han originado de
las epimastigotas, denominadas tripomastigotas metaciclicas. Los
triatominos tras alimentarse suelen defecar, liberando en sus heces las
formas tripomastigotas metaciclicas que pueden entrar en el hospedador a
través de las mucosas o heridas. El mamifero al rascarse puede inocular las
tripomastigotas en la herida de la picadura, por lo que las especies de
vectores que presentan un retraso en la defecacion tienen menos
probabilidad de transmitir la enfermedad de Chagas que los que defecan en
el hospedador tras alimentarse (de Souza y col., 2010). La infeccioén puede
adquirirse también por via transplacentaria o sanguinea, por trasplante de
organos o también por via oral cuando la comida o liquidos estan
contaminados con 7. cruzi y son ingeridos por animales o el hombre
(Coura, 2006). El ciclo vital de T cruzi se encuentra representado

esquematicamente en la Figura 4.

2.3.2. Control de 1a enfermedad de Chagas: Hospedadores y vectores

Originariamente 7. cruzi s6lo tenia como reservorios mamiferos de
focos naturales, era una zoonosis de la que el hombre y los animales
domésticos estaban excluidos. Como resultado de la interaccion hombre-
vector en zonas rurales y los cambios en el biotopo, la enfermedad ha
pasado de tener un ciclo exclusivamente selvatico o silvestre, a ocupar
ademds un ciclo doméstico. Sin embargo segin los ultimos estudios de
paleoepidemiologia, la enfermedad de Chagas parece ser tan antigua como

la presencia humana en el continente americano, donde convivian
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humanos, mamiferos reservorios y triatominos vectores (Aufderheide y

col., 2004).

Los reservorios naturales de 7. cruzi son mamiferos (domésticos,
peridomésticos y salvajes), infectados naturalmente por el parésito (PAHO,
2009). Respecto al ciclo doméstico, los perros y los gatos juegan un
importante papel en la dindmica de la transmision al ambiente humano. A
éstos tenemos que afiadir otros no de menor importancia como las cabras,
ovejas, cerdos, alpacas, cobayas, ratones y ratas. La circulacion del
parésito en el ciclo doméstico es dindmica y estos animales se suelen

infectar a edades tempranas en cuanto toman contacto con los vectores.

Para el ciclo salvaje se han descrito mas de 180 especies de
pequeiios mamiferos tanto arbdreos como terrestres, en todo el continente
americano, que han sido infectadas naturalmente con 7. cruzi. Los
reservorios salvajes de importancia epidemioldgica, incluyen algunos
desdentados, marsupiales y roedores que, debido a sus hébitos y las
condiciones locales favorables (deforestacion y laboreo excesivo), juegan
un importante papel en la conexion entre el ciclo doméstico y el selvatico

del parasito (PAHO, 2009).

Los vectores del mal de Chagas son las chinches hematéfagas
pertenecientes a la subfamilia Triatominae (Orden Hemiptera, familia

Reduviidae).
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Mapa 3: Distribucion de los vectores de T. cruzi
www.nature.com/outlooks
Se trata de chinches hematofagas obligadas de héabitos nocturnos y
de las que aproximadamente se conocen unas 138 especies y la gran
mayoria de éstas se localizan en América, desde México hasta Argentina y
Chile, pero s6lo algunas son competentes vectores para 7. cruzi (Argolo y
col., 2008). Triatoma infestans, Rhodnius prolixus y Triatoma dimidiata
son las especies de vectores mas importantes en la transmision de 7. cruzi
al hombre, presentando tres ciclos que se superponen: doméstico,

peridoméstico y selvatico (Miles y col., 2009).

Los insectos vectores normalmente viven en habitats naturales en
contacto con aves, mamiferos y reptiles en diferentes ecosistemas. Las
especies epidemioldgicamente ligadas a la enfermedad de Chagas estan
adaptadas al ambiente humano. Los triatominos que colonizan

permanentemente las casas y son fuertemente antropofilicos, son
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considerados de primera importancia epidemioldgica. Se pueden encontrar
en las grietas de las paredes, detras de los cuadros y los ornamentos. Sin
embargo, la mayoria tienen hébitos selvaticos, y se pueden encontrar bajo
el tronco de arboles muertos, en los huecos de los arboles y en madrigueras

de pequefios mamiferos (WHO, 2002).

Respecto a las medidas de control, la enfermedad de Chagas es
dificil de erradicar, ya que es una zoonosis y comprende una larga lista de
reservorios: mas de 150 especies de animales domésticos (perros, gatos y

cobayas) y a mamiferos silvestres (roedores, marsupiales y armadillos).

Los primeros programas nacionales de control de la enfermedad de
Chagas comenzaron en la década de los 70, priorizando la mejora de la
vivienda (en Venezuela y partes de Uruguay). De forma paralela, se
incrementaron por todo el continente los estudios epidemioldgicos basados
principalmente en encuestas entomoldgicas y seroldgicas que mostraban la
distribucion de los vectores infestados y determinaban tasas directas de
prevalencia y las estimaciones de incidencia en los paises y subregiones.
En la década siguiente se priorizaron los programas de control en paises
como Argentina, Brasil, Chile y Uruguay, y destaca el incremento del
control de los bancos de sangre. A partir de esta década hubo avances
técnicos significativos, como la aparicion de insecticidas piretroides de
sintesis, con mayor efecto residual y menor dafio ambiental y personal, con
lo que reemplazaron a los fosforados y organo-clorados. A partir de la
década de los 90 se ponen en marcha las “Iniciativas Intergubernamentales

para el Control de la Enfermedad de Chagas” en las Américas, bajo la
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coordinacion de los paises involucrados y de la Organizacion

Panamericana de la Salud (Pinto, 2005).

Estas iniciativas subregionales son:

* Iniciativa del Cono Sur para controlar y eliminar la enfermedad de
Chagas (INCOSUR). Fue creada en Brasilia el afio 1991. Paises
participantes: Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay vy
Uruguay. Como resultados destacados cabe citar la interrupcion de
la transmision vectorial de 7. cruzi por Triatoma infestans en la casi
totalidad de su area endémica en el ano 2000, el descenso de la
infestacion domiciliar por 7. infestans en amplias areas, y la mejora
y evaluacion de la calidad de la transfusion sanguinea.

* Comisién Intergubernamental de la Iniciativa de los Paises de
Centroamérica para la Interrupcion de la Transmision Vectorial y
Transfusional de la Enfermedad de Chagas (IPCA). Se cred en
1997 en Honduras. Paises participantes: Belice, Costa Rica, El
Salvador, Guatemala, Honduras, México, Panam4, y Nicaragua.
Sus objetivos son la eliminacion del vector Rhodnius prolixus, la
disminucién de la infestacion intradomiciliar por Triatoma
dimidiata, y la eliminacion de la transmision transfusional de 7.
Ccruzi.

* Iniciativa de los Paises Amazonicos para la Vigilancia y Control de
la Enfermedad de Chagas (AMCHA). Fue creada en Manaos en el
afio 2004. Paises participantes: Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador,
Francia, Guayana, Perti, Surinam y Venezuela.

* Iniciativa de los Paises Andinos de Control de la Transmision

Vectorial y Transfusional de la Enfermedad de Chagas (IPA).
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Comenz6 en Colombia en el afio 1997. Paises participantes:

Colombia, Ecuador, Peru y Venezuela.

Gracias a todo ello se ha interrumpido la transmision vectorial de
Trypanosoma cruzi por las principales especies de triatominos vectores en
Uruguay, Chile, Brasil y cinco provincias de Argentina, alcanzandose esta
meta en el bienio 2008-2009 para Guatemala, Paraguay, Honduras, El
Salvador (para R.prolixus), dos estados de México (Chiapas y Oaxaca para
R. prolixus) y dos departamentos de Perti (Tacna y Moquegua); y aun sin
completar esta meta, todos los paises endémicos han tenido avances en lo
que a control de la transmision vectorial domiciliaria se refiere, con

descenso de sus indices de infestacion triatominica domiciliaria.

Ademés, desde 2009, a los 14 paises que contaban con tamizaje
universal de Chagas en bancos de sangre, se han sumado Chile, Panama,
Peri y Guyana. También se estd abordado la prevencion y atencion de la
enfermedad de Chagas como enfermedad transmitida por alimentos (ETA),
generandose guias y procedimientos coordinados con las éreas de

inocuidad de alimentos y capacitacion de recursos humanos implicados.

La atencion médica de la enfermedad de Chagas estd mejorando en su
calidad y cobertura, incluyendo el diagndstico preventivo prenatal de
infeccion materna para diagnosticar a tiempo y adecuadamente la infeccion

de recién nacidos infectados por via transplacentaria.

No hay ningiin medicamento disponible para su uso a gran escala que

reduzca la probabilidad de transmisién y tampoco ninguna vacuna capaz de
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proteger a individuos susceptibles. Consecuentemente, la mejor forma de
control posible seria reducir las oportunidades de interaccion entre
humanos y vectores, lo cual se consigue mediante el uso de insecticidas
para matar los triatominos alojados en las casas y habilitar las casas de
manera que les sea mas dificil a los vectores su colonizacion (WHO,

2002).

2.3.3. Manifestaciones clinicas de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas tiene dos fases claramente diferenciadas,
una aguda y una cronica, con un periodo de incubacion es de 5 a 14 dias
post-exposicion con heces de insectos triatdminos, y de 20 a 40 dias a
través de transfusion sanguinea. Sin embargo, muchas personas no son
sintomaticas hasta la etapa cronica, que puede ocurrir entre los 5 y 40 afios

tras producirse la infeccion.

La primera fase, la aguda, suele ser asintomatica en el 70% de los
casos y mas frecuente en nifios. Tiene una duracidon aproximada de dos
meses después de contraerse la infeccion. En esta etapa, los amastigotes de
T. cruzi se reproducen dentro de las células y las destruyen.
Posteriormente, los parasitos libres invaden otras células que también se
rompen y causan reaccion inflamatoria con infiltrado de diferentes tipos de
leucocitos. Durante los primeros 15 dias, en menos del 50% de los casos,
puede presentarse el llamado "chagoma de inoculacion", un nodulo
subcutdneo con adenitis regional en el sitio de la picadura; en casos de

inoculacién ocular, es posible identificar el "signo de Romafa", edema
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bipalpebral unilateral, con adenitis retroauricular, caracteristico de la
enfermedad (Carrada-Bravo y col., 2004). Durante esta fase circulan por el
torrente sanguineo una gran cantidad de parasitos y en la mayoria de los
casos no hay sintomas o éstos son leves. Puede haber fiebre, dolor de
cabeza, agrandamiento de ganglios linfaticos, palidez, dolores musculares,
dificultad para respirar, hinchazon y dolor abdominal o tordcico. A pesar de
esto, el indice de mortalidad en la fase aguda es bajo, cerca del 10%. Las
muertes ocurren principalmente por miocarditis, meningoencefalitis y otras
complicaciones como bronconeumonia (Lugones, 2002) y son mas

comunes en niflos en los cuales la mortalidad puede llegar al 40%.

Tras la fase aguda la persona infectada que no es tratada entra en
un periodo de latencia, en el cual la sintomatologia se apaga, hay
multiplicacion lenta de los parasitos y presencia de anticuerpos circulantes
especificos. Esta fase puede durar toda la vida o pasar a la etapa cronica.

(Carrada-Bravo, 2004).

Después de la fase aguda ocurre una respuesta inmune que provoca
disminucion de la parasitemia y mantiene la infeccion en algunos focos
selectivos. Este periodo va desde el final de la fase aguda hasta la aparicion
de los primeros sintomas de la fase cronica y se denomina fase latente o
indeterminada con una duracion media de 10 afos. Se estima que esta
fase la desarrollan del 50 al 70% de los individuos infectados que se
caracteriza por no desarrollar sintomatologia alguna, presentan una baja
parasitemia y parasitos en los tejidos, aunque si son seropositivos a 7. cruzi

y pueden permanecer en este estado durante el resto de sus vidas. Sin
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embargo, pasados 20-30 afios o mas en la fase indeterminada, el 30-35%

de los individuos desarrollaran la fase cronica y sistémica.

La fase crénica se manifiesta 10 o mas afos después de la primera
infeccion. Durante esta fase los pardsitos permanecen ocultos
principalmente en el musculo cardiaco y digestivo. Hasta un 30% de los
pacientes sufren cardiopatias y hasta un 10% presentan alteraciones
digestivas conocidas como “megas” por su caracter inflamatorio
(megaesdfago o megacolon), neuroldgicas o mixtas (Rassi Jry col., 2010).
Con el paso de los afios, la infeccion puede causar muerte subita o
insuficiencia cardiaca por la destruccion progresiva del musculo cardiaco
(WHO, 2010). Las manifestaciones clinicas incluyen principalmente
arritmias, disnea de grandes a pequefios esfuerzos, palpitaciones, edema de
miembros inferiores, dolor toracico, cuadros sincopales. En ocasiones los
pacientes acuden con datos de tipo anginoso, insuficiencia cardiaca
congestiva, embolia pulmonar o sistémica, sin recordar antecedentes
compatibles con la enfermedad de Chagas. También pueden aparecer

tromboembolias y destruccion de las células del sistema nervioso central.

50



INTRODUCCION

2.3.4. Distribucion de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas esta asociada a la pobreza y a las malas
condiciones de vivienda, por ello se extiende principalmente en las areas
rurales de todo el continente latinoamericano y en los cinturones de
pobreza alrededor de las grandes ciudades, donde no tienen posibilidad de
acceder a una atencion meédica adecuada. Estd considerada como la
enfermedad parasitaria con mayor carga econdmica en América Latina
debido a su prolongada cronicidad y estd relacionada con el desarrollo

socio-econdémico del pais.

Es endémica en 21 paises de Latinoamérica, casi el 25 % de la

poblacion del continente sudamericano (Mapa 4).
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Mapa 4: Distribucion de la enfermedad de Chagas.
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Existe una amplia variedad de tasas de prevalencia, vias de
transmision, caracteristicas de los parasitos, sintomas clinicos y reservorios
entre una region endémica y otra. Se estima que existen mas de 25
millones de individuos que viven bajo el riesgo de infectarse y sobre unos
10 millones de personas infectadas en todo el mundo. En 2008 se

registraron mas de 10000 fallecidos por esta enfermedad (WHO, 2010)

La enfermedad puede encontrarse desde la latitud 42° N (Norte de
California) a la latitud 46° S (Sur de Argentina y Chile), sin embargo la
distribuciéon de vectores y reservorios es mayor a la de la enfermedad
humana (WHO, 2010). Los paises mas afectados son: Bolivia (6.8% de los
casos informados); Argentina (4.1%); El Salvador (3.4%); Honduras
(3.1%); Paraguay (2.5%); Guatemala (2%); Ecuador (1.7%); Guayana
Francesa, Guyana, and Surinam (1.2%); Venezuela (1.2%); Nicaragua

(1.1%); Brasil (1%); y México (1%). (PAHO, 2006).

Se ha notificado la transmision por transfusion sanguinea con
creciente frecuencia, aun en paises no endémicos, debido a los fenémenos
masivos de migracion (Rassi Jr y col., 2010). Es considerada como la
segunda via de adquisicion de la infeccion, ya que todo individuo infectado
representa un reservorio potencial del parésito. Por lo que, es importante
tener en cuenta que los movimientos migratorios de las zonas rurales a las
zonas urbanas han cambiado las caracteristicas epidemiologicas de la
enfermedad de Chagas, transformandose asi la infeccion originariamente

rural en urbana.
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Mapa 5:Flujo de migraciones de América Latina hacia regiones no endémicas para la
enfermedad de Chagas (www.nature.com/outlooks)

Es importante agregar que dicha transmision no se limita a los paises
en los que la enfermedad es endémica. La migracion de personas
infectadas por 7. cruzi plantea un problema de salud publica, incluso, en
paises en los que no hay transmision vectorial del parasito, como Canada,
Estados Unidos, Japon, Australia y Espafia (Mapa 5), en donde se han
detectado casos de transmision sanguinea por 7. cruzi (Coura y Viias,

2010).

Esta globalizacion de la enfermedad de Chagas constituye un
importante factor de riesgo de transmision de la infeccion por 7. cruzi por
transfusion sanguinea, y por lo tanto, obliga a los paises no endémicos a
adoptar medidas de prevencion y control, ademas del establecimiento de
nuevas politicas y estrategias para la tamizacion de donantes en bancos de
sangre, asi como el eventual seguimiento y tratamiento de los pacientes

infectados.
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Los enormes progresos realizados en el control de la enfermedad de
Chagas en las ultimas décadas indica claramente que los obstaculos a la
eliminacion completa de la transmision de 7. cruzi al ser humano son
principalmente econdémicos y politicos. En este contexto, no hay avances
adicionales importantes, tales como la comprension mas detallada de la
patogenia de la enfermedad de Chagas, andlisis genéticos realizados
posteriormente, nuevas técnicas de diagnostico, o avances en el desarrollo

de vacunas (Carlier, 2004).
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3.1. Importancia de los animales domésticos en la transmision de la

leishmaniasis y la enfermedad de Chagas

Los roedores siempre se ha considerado como los reservorios de la
leishmaniasis, pero el descubrimiento en Brasil en 1913 del primer perro
infectado por Leishmania (Pedroso, 1913) ha planteado el problema a nivel
mundial de la posibilidad de que los perros jugasen un papel mucho mas
importante en la trasmision de la enfermedad, por su desplazamiento entre
areas salvajes y dareas domésticas, de hecho hasta el dia de hoy se han
descrito casos de leishmaniasis en perros en muchos paises (Hotez, 2008;
Dantas-Torres, 2007; Castro y col., 2007; Marco y col., 2005; Madeira y
col., 2005; Taranto y col., 2000). En 2009 se reportdé por primera vez la
infeccion por L. mexicana en perros de los estados mexicanos de
Campeche, Quintana Roo y Oaxaca (Velasco-Castrejon y col., 2009). Hay
que tener en cuenta las modificaciones en el medio ambiente en la
Peninsula del Yucatan, por una parte los desastres naturales y por otra el
gran crecimiento demografico en areas en las que el turismo es la principal
fuente de ingreso. Todo esto ha permitido que la leishmaniasis presente una
mayor diversidad de reservorios, y teniendo en cuenta que cada vez
invadimos mas las areas selvaticas. Se piensa que entre los reservorios que
pudieran estar involucrados en la transmision el perro seria uno de los
principales eslabones en la transmision peri-urbana y urbana debido a su
sinantropismo, pudiendo ser uno de los vinculos de la transmision silvestre

a la urbana.

La prevalencia de Leishmania spp. en perros en el centro y sur de

América varia segin la region y el método de diagnostico utilizado,
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oscilando las tasas reportadas del 25 al 75% (Cortada y col., 2004). En
Mexico la prevalencia de la enfermedad alcanza el 58,3% (Esquinca y col.,
2005). La mayoria de los perros que viven en las zonas rurales pueden
presentar lesiones cutdneas o mucocutaneas, jugando un papel importante
en la transmision del ciclo doméstico de la enfermedad (Reithinger y
Davies, 1999; Joao y col.,, 2006). La infecciéon de los canidos esta
influenciada por la distribucion de los vectores y factores intrinsecos a
estos animales como la edad, la condicion fisica o la raza (Ordeix y col.,
2005). La leishmaniasis canina esta muy extendida por América del Sur y
estd entre las enfermedades caninas transmitidas por vectores mas
importantes que ocurren en esta region, principalmente por su gran
relevancia zoondtica. Asi, numerosas especies de Leishmania han sido
aisladas y caracterizadas molecularmente en perros en América del Sur,
incluidas: L. amazonensis, L. braziliensis, L. colombiensis, L. infantum
(syn. chagasi), L. mexicana, L. panamensis, L. peruviana, y L. pifanoi

(Mayrink y col., 1979; Tolezano y col., 2007).

L. infantum (syn. chagasi) es el agente causal de leishmaniasis
visceral canina mas importante de Sudamérica, siendo el perro su principal
reservorio. La leishmaniasis visceral canina puede cursar asintomatica o
sintomaticamente. Los perros cursan esta enfermedad con
linfoadenomegalia, dafios oculares, atrofia muscular, tlceras en la piel,
pérdida de peso y onicogrifosis (crecimiento anormal de las ufias) (Dantas-
Torres y col., 2009). El aumento de inmunocomplejos circulantes que se
depositan en las paredes de los vasos sanguineos puede generar vasculitis,
poliartritis y glomerulonefritis. El deposito de dichos inmunocomplejos en

el rifion puede ocasionar fallo renal con la muerte del animal.
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L. braziliensis es el principal agente causal de lesthmaniasis cutdnea
en perros en América del sur. La mayoria de estos perros viven en areas
rurales y pueden presentar lesiones cutaneas o mucocutaneas, se piensa que
probablemente juegan un importante papel en la transmision del ciclo
doméstico de L. braziliensis y L. peruviana (Reithinger y col., 1999).
También se han aislado cepas hibridas de Lesihmania spp. en perros de
Sudamérica. Por ejemplo, se han aislado cepas hibridas de L.
braziliensis/L. peruviana y L. braziliensis/L. guyanensis en perros de Pert
y Venezuela, respectivamente. Estas cepas hibridas tienen caracteristicas
fenotipicas y genotipicas de las dos especies de Leishmania y se sugiere
que estos hibridos pueden representar cepas originadas directamente de un
antecesor comun o ser el resultado de un intercambio genético (Lainson y

Shaw, 2005).

El control de la infeccion por Leishmania en perros domésticos es
fundamental para evitar la propagacion de la enfermedad entre los perros y
el hombre. Un punto claro es que la identificacion y la eliminacion de los
perros infectados reduciria la prevalencia de la leishmaniasis en humanos.
Las ultimas investigaciones demuestran que el uso de insecticidas en los
hogares, el uso de collares insecticidas para perros y el uso de una vacuna
canina preventiva podrian potencialmente sustituir el sacrificio del perro.
En cualquier caso, la vigilancia y control de la enfermedad en el ambito del
perro doméstico es fundamental para reducir la incidencia de las

enfermedades humanas. (Palatnik de Sousa y col., 2001)

El gato es otro animal de compaifiia posiblemente involucrado en la

transmision de esta parasitosis en el ciclo doméstico. El primer caso de

60



ANTECEDENTES

leishmaniasis felina se registro en el 1912 en Algeria, donde el animal
vivia con un perro que padecia la enfermedad y un nifio con leishmaniasis
visceral (Sergent y col., 1912). Desde el 1912 hasta el 2006 se han descrito
unos 40 casos clinicos, de los cuales 21 han sido en paises del sur de
Europa. Se han registrado casos de leishamniasis felina en: Portugal, Italia,
Francia, Espafia, Grecia, Israel/Palestina, Brazil, Egipto y Texas (USA)
(Michael y col., 1982; Ozon y col., 1998; Maroli y col., 2007; Ayllon y
col., 2008; Nasereddin y col., 2008; Diakou y col., 2009; Maia y col.,
2010; Cardoso y col., 2010; Duarte y col., 2010; Otranto y Dantas-Torres,
2010; Trainor y col., 2010; Dourado Coelho y col.,, 2011), areas
consideradas endémicas y en Suiza, drea no endémicas, sin embargo los
gatos procedian de Espafia (Riifenacht y col., 2005). Los gatos siempre han
mostrado una alta resistencia a la leishmaniasis, presentando titulaciones
de anticuerpos muy bajas y ausencia de manifestaciones clinicas. Las bajas
titulaciones de anticuerpos frente a Leishmania spp. encontrados en gatos
se han atribuido a la capacidad de estos animales de desarrollar anticuerpos
especificos frente a un agente patégeno presente en el entorno sin padecer
la enfermedad (Manciantini, 2004). Sin embargo en estudio reciente se ha
demostrado la presencia del ADN de Leishmania en gatos usando técnicas
de PCR (Ayllon y col., 2008; Dourado Coelho y col., 2011). Aun no se
sabe si el gato es o no es un reservorio de la enfermedad, ademds siempre
se ha asociado la leishmaniasis felinas a otras enfermedades
inmunodepresoras como la FIV (Feline Immunodeficiency Virus) y la
FeLV (Feline Leukemia Virus) sin embargo muchos estudios estan
llevando adelante la idea de que si lo podrian ser. En Italia y en Syria se
han encontrado vectores del género Leishmania que se habian alimentado

de forma natural de gatos (Maroli y col., 2007; Maroli y col., 2009), por lo
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que hace sospechar que el gato, que mantiene uno hébito de vida parecido
a los del perro pueda ser reservorio de la enfermedad y no un hospedador

accidental.

Hasta el dia de hoy en México no se ha reportado ninglin caso de
leishmaniasis en gatos. Tampoco se han reportado casos de leishmaniasis
felina en otros paises de centro y sur América, con excepcion de Brasil que
presenta una prevalencia de 5,76%. Hay que destacar que en este pais la
leishmaniasis canina alcanza valores muy altos (Dourado Coelho y col.,

2011).

Los reservorios naturales de la enfermedad de Chagas son
mamiferos que desempefian un papel importante en el mantenimiento y la
interaccion de los ciclos domésticos, peri-domésticos y salvajes. Entre
ellas, se ha demostrado que los perros son clave en el ciclo doméstico y se
consideran un factor de riesgo para la infeccion en los seres humanos, lo
que representa una conexion entre el ciclo doméstico y selvatico del
parasito (PAHO, 2009; Cruz-Chan y col., 2010). Los casos de infeccion
por T. cruzi en perros se ha descrito en toda América Latina, desde el sur de
Texas hasta el norte de Argentina. Se han reportado casos en Chile, isla de
Grenada (Antillas), Brasil y Colombia (Rosypal y col., 2007; Rosypal y
col., 2010). En estos animales la transmision no se da por contacto casual,
sino que como en todo carnivoro, se pueden contaminar al comer otros
animales reservorios infectados, de esta manera se amplifican los
hospedadores y se aumenta la posibilidad de infeccion de los vectores que

se alimentan de ellos.
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En Meéxico, el primer caso de perros infectados por 7. cruzi fue
descrito por Luis Mazzotti en 1940 en el estado de Oaxaca, y desde
entonces, muchos mas casos han sido diagnosticados en otros estados del
pais, como Puebla, Distrito Federal de México y Yucatan (Zavala-
Velazquez y col., 1996; Salazar-Schettino y col., 1997; Estrada-Franco y
col., 2006). Un estudio mas reciente, realizado en muestras de la zona sur
de la ciudad de Meérida (estado de Yucatan), ha demostrado una
seroprevalencia del 34% de los perros evaluados y el 8% de los duefios
resultdé positivos para Chagas (Jiménez-Coello y col., 2010). Esto indica
una estrecha relacion entre la infeccion de perros con el diagnostico
positivo de la enfermedad en los seres humanos que viven con estos
animales. Ademas, los perros que pasan la mayor parte del tiempo fuera
estin mas expuestos al contagio que los que viven en el hogar
practicamente todo el dia (Jiménez-Coello y col., 2010). Estos resultados
implican una buena adaptacion del vector en las zonas urbanas de la
peninsula, que constituyen un gran riesgo de contagio tanto para los perros,
asi como para otros animales domésticos y/o peridomésticos, y en especial
para los seres humanos. En la peninsula de Yucatan la prevalencia para T.
cruzi en perros oscila entre el 14,60 y 21,40% (Cardinal y col., 2007). Por
estas razones, presentamos este estudio sobre una muestra suficientemente
grande como para estimar la seroprevalencia de la enfermedad en la

poblacion canina de la Peninsula de Yucatan.

La presencia de 7. cruzi en gatos domésticos se registrd por primera
vez en 1978 en una comunidad rural en el noreste de Brasil (Mott y col.,

1978) vy, posteriormente en 1993, en el noroeste de Argentina (Mizbani y
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col., 2009). Desde entonces, en América casos de tripanosomiasis en gatos
se han observado solo en Honduras (prevalencia del 16%) y en la region
argentina de Chaco (prevalencia de 6,55%) (Mohapatra y col., 2010). En

M¢éxico nunca se han reportado casos de gatos infectados por 7. cruzi.

3.2. Importancia del diagnostico de 1a leishmaniasis

El diagnostico de la leishmaniasis es dificil debido a la amplia
variedad de manifestaciones clinicas que la enfermedad puede presentar.
Los métodos diagnosticos mas extendidos combinan las técnicas de
observacion directa del parasito con las inmunologicas (ELISA,
inmunofluorescencia indirecta, Western blot) o moleculares (PCR)

(Reithinger y Dujardin, 2007).

El diagnostico parasitologico es el método més tradicional, se basa
en la deteccion de amastigotas en frotis tefiiddos de aspirados de la médula
espinal, bazo, higado y noédulos linfaticos; o de lesiones mucosas o
dérmicas en las leishmaniasis cutaneas o muco-cutdneas. Sus limitaciones
es que son métodos invasivos y poco exitosos para detectar parasitos en
caninos asintomaticos. Estos métodos son muy especificos pero poco
sensibles, por lo que se suelen complementar con el examen fisico y otras
técnicas diagndsticas (Mettler y col., 2005). También se puede inocular la
muestra en un medio de cultivo apropiado e incubar hasta que los parasitos

se multipliquen.
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Los métodos moleculares se basan en el uso de la PCR (Reaccioén
en Cadena de la Polimerasa), PCR anidada y PCR a tiempo real. En perros
presenta un series de inconvenientes, como el de la eleccion del tejido que
ofrezca mas informacion para ser muestreado, las dificultades que se
presentan en la preparacion del DNA y la alta frecuencia de inhibidores de

la PCR presentes en la sangre canina (Lachaud y col., 2001).

Muchos tejidos han sido estudiados: nodulos linfaticos, aspirados
de médula osea, sangre completa, biopsias de piel, piel congelada y la
conjuntiva del ojo. De estos, los que han mostrado la mayor sensibilidad y
especificidad para el diagnostico de la leishmaniasis canina son la médula
Osea, nddulos linfaticos y muestras de piel; sin embargo, se recomienda el
uso de sangre periférica porque su obtencidon es poco invasiva,
produciendo menos estrés en los animales (Romero-Pefiuela y Sanchez-

Valencia, 2007).

La PCR para la identificacion de DNA de Leishmania spp. en
muestras de tejidos de perros se ha desarrollado usando primers para
amplificar la secuencia del gen de la subunidad pequefia rRNA de
Leishmania y la region constante del DNA del kinetoplasto, siendo esta
ultima, la mas sensible para la deteccion de Leishmania en caninos

asintomaticos (Solano-Gallego y col., 2001).

Algunos autores recomiendan la deteccion de ARN en lugar de
ADN mediante RT-PCR (PCR de la transcriptasa inversa) (Reithinger y
Dujardin, 2007). Se han llevado a cabo varios estudios con el fin de

comparar distintas técnicas de diagnostico existentes, confirmando que la
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técnica mas sensible y especifica es la PCR (Piarroux y col., 1994;
Ikonomopoulos y col., 2003; Saridomichelakis y col., 2005). Sin embargo,
Moreira y col. observaron una excepcion en los casos asintomaticos, donde
la inmunocitoquimica mostré un 100% de especificidad frente al 95% de la
PCR (Moreira y col., 2007). Asimismo se ha hallado una ausencia de
correlacion en casos asintomaticos entre los resultados inmunoldgicos y los

moleculares (Iniesta y col., 2002).

Los métodos inmunolégicos son esenciales para detectar
portadores asintomaticos y monitorear el esquema de control, debido a la
variabilidad que presenta el espectro clinico y la poca sensibilidad de las
pruebas directas (Fernandez-Pérez y col., 1999). Los métodos serologicos
demuestran la presencia de parasitos a través de la deteccion de los
anticuerpos circulantes en el torrente sanguineo. Por ello, son
fundamentales en el diagndstico de los casos de infecciones tempranas y en
evaluaciones epidemioldgicas dirigidas a controlar individuos infectados
en areas endémicas, asi como para establecer la seroprevalencia, debido al
largo periodo de incubacion y a las caracteristicas de cronicidad de la
enfermedad (Iniesta y col., 2002). Este grupo incluye las pruebas de
Inmunofluorescencia indirecta (IFI), Inmunoensayo ligado a enzimas

(ELISA) y Western Blot (WB), entre otras.

El IFI comenz6 a usarse en los 60 para diagnosticar la leishmaniasis
visceral y desde entonces ha sido reconocida universalmente como la
“prueba de oro” y la técnica recomendada por el Manual de Pruebas
Diagnoésticas para Epizootias de la Oficina Internacional de Sanidad

Animal OIE. Presenta buenos valores de sensibilidad (entre el 90 y el
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100%) y de especificidad (hasta el 80%). Sin embargo, en Colombia se
hicieron estudios con la cepa MHOM/CO/CL044B de L. infantum usando
antigeno total, se usaron perros infectados artificialmente y se comprob6
que los valores e sensibilidad y especificidad eran mas bajos, 69.7% y

67.5% respectivamente (Vargas, 2005).

Las ventajas del IFI son su facilidad de ejecucion, rapidez en la
emision de los resultados y el bajo coste. Sin embargo, los inconvenientes
que presenta se relacionan con su precision. Teniendo en cuenta los valores
de sensibilidad y especificidad dl IFI, los autores afirman que existe una
elevada confianza en un resultado negativo (el valor predictivo negativo es
alto), pero por otro lado, no se puede afirmar con la misma contundencia
cuando sale un resultado positivo porque, debido a su baja especificidad, el
valor predictivo positivo es bajo, por lo que la técnica presenta un alto

numero de falsos positivos (Alves y Bevilacqua, 2004).

Tampoco hay un consenso sobre las diluciones a las que un suero se
puede considerar positivo usando la técnica de IFI. Los titulos varian de
1:20 a 1:160, por lo que la zona cercana al punto de corte es demasiado
amplia, por lo que cuando los sueros se acercan a estas diluciones es dificil
su clasificacion como positivos o negativos. En estos casos se recurre a
confirmar el resultado con otra técnica alternativa (Guhl y Nicholls, 2001).
Otras de las desventajas descritas para esta técnica, son: que no tiene
ningln valor la titulacion obtenida sobre la progresion de la enfermedad

(De Paula y col., 2003).

67



ANTECEDENTES

El DAT es una técnica rdpida y barata que consiste en poner en
contacto antigeno total del parasito con el suero del paciente sospechoso de
leishmaniasis. Si el suero tiene anticuerpos contra el parasito se produce la
aglutinaciéon de complejos antigenoanticuerpo y su precipitacion. Esta
técnica también utiliza distintas diluciones del suero para titular la muestra
problema (El Harith y col., 1989). La técnica del DAT se ha perfeccionado
dando lugar al FAST (prueba rapida basada en la aglutinacion) que utiliza
una unica dilucion del suero problema. De este modo se logra la
realizacion de la prueba sobre una amplia cantidad de sueros problema con

rapidez y sin necesidad de un gran equipo técnico (Cardoso y col., 2004).

La técnica ELISA se empezd a usar en el diagndstico de la
leishmaniasis en los 70 y presenta valores de sensibilidad que oscilan entre
el 85% y el 96%, y de especificidad del 86% al 98%. Sin embargo, la
utilizacion de antigenos purificados especificos de Leishmania spp. estan

contribuyendo a mejorar estos resultados (Braz y col., 2002).

Se observan grandes variaciones en la especificidad y sensibilidad
de las diferentes pruebas de ELISA que se deben a modificaciones
introducidas en la preparacion de los antigenos completos, asi como al
empleo de antigenos purificados y/o recombinantes; asi pues, las
diferencias entre las preparaciones de antigenos crudos elaboradas con
promastigotas completas y sus extractos solubles limitan la estandarizacién
de las pruebas y la reproducibilidad de los resultados (Do Rosario y col.,

2005).
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La técnica ELISA usando antigeno crudo, ha demostrado en
trabajos recientes valores de sensibilidad y especificidad bajos del 51,5% y
57,5%, respectivamente; por otra parte, identifico el 37,55% de animales
evaluados como seropositivos cuando se procesaron sueros provenientes de
zona no endémica para la leishmaniasis visceral; aspectos que favorecen la
aparicion de animales tanto falsos negativos, como falsos positivos

(Vargas, 2005).

Ademas, se han realizado muchos estudios de los antigenos para
aumentar la especificidad de las pruebas seroldgicas en el diagndstico de
Leishmania. Entre estos antigenos se encuentran: K39 de L. chagasi, uno
de membrana de 32 kDa (P32) a partir de L. donovani , dos hidrofilicos
(K9 y K26) de L. chagasi, A2 y tk26 y tK39 de L. infantum. (Mizbani y
col., 2009; Mohapatra y col., 2010).

Otro marcador molecular especifico y altamente inmunogénico es
la enzima hierro superoxido dismutasa excretada (Fe-SODe); las SODs son
un grupo de metaloenzimas antioxidantes con un papel importante en la
defensa del radical superéxido que protege las células infectadas
(Paramchuk y col., 1997). Esta enzima protege al parasito y su actividad se
ha detectado en las principales especies de Leishmania. La Fe-SODe es
una de las enzimas mas prometedores para aumentar la inmunogenicidad y
especificidad de las pruebas seroldgicas, que ofrece buenos resultados para
el diagnostico de la leishmaniasis visceral, cutdnea y mucocutdnea en
humanos (Marin y col., 2009) y en perros (Marin y col., 2007). Se ha
demostrado que el uso de la Fe-SOD como antigeno tanto en la técnica de

ELISA como en ensayos de Western blot (WB) proporcionan resultados
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satisfactorios para el diagnostico de diferentes especies de Leishmania. La
prueba de ELISA-SOD es muy sensible (98,6%), pero con un nivel bajo de
especificidad (44,8%) (Marin y col., 2009); sin embargo, el WB es muy
sensible (90,4%) y muy especifica (100%) para el diagnostico de las
especies de Leishmania (Martins Gongalves y col., 2002).

El Dot-ELISA basada en la combinacion del ELISA y el dot-blot ha
resultado ser muy sensible aunque no se considera adecuado para seguir el

desarrollo clinico de la enfermedad (Vercammen y col., 1998).

El Western-blot (WB) ha sido propuesto para el estudio de la
leishmaniasis en trabajos experimentales y de campo, ya que las fracciones
antigénicas obtenidas en esta prueba permitirian detectar animales
infectados y discriminar las fases iniciales de la infeccion. Con esta técnica
se han realizado numerosos estudios en animales infectados
experimentalmente pero hay muy pocos estudios de campo en zonas
endémicas, y todavia no existe consenso en cuanto al patréon de
reconocimiento antigénico requerido para obtener valores altos de

sensibilidad y especificidad (De Paula y col., 2003).

En cuanto a las desventajas, es una técnica que requiere de
experiencia para su desarrollo y que se limita a investigaciones de
laboratorio, es dificil de aplicar como rutina en la clinica (Ferroglio y col.,

2007).

Los patrones de reconocimiento antigénico obtenidos por Western

blot relacionados con antigenos de bajo peso molecular han resultado muy
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sensibles para el diagnostico de los casos asintomadticos, incluso antes que
cuando usamos las pruebas de IFI y ELISA. Posiblemente estas mismas
bandas, permitirian evaluar la evolucion del tratamiento de la enfermedad,
porque desaparecen cuando el tratamiento es efectivo o cuando se presenta

mejora del estado clinico del perro (Riera y col., 1999).

Se han llevado a cabo varios estudios con el fin de comparar
las distintas técnicas de diagnostico existentes, confirmando que la técnica
mas sensible y especifica es la PCR (Ikonomopoulos y col., 2003;
Saridomichelakis y col., 2005). Sin embargo, Moreira y col. observaron
una excepcion en los casos asintomaticos, donde la inmunocitoquimica
mostré un 100% de especificidad frente al 95% de la PCR (Moreira y col.,
2007). Asimismo se ha hallado una ausencia de correlacion en casos
asintomaticos entre los resultados inmunolédgicos y los moleculares (Iniesta

y col., 2002).

3.3. Importancia del diagndstico de la enfermedad de Chagas

El diagnéstico de la enfermedad de Chagas depende de la fase en la
que se encuentre el individuo. En la fase aguda o de reactivacion, cuando
la parasitemia es alta, el diagndstico se realiza mediante la visualizacion
directa del parasito en liquidos corporales. Otras técnicas empleadas para
la observacion directa del parasito son el frotis sanguineo/gota gruesa y el
xenodiagndstico. Estos métodos presentan respectivamente una
sensibilidad del 60-70% (Luquetti, 2007). Estas técnicas, aunque sean las

mas empleadas por sus bajos costes no presentan una sensibilidad alta por
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lo que se estan buscando otras nuevas que mantengan las caracteristicas de
ser baratas y rapidas (Barbabosa y col., 1983; Luz y col., 1994). Otro de
los problemas que presentan estas técnicas es su dificultad a la hora de
diferenciar morfologicamente a 7. cruzi de otras especies no patdgenas
como 7. rangeli y que solo se pueden observar las formas sanguineas

cuando la parasitemia es alta.

En la deteccion de la enfermedad de Chagas se puede emplear la
técnica de la PCR, sin embargo, ademas de presentar un coste muy elevado
y no estar disponible en la mayoria de los laboratorios de las areas
endémicas, presenta una sensibilidad muy variable (45%-96.5%) y puede
amplificar productos inespecificos dando resultados falsos positivos
(Luquetti, 2007; Wincker y col., 1994; Portela-Lindoso and Shikanai-
Yasuda, 2003).

Por todo lo mencionado anteriormente, las pruebas serologicas
podrian representar el diagnostico eficaz por su sensibilidad y coste
relativamente bajo. Se dividen en dos grupos: las llamadas pruebas
convencionales, las cuales usan extracto total del pardsito como antigeno, o
extracto solubles de un complejo de antigenos y las no convencionales que
suelen usar antigenos recombinantes o péptidos sintéticos (WHO, 2002).
El diagnostico seroldgico permite obtener diferentes resultados segun el
tipo de antigeno usado, la fase de la enfermedad y la clase de Ig (IgG 6
IgM). La eleccion del antigeno es importante para obtener un buen

resultado (Caballero y col., 2007).
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Es importante recordar que en estudios epidemiologicos se deben
preferir las pruebas con alta sensibilidad, para disminuir la tasa de falsos
negativos. Una alta sensibilidad evitaria que los animales positivos
permanezcan como fuentes de infeccion para los vectores; mientras que la
especificidad se requiere para la confirmacion clinica de los perros
sospechosos. La eleccion del antigeno que usemos para la ELISA es
importante para obtener un buen resultado. El uso de epimastigotas como
antigeno, tiene buena sensibilidad pero la especificidad es menor en la fase

aguda (Caballero y col., 2007).

Muchos estudios se centran en definir un antigeno especifico de 7.
cruzi que aumentard la especificidad del diagnostico serologico, tales
como: una lectina purificada GP90, una cisteina proteinasa (GP57/51), la
proteina Tc-40, una grp78 proteina de choque térmico producido por el
parasito durante la infeccion, junto con algunas moléculas recombinantes,
como un transialidasa de fase aguda (Marin y Sénchez Moreno, 2010). Asi
se han comercializado test rapidos como el SERODIA Chagas con

particulas de gelatina ligadas a antigenos de 7. cruzi.

En estos momentos las investigaciones se centran en la biisqueda de
antigenos excretados por el pardsito, ya que éstos se relacionan con los
mecanismos de diseminacion del agente etiologico y la resistencia a la
respuesta inmunologica del hospedador. Ademas son moléculas detectables
en los fluidos corporales, como la sangre, incluso cuando la parasitemia es
baja. De esta manera permitiria el diagnostico tanto en la fase aguda como
en la cronica, ademas de permitir el seguimiento del tratamiento de los

pacientes chagésicos (Marin y Sanchez-Moreno, 2010).
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Quiza el antigeno mas adecuado sea la Fe-SODe. Estas enzimas se
consideran factores de virulencia que protegen al parasito del ataque de la
célula hospedadora, su actividad ha sido detectada en las principales
especies de tripanosomatidos (Ismail y col., 1997). En particular la SOD
excretada tiene caracteristicas  bioquimicas comunes en los
tripanosomatidos estudiados, tales como un punto isoeléctrico entre 3.75 y
4 y una masa molecular entre 20 y 25 kDa (Marin y Sanchez-Moreno,

2010).

Villagran y colaboradores en 2005, empleando la Fe-SODe por T.
cruzi en un estudio serologico de pacientes procedentes del estado de
Querétaro (México), demostraron que la prevalencia encontrada por las dos

técnicas, ELISA y Western blot, tenian una concordancia del 100%.

Posteriormente, se ha demostrado que la Fe-SODe por 7. cruzi es
altamente inmunogénica y especifica, proponiéndola como una fraccion
antigénica util en el diagnostico de la enfermedad de Chagas (Marin y

Sanchez-Moreno, 2010).
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OBJETIVOS

Debido a la alta incidencia de la leishmaniasis y enfermedad de
Chagas en una gran extension de zonas endémicas y teniendo en cuenta el
riesgo que representa, tanto para los seres humanos como para otras
especies de mamiferos que actian como reservorios naturales de estos
parasitos, es de suma importancia atender con medidas de prevencion a las
poblaciones que se encuentran con mas alto riesgo de sufrir la enfermedad.
Para ello, es necesario desarrollar métodos de diagndstico eficaces que
tengan la sensibilidad y la especificidad adecuadas para hacer un
diagnéstico fiable a tiempo, para establecer un tratamiento que permita la
curacion del paciente y evite la transmision de la enfermedad. Por ello, se
plantea el uso de la Fe-SODe (Hierro Superéxido Dismutasa excretada),
como un antigeno altamente efectivo para el diagndstico de infecciones por

Leishmania spp. y Trypanosoma cruzi.

Las caracteristicas de alta inmunogenicidad y especificidad de la Fe-
SODe apuntan a esta proteina como un marcador ideal que podria
consolidarse como un componente fundamental en pruebas de diagnostico
serologico, con la correspondiente importancia que esto conlleva también a
nivel epidemioldgico para el estudio de la leishmaniasis y la enfermedad

de Chagas.

Por todo lo expuesto, los principales objetivos del presente trabajo

son:
* Determinar la sensibilidad y especificidad de la técnica de ELISA 'y
Western blot, usando como fraccion antigénica la Fe-SODe, para

especies de Leishmania 'y T. cruzi.
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Evaluar, mediante dichas técnicas, la prevalencia de L. mexicana,
L. infantum (syn. Chagasi), L. braziliensis y T. cruzi en diferentes
poblaciones de animales domésticos: perros y gatos de la Peninsula
de Yucatan (México).

Estudiar la seroprevalencia de 7. cruzi en sueros humanos de

Santiago de Querétaro (México).
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5.1. An iron-superoxide dismutase antigen-based serological
screening of dogs indicates their potencial role in the trans-
mission of cutaneous leishmaniasis and trypanosomiasis in

Yucatan, Mexico (Vector-Borne and Zoonotic Diseases, 2011;

11(7): 815-21)
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5. 2. Prevalence of antibodies against three species of Leish-
mania (L. mexicana, L. braziliensis, L. infantum) and possible
associated factors in dogs from Mérida, Yucatan, México.
(Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and
Hygiene, 2012; 106(4):252-8)
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Canine Leiskenaniasis is widespread in varios Mexican stats, where diffesent species of Lesbesanis have been iolated from dege.
I the present shudy, we describe the detection of L. branlienss, L infanim, and L swesicana in serem of dogs from the states of
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of the pasiite and the iran superanide dissmmise saceetnd by Sflerent Fypanobssatids ol antiges. We foosd the prealence of
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senitivicy, and the sgreement bebwees (e Dwe Dochnigos wis very high.

L Introduction

Leishmaniasis is caused by a protoznan parasite called
Leishmania, of which 21 species have been identified =
pathogenic b hamsans, [n mast cses, it canses disease in
znimals and humans that become infected by accidentally
enteritg endernic ars, 1 s & cosmopalitan discase af the
mast complex and diverse type, with significant owerlap
between different Ledihmsenia spocies and their weclors,
determining a complex ecology and epidemiology. It has
three clinical forms: (utareos, musocutannous, and viscersl
[1]; with the visceral form being the mast severe.

The disease is one of the less understood diseases of the
warld, alfecting mainly developing countrics, Tt & belsoved
that absout 330 million pecple are at risk of contracting the
disraer and mon: than 2 million mew infoctions are mooonded
each year. Comntrol programs of Leshmanizsis remain weak,

showing a worrying increzse in both martality and mocbidicy
in the warld [2].

Drags infectod with this pratoessn are the main reservois
of the disszee and play a key role in its fransmission to
bupnans, Growing awareness that the comrol in bumans
depends on effective controd of canine lexsshmaniasis has been
pramated in recent years, Risearch on Leshmaenia infection
in dags has been canducted with bope of not anly reducng
the burdien of discase in dogs, but abio neduging the incdence
of hixman leishmardasss (3]

Canine Leishmaniasis & widespread in South America
amd & among the mare impartant caning vector-barne
diseases that occur in the megion, mainly because of its
preal soanatic melovanoe, This, many spedies of Leshmmia
kave heen molated and malecularly characterized in dogs
in South America, including L, amazomeniin, L brazlims,
L colombiensis, L. infantum (syn. L. chages], L. mexizana,
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5.4. Seroprevalence of antibodies against the Excreted Anti-
gen Superoxide Dismutase by Trypanosoma cruzi in dogs
from Yucatan Peninsula (Mexico) (Zoonoses and Public

Health, 2012; 1-7. doi: 10.1111/5.1863-2378.2012.01520.x)
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Nusnemoas studies have shown the rale of dags & a meservair for the American
Erypangsomisss, & the bridge connecing sylvatic snd penidomestic cnchs, The
shiwctive of this stady was 1 determine the prevaleses of American trppanosi-
rmiasis in the dog papulation (830 sera) Fom soen bocalities in the Yucatan
Peninsula {city of Mérida and the wwns of Molas, Plapa del Carmen, Akumal,
Xealacoop, Xcalac and Xahwackal). These data are key for developing comnrol
measares or the disease. The sery were analysed to desect amtibodies againg
Trypanosama cruzy, using Fe-S00) excreted as the amigendc fraction by ELISA
and Western hlat as confirmation. The total prevalence foand in the Yocatan
Peninsula was some 14.76%, with 10.74% in the state of Yucatan {city of Méri-
da, tewns of Molas and Xealacoop) and 21,34% in the state of Quéntana Roo
(o of Plava de Carmen, Akummal, Xcabe amd Xahwacholl, Howeeer, a
mare thorough cpidemiclogical stady af the dog population, bath wild and
wrian, in the Yucatan Peninsaly will be required to design 2 contral strategy
far these discams, paving particular afiestion 1 the population affectad and
oven broadening 1be shady 1o other Meoican shates 23 wdl a8 neighbouring
countries, These resultz again confirm that fron-sipereside dimutase excreted
by . cruzi constiuses a good source of antigen for serodiagnosis in epidemio-
logical studies.
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5.5. Detection of different Leishmania spp. and Trypanosoma
cruzi antibodies in cats from Yucatan Peninsula (Mexico) us-
ing an iron superoxide dismutase excreted as antigen (Com-

parative Inmunology, Microbiology and Infectious Diseases,

2012; 35(5):469-76.
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1, Intraductian

Letshmaniasis, a discase induced by protazea from the
genus Leishmania, 21 species ol which have been identified
a5 human pathagens, i distribated gver four conmnents
Incleed, cases of astansous, mucocufansous and visceral
leishmaniasis hawe been reparted in 98 countries [1]
The World Health Organisation (WHO) kas estimated that
argund 12 milllan people are infecred swordwide and
that a further 350 million are at risk of contracting this
disease, wirh around mea million new infecians cCour-
ring every year. However, the majority of cases remain
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unreparted, mainky due to the fact that reparting 5 obliga-
tory in anly 33 countries. Leishmaniasis therefore remains
one of the most overkooked diseases an the planes The
reservairs of this dissase include both wild and domestic
mammals. According to the WHQ, three types of animal
hast, mamely primary, secomdary and accidental, can be
disrimguished, The mammals known 19 ach a5 PRMary
ressrvairs for Leishmanda belong to different arders, indud-
ing primages [humans ). Carniwara (the damestic dog. Cands
formilions), Rodentia. Edentata and Marsupialia. Likewise,
iefshmarda infections have been reported in numenaus
other species from the above-mentioned arders as well
as in athers, which may. in some Cases, a0 &5 S00-
oodary reservoirs or simply as accidental hests without
affecting the epidemiology of the disease W any grear
extent.
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Olbjertives, To evaluate the poiential of fon-oxide dissvetase exceeted. (S0DeCALT by T oruzi as the antigen: fraction in the
seredisgnosi of Chages dissase ansd compile new epidemiokogical dats on the sereprevalence of this discase in the suburban
population of the city of Santsgo de Queseura (Mo, Dengre and Methads, 358 baman sera were analyzed by the 1echniques
of ELISA srd Wemtern bbor and using the bomnogenste and the SODeCFU. Resulls. A ol of 31 sera were positive againg
ELESASSODCRL { 1L 4%), while M) sera proved positnee by WESODCRL (11,8%) The comparison between the technique
of E1LI5A asd WH showed a serairivity of 93%, and a specificity of 99%. The poitive pradictive value wis 935 and the megacve
predictive valie was 99, with o Kappa (k) vadec of 1. Cenchsiens. These peeliminary dara peveal the degree of infecsee of nonrural

areas of Mewioo and demonsirated that SODeCEL is an antigens useful o diagrose Chagss disease

L. Introduction

Chagas disezse, or AmeTican trypanasomiasis; is an infec
ot tropical disesse caused by the blocd Hagellae -
pancsoma cruzi, which in its natural form & transmitted
by Hemipteran vectors colloquially called “vinchooms™ in
Mexion and certain areds of South America, In addition,
other forms of infection are knowre blood trensfusions,
organ transplants, ocal Lransmission, and ¢ongenital rans-
mission. The first phase of the infecton {acute phase] has
dlinical symptoms such as fever, discomfort, and cephalea
and thus can be confused with the flu. These symptoms remit
sponbaneously, whin the pasasite passes o the mosanu-
dear phagocytic system, nervous system (autonomic and
myoenderic phexus), and the myocardium. Theteafter, years
or even decades may pass without clinical mamifestations
(indetermxinate phase). This phase can be dsageosed only

by seradogical diagnosss When the chronic phase appesrs
{amomical glerations, megaesophags, mogacdon, and
especially myncardiopathy), the disease has no care and mast
patienss die a sudden death withour the caxses beirg known
[1].

The Fan American Health Owgandeation estinsanes. that
there aze currently 7.7 millian people infected by T, cruzi
in 21 endemic countrics, with the appearanc: of 41,200
cases per year, and 14,400 dhildren are born annually with
conpenital Chagas discase, The countrics mosy aflecrad are
Balivia (6.8% af the cases reported], Argentina (4.1%),
El Salvador (34%) Honduras (3.1%), Paraguay (L5,
Guatemnalz (2%, Booador (1.7%), Frendh Guyzna, Guyana,
amd Surinam (1.2%), Vencruch (1.2%), MNicaragua {1.1%),
Braxil [1%], and Mexico (1.3%] 1]

The enormous progress made i the cantrod of Chages
disease in dbe last few decades irdicares clearly than the
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Actualmente el diagnodstico de la leishmaniasis y la enfermedad de
Chagas est4 basado en la presencia de anticuerpos contra Leishmania spp.
y T cruzi en el suero de individuos infectados. Estos anticuerpos se han
detectado principalmente empleando diferentes pruebas, las pruebas
serologicas mas utilizadas han sido ELISA, HAI, IFI y Western blot,
conocidas como pruebras convencionales. A partir de diciembre del 2002,
la OMS promueve la busqueda y desarrollo de una prueba de alta
sensibilidad y bajo coste, como ELISA. Diferentes grupos investigadores
estan trabajando para mejorar su calidad (sensibilidad y especificidad) en
base a fracciones antigénicas exclusivas del parasito que en unos casos
usan fracciones antigénicas del lisado parasitario y otros estan evaluando el
disefio en base a antigenos recombinantes o péptidos sintéticos, pero
ambos tipos antigénicos han mostrado diferentes afinidades tanto por
anticuerpos especificos como no especificos, por lo que, los niveles de
sensibilidad son variables. Asi, los antigenos excretados por los parésitos,
como la hierro superéxido dismutasa, se han propuesto como prometedoras
fracciones antigénicas por su alta sensibilidad y especificidad en
tripanosomatidos como: Phytomonas (Marin y col., 2006), Leishmania
spp. (Marin y col.,, 2009) y T cruzi (Villagran y col., 2005). Las
superoxidos dismutasas (SODs) son un grupo de metaloenzimas
antioxidantes con un importante rol en la defensa de los radicales
superoxido que protegen las células de la infeccion (Paramchuk y col.,
1997; Piacenza y col., 2007). Estas enzimas se consideran factores de
virulencia que protegen al parasito del ataque de la célula hospedadora, su
actividad ha sido detectada en las principales especies de tripanosomatidos

(Ismail y col.,, 1997). En particular la Hierro Superoxido Dismutasa
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excretada (Fe-SODe) tiene caracteristicas bioquimicas comunes en los
parasitos estudiados, tales como un punto isoeléctrico entre 3.75 y 4, y una
masa molecular entre 20 y 25 kDa. (Marin y Sanchez-Moreno, 2010;
Mateo y col., 2008; Marin y col., 2004). Estas caracteristicas hacen de la
Fe-SOD excretada un marcador altamente inmunogénico y especifico por
lo que podria consolidarse como una importante herramienta en el
diagnostico de la enfermedad de Chagas y la leishmaniasis (Marin y col.,
2007; Marin y col., 2009; Marin y Sanchez-Moreno, 2010; Villagran y col.,
2005).

Para acometer el objetivo principal de la presente memoria de tesis
doctoral se han ensayado 1683 sueros (258 sueros de humanos, 1330
sueros de perros y 95 sueros de gatos) mediante la técnica de ELISA
usando como fraccioén antigénica la enzima hierro superoxido dismutasa
excretada (ELISA-SODe) por 4 especies de Leishmania (L. mexicana, L.
braziliensis, L. panamensis y infamtun) y T. cruzi. La evaluacion de la
ELISA-SODe, como prueba diagnostica, en comparacion con la técnica de
Western blot, demuestra que ademas de tener una alta sensibilidad la
ELISA-SODe (93-100%), es altamente especifica (97-100%) y no presenta

reaccion cruzada con especies de género Trypanosoma.

En 1993, se detectaron tres perros afectado de leishmaniasis que
vivian con sus duefios, quienes también resultaron estar infectados, en el
estado de Quintana Roo, México (Velasco Castrejon y col. 2009). México,
mas especificamente la Peninsula de Yucatdn, es una zona considerada
endémica para la leishmaniasis, donde la susceptibilidad de los perros para

Leishmania spp. se asemeja a la descrita en otros paises de América Latina.
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Sin embargo, parece que los perros estudiados en esta zona estan expuestos
a mayores riesgos de infeccidon que sus homologos en otros paises

estudiados (Velasco-Castrejon y col., 2009).

Cada vez la relacion entre el hombre y el perro esta siendo mas
cercana, tanto en zonas rurales como urbanas. Los perros pueden actuar
como hospedadores y reservorios de numerosos agentes zoondéticos, por lo
que constituyen una fuente de infeccion para los humanos (Otranto y col.,
2009). El riesgo de infeccion humana aumenta cuanto mayor es la relacion
entre los perros y su entorno salvaje, como es el caso de los perros de caza,
depredadores, etc... El riesgo de infeccion humana también aumenta con la
presencia de vectores en las viviendas, que es cada vez mas comun debido
a la adaptacion exitosa de los artrépodos hematdfagos (mosquitos,
garrapatas, pulgas, chinches, moscas, etc..) al entorno doméstico (Marco y
col., 2005). Numerosos estudios apoyan la posibilidad de que los perros
son los reservorios mas importantes para la leishmaniasis cutanea,
mucocutanea y visceral en los seres humanos (Velasco-Castrejon y col.,
2009; Dantas-Torres, 2007; Castro y col., 2007). Es por lo tanto necesario
controlar y supervisar estos animales para evitar que se convierta en un

problema para la salud humana.

Los perros callejeros son considerados como reservorios principales
para la leishmaniasis y actian como nexo entre el ciclo doméstico y el
silvestre. Debido a esto procedimos al andlisis de 70 perros callejeros
procedentes de Tulum (Quintanta Roo) y Celestun (Estado de Yucatan).
Con este estudio se demuestra que por lo menos son tres las especies de

Leishmania que estan circulando en la ciudad de Tulum, zona hasta dia de

148



DISCUSION

hoy descrita por otros autores como area endémica para L. mexicana y
sospechosa para L. braziliensis (Andrade y col. 2003, Velasco-Castrejon y
col. 2009, Pech-May y col. 2010). Nuestros resultados usando la Fe-SODe
en ELISA y Western blot proporcionan pruebas de que las infecciones por
L. braziliensis y L. mexicana presentan una prevalencia muy alta en ambos
lugares. Ademas, esta es la primera vez que se ha demostrado la infeccion
por L. panamensis en estas regiones. Estos resultados no son, sin embargo,
particularmente sorprendentes dada la presencia de L. braziliensis en paises
vecinos como Belice y Guatemala (Soto y col. 2004, Schnedl y col. 2007)
y de L. panamensis en otros paises, como Nicaragua y Honduras, los
cuales, a pesar de estar un poco mas lejanos, todavia estdn relativamente
cerca (Zeledon y col. 1993). Este es el primer informe de perros infectados
con L. mexicana en la region de Celestiin, que hasta ahora no se habia
considerado endémica. Ademas, se ha demostrado que otras especies,
como L. braziliensis y L. panamensis, estan circulando en esta region. La
prevalencia de L. mexicana en Tulum es muy similar a la encontrada en
Celestin (20%), lo que indica que la endemicidad de las dos zonas es
similar. Ademas, los vectores implicados en la transmisién del patogeno
(Lutmyia cayanensis, Lu. chiapanensis, Lu. olmeca, y Lutzomyia spp.) han
sido reportados en ambas regiones (Ibafiez-Bernal, 1999). Se ha
demostrado la presencia de diferentes anticuerpos en los sueros estudiados
frente a las distintas especies de Leishmania. Sin embargo, este hallazgo no
es debido a una reaccion cruzada, ya que la prevalencia de anticuerpos
frente a mas de dos especies de Leishmania en el mismo suero es de 0 a
12,8% y la prevalencia frente a las tres especies de Leishmania 'y a T. cruzi
es del 1,4%, si se tratase de reaccion cruzada las prevalencias obtenidas

deberian ser mucho mas altas. La mayor sensibilidad del Western blot con
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respecto a ELISA se ha demostrado utilizando Fe-SODe de los parasitos
como la fraccidén antigénica, aunque ambas técnicas serologicas fueron
concordantes, con un indice Kappa de 0,83. Este primer estudio sugiere
que los perros callejeros y mascotas pueden actuar como reservorios de la
leishmaniasis en esta region, mostrando una alta positividad de L.
mexicana y L. braziliensis (41,4% y 32,8%, respectivamente), asi como
una positividad bastante significativa de 7. cruzi (17,1%). El perro
callejero, por lo tanto, puede ser considerado como una fuente de
transmision de la tripanosomiasis, lo que sugiere la necesidad de realizar
un estudio epidemioldgico mas amplio de la poblacion canina, tanto
silvestres como urbana, en la peninsula de Yucatdn para disefiar un plan de

control para estas enfermedades.

Dada la importancia del perro en la transmision de la leishmaniasis
ampliamos nuestro estudio con 218 sueros caninos precedentes de Mérida.
Este estudio demostr6 que la prevalencia general de anticuerpos para cada
especie de Leishmania fue: L. mexicana 30,2%, L. braziliensis 8,2%, y L.
infantum (syn. chagasi) 11,9%. Estos valores son relativamente bajos
comparados con los descritos en Brasil del 40,3% (Dantas-Torres y col.,
2006). Sin embargo, en otros paises de América Latina existen niveles de
prevalencia similares, como en Paraguay (28,0%) y Colombia (17,2%)
para L. infantum (syn. chagasi) (Canese y col., 1999; Fernandez y col.,
2002). La variabilidad en la deteccion serologica se muestra en otros
estudios como el reporte de Rosypal y col. (2007), llevado a cabo en las
ciudades de San Pablo (Brasil) y Bogotd (Colombia) que muestran unos
niveles de seroprevalencia del 4,7% y el 1,6%, respectivamente, y que son

claramente inferiores a los reportados en nuestro estudio para L. infantum
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(syn. chagasi). Posiblemente, estas diferencias de serodeteccion pueden
estar relacionadas a los diversos tipos de antigenos y ensayos de
diagnostico utilizados (ELISA e IFI).

Si analizamos los valores de prevalencia de nuestro estudio segun la
procedencia de los perros, encontramos que la prevalencia entre los perros
del Centro de Control Canino y Felino (CCCF) a L. mexicana es de un
43,0%, mientras que, la prevalencia de los perros procedentes de Clinica
Privada (CL.P) es de un 25,0%. Esta diferencia puede ser justificada por el
ambiente mds doméstico de los perros que van a las clinicas, con la
consiguiente disminucidn en la posibilidad de contagio con respecto a los
perros del CCCF que viven en un ambiente mds peridosméstico o
selvatico. Para L. braziliensis observamos que los perros procedentes de
CLP presentan un 14,30 % de prevalencia frente al 6,60 % de los perros
procedentes del CCCF, esto podria deberse a que L. braziliensis cursa
como una enfermedad mucho mas agresiva que L. mexicana y los duefios
de los perros observan patologias, por lo que, llevan al animal al
veterinario. Mientras que, la inmensa mayoria de los perros del CCCF no
tienen un duefio y nadie se preocupa de su salud. Por otro lado, no es tan
sorprendente la presencia de L. braziliensis en la Peninsula del Yucatéan, ya
que, en paises cercanos, tales como Belice o Guatemala, ha sido reportada
(Soto y col., 2004; Schnedl y col., 2007). Tanto con la ELISA y el Western
blot se confirma que el uso de la fraccion antigénica Fe-SODe de los
parésitos ha permitido la identificacion de los casos positivos para las
especies de Leishmania estudiadas. Asi pues, se demostré la alta
sensibilidad de la prueba ELISA-SODe (100%) y su capacidad para

detectar verdaderos negativos. Ademads, para confirmar los verdaderos
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positivos se utiliz6 Western blot y se obtuvo una especificidad del 97-

99%.

En el siguiente estudio hemos analizado 412 sueros caninos de
diferentes zonas tanto del estado de la Peninsula de Yucatan (estados de
Yucatan y Quintana Roo). En los perros aqui estudiados encontramos que
la especie de Leishmania dominante en la Peninsula de Yucatin es L.
mexicana, con una prevalencia del 20,63% con ELISA-SODe. Estos datos
son concordantes con los publicados por otros autores (Velasco-Castrejon y
col., 2009; Marco y col., 2005). Si analizamos los valores de prevalencia
en funcidn del origen de los perros, encontramos que la prevalencia de L.
mexicana en perros del estado de Quintana Roo es 16,32%, mientras que la
prevalencia en perros del estado de Yucatan es 26,59%. En 2003, Andrade
y colaboradores sospecharon de la presencia de L. braziliensis en la
Peninsula de Yucatan. En este estudio hemos detectado una prevalencia del
7,52% para L. braziliensis, correspondiendo un 11.56% al estado de
Yucatan y un 4.60% al estado Quintana Roo. Aunque hasta hace pocos
afios se desconocia la presencia de la L. braziliensis en México, y mas en
concreto en la Peninsula de Yucatan es muy facil considerar la difusion de
esta especie por el desplazamiento de vectores y/o reservorios desde los
paises fronterizos Belice y Guatemala donde la enfermedad ha sido
reportada (WHO, 2010; Soto y col., 2004; Shnedl y col., 2007). Esto
puede explicar la prevalencia encontrada para L. braziliensis (4.72%)
detectado en Xcalak, un pueblo del estado de Quintana Roo cercano a
Belice. Las especie causante de la leishmaniasis visceral en el continente
americano es L. infantum (syn. chagasi) y es conocida la existencia del

vector (Lu. longipalpis) implicado en su transmision en esta zona y el
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papel del perro como reservorio de este parasito (Dantas Torres, 2007). En
nuestro estudio, se obtuvo una prevalencia del 6,07% en la Peninsula de
Yucatan, resultando una gran variacioén en la prevalencia de L. infantum
(syn. chagasi) dentro de los dos estados de muestreo. En el estado de
Yucatan se encontrd una prevalencia de sélo el 1,73%, mientras que en el
estado de Quintana Roo se encontré una prevalencia de 9,21%. Hay que
destacar la prevalencia de L. infantum (syn. chagasi) del 15,75% detectado
en la ciudad de Xcalak (Quintana Roo). Esto podria ser debido a la
proximidad entre la region de la ciudad de Xcalak con los paises de Belice
y Guatemala, en donde existe una alta prevalencia de L. infantum (syn.
chagasi) (WHO, 2010). En este estudio, hemos encontrado que la
prevalencia de anticuerpos frente a L. mexicana en los sueros caninos
ensayados es mucho mayor que las que se encuentran frente a L.
braziliensis y L. infantum (syn. chagasi). Se han detectado en mas de un
perro estudiado, anticuerpos especificos de diferentes especie de
Leishmania, sin embargo, esto no es debido a una reaccion cruzada, ya que
la prevalencia de multi-anticuerpos es relativamente baja y muy diferentes
entre ellas, por lo cual, como hemos dicho anteriormente, se pueden
considerar casos de co-infecciones. La técnica del Western blot presenta
una sensibilidad mayor respecto a la técnica de la ELISA. Al comparar los
resultados obtenidos con la ELISA/Fe-SODe y los obtenidos con el
Western blot, encontramos unos valores de concordancia entre las dos
técnicas muy altos, siendo para L. mexicana de 99 %, para L. braziliensis
de 84% y para L. infantum (syn. chagasi) de 92%. Sin embargo, debido a
su bajo coste y facil reproductibilidad, factores muy importantes en paises
con un nivel socio-economico muy bajo, endémicos para la leishmaniasis,

se puede considerar la ELISA-SODe una técnica muy buena siendo su
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especificidad entre el 99% y el 99,7%, su sensibilidad entre el 96,2% y el
100%, el Valor predictivo positivo entre el 86,2% y el 98,8%, el valor
predictivo negativo entre el 99,7% y el 100% y el Indice Kappa de 1. En
resumen, en el presente estudio demostramos la presencia de por lo menos
tres especies de Leishmania (L. mexicana, L. braziliensis y L. infantum
(syn. chagasi)) en la poblacion canina de las ciudades de Playa del
Carmen, Akumal, Xcalak, Xahuaxol (estado de Quintana Roo), Molas and

Xcalacoop (estado de Yucatan).

Por lo tanto, al igual que en el Viejo Mundo, consideramos a los
perros como la principal fuente de mantenimiento del ciclo de transmisioén
de la leishmaniasis, siendo necesario realizar un estudio epidemioldgico
mas extenso de estos reservorios, tanto silvestres como urbanos, para
disefiar un plan de control eficaz contra esta enfermedad. Tal estudio
podria extenderse a otros estados mexicanos, como Campeche y a los
paises vecinos. Debido a la estrecha relacion entre los perros y sus duefios,
un estudio similar se deberia realizar con la poblacion humana de estas

regiones.

La enfermedad de Chagas estd ampliamente distribuida en México,
con una prevalencia oficial debajo de lo esperado (1,5%). Esto podria ser
debido a la falta de financiacion estatal para este tipo de estudios en los 31
estados mexicanos, los reportes disponibles se han realizado con bajos
recursos, con el resultado de que no hay estudios solidos disponibles para
indicar la verdadera prevalencia (Petherick, 2010). En el caso de la

Peninsula de Yucatan, el vector de 7. cruzi es el insecto Triatoma
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dimidiata, encontrado en las viviendas de los campesinos, asi como en
areas urbanas en el desde abril hasta mayo, aunque parece ser que tiene
poca capacidad para establecer colonias (Payet y col., 2009). Los animales
domésticos y peridomésticos, y en particular los perros, son considerados
como los principales reservorios de la enfermedad (Cruz-Reyes y
Pickering-Lopez, 2006; Barbabosa-Pliego y col, 2009; Troncarelli y col,
2009; Cruz-Chan y col., 2010). En Ia isla caribena de Grenada, pais no
endémico para la enfermedad de Chagas, se realizd un estudio con 67
muestras de perros y se encontrd una prevalencia de positividad para 7.
cruzi del 4,3% (Cruz-Reyes y Pickering-Lopez, 2006; Rosypal y col.,
2010). En México, la prevalencia de los perros callejeros infectados por 7.
cruzi se ha incrementado del 17% al 34% en los ultimos 2 afios, debido a la
adaptacion de los vectores a los ambientes urbanos. Ademas, el 8% de los
propietarios de perros infectados también resultaron positivos para 7. cruzi
(Jiménez Coello y col., 2010). Nuestro estudio de la enfermedad de Chagas
en la poblacion canina de siete localidades de la Peninsula de Yucatan:
ciudad de Mérida, Molas, Playa del Carmen, Akumal, Xcalacoop, Xcalak y
Xahuaxol; es importante por el foco de transmisidon que suponen los perros
como principal reservorio. Este estudio ha mostrado una prevalencia total
del 14,76% en el estado de Yucatan: 10,55% en la ciudad de Mérida, un
8,84% en la ciudad de Molas y 23,08% en la ciudad de Xcalacoop. En el
estado de Quintana Roo, encontramos una prevalencia de 21,34%: con un
6,35% en Playa del Carmen, 11,11% en Akumal, 33,07% en Xcalak y
7,69% en Xahuaxol. Estos datos deberian ser preocupantes teniendo en
cuenta que estos tres ultimos lugares son visitados cada afio por miles de
turistas que podrian estar expuestos a la picadura del vector y que al

regresar a sus paises podrian, por sangre y / o donaciones de organos,
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introducir la enfermedad en paises no endémicos donde la enfermedad es
desconocida. Se confirma nuevamente que la Fe-SODe es un marcador
molecular altamente inmunogénico y especifico para el diagndstico de la
enfermedad de Chagas, como ya hemos mostrado en el estudio realizado
en las localidades de Tulum y Celestin (17,1% de seroprevalencia). Puesto
que los perros estan considerados como los principales reservorios de la
enfermedad de Chagas es necesario controlar y supervisar estos animales
con el fin de evitar que se conviertan en una amenaza para la salud
humana. En general, los perros presentan un factor de riesgo para sus
duefios, incrementdndose cuando los perros tienen una mayor relacion con
el entorno silvestre (los perros utilizados para la caza o que obtienen su
alimento de caza cerca de la casa). Ademas, se ha registrado cada vez con
mas frecuencia la presencia de vectores en las viviendas debido a la
adaptacion de los artropodos al entorno doméstico. Los datos sobre la
prevalencia y la distribucion geografica de la tripanosomiasis americana en
los perros son importantes para el desarrollo estratégico de control de la
enfermedad. Ademas, el presente trabajo pone de manifiesto la importancia
de las técnicas inmunoldgicas como una herramienta indispensable para el
diagnodstico de enfermedades infecciosas, lo que confirma la alta
sensibilidad y especificidad de la Fe-SODe para el cribado general de esta

enfermedad en las zonas endémicas.

Aunque han pasado casi cien afios desde que se reportd el primer
caso de leishmaniasis felina por L. infantum en Argelia en 1912 (Michael y
col., 1982), se han publicado muy pocos estudios epidemioldgicos de esta

enfermedad en gatos. Asi pues, de los pocos datos existentes se ha
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reportado una prevalencia de 3,87% en Grecia, de 2,8% para Portugal, de
6,7% para Israel y de 0,9% para el norte de Italia (Toscana y Liguria)
(Nasereddin y col., 2008; Diakou y col., 2009; Duarte y col., 2010; Poli y
col., 2002). La prevalencia de Leishmania spp. en perros en América
Central y América del Sur varia mucho entre regiones, que van desde un
25% hasta un maximo de 75% en focos epidémicos, segun el método de
diagnostico utilizado (Cortada y col., 2004). En 2010 se registr6 el primer
caso de un gato infectado de forma natural por L. infantum (syn. chagasi)
en Brasil (da Silva y col., 2010). Desde entonces, en Latinoamérica solo se
ha realizado un estudio en Brasil mediante el uso de técnicas
parasitologicas y moleculares que encontrd un 5,76% de gatos positivos
(Dourado y col., 2011), por el contrario, la prevalencia de leishamanisis
canina en este pais es mucho mas elevada, habiéndose reportado valores
del 64,6% (Silva y col., 2001). Los conocimientos de la leishmaniasis
felina en paises no endémicos del continente americano como Estados
Unidos, han mostrado que se trata de una enfermedad emergente
relacionada con los animales de compaiia (Petersen, 2009). Por todo ello,
parece ser que la falta de datos es debida al limitado nlimero de estudios
realizados y no a la ausencia de estas enfermedades en los felinos. Nuestro
estudio ha sido pionero en el diagnostico de la enfermedad de Chagas y la
leishmaniasis en sueros felinos y hemos encontrado una prevalencia del
10,5% para L. mexicana y de 11,57% para L. braziliensis en la peninsula
de Yucatan, los cuales son mucho mas bajos que los valores que obtuvimos
para los perros en esta region (alrededor del 30%). La prevalencia de L.
infantum (syn. chagasi) es casi el doble que para L. braziliensis y L.
mexicana, aunque nuestros estudios correspondientes en perros mostraron

lo opuesto, con una prevalencia de L. braziliensis y L. mexicana que es casi
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dos veces la de L. infantum (syn. chagasi). Esto se puede explicar en
funcién a los habitos de alimentacion de los diferentes vectores para L.
infantum (syn. chagasi): Lu. longitupalpis y e Lu. evanzi. Asi en 2009,
Maroli y col. propuso que Phlebotomus sergenti, vector principal de L.
tropica, prefiere alimentarse de los gatos y los pdjaros, mientras que, P,
papatasi vector principal de L. major, prefiere alimentarse de perros y
gatos. Podria parecer que los vectores de L. infantum (syn. chagasi)
prefieren alimentarse de los gatos antes que de los perros.

La comparacion de la fiabilidad de la técnica ELISA-SODe con el
Western blot, dio como resultado que se trata de una técnica muy sensible
(100%) y altamente especifica (97-100%) y no presenta reactividad
cruzada con otros tripanosomatidos. En efecto, con esta técnica, hemos
sido capaces de demostrar que los gatos producen anticuerpos contra
diferentes especies de Leishmania: siete de las 95 muestras (7,37%) dieron
positivo para dos especies de Leishmania spp. y/o T. cruzi, y sélo cuatro
(4,2%) dieron positivos para tres especies de Leishmania spp. y/o T. cruzi.
Estos bajos niveles de anticuerpos positivos sugieren una posible co-
infeccion, lo cual ocurre normalmente en perros como hemos observado en
nuestros estudios.

En funcion a los datos publicados y a nuestros propios resultados,
proponemos que los gatos podrian estar expuestos a las picaduras de los
flebotominos, y por lo tanto, la infeccion por Leishmania spp. podria
cursar de forma similar a la observada en los perros, asi que puedrian ser
considerados como un reservorios adicionales para esta enfermedad.
Ademas, la preferencia de los vectores al alimentarse de uno u otro de los
mamiferos antes mencionados pueden ser util a la hora de entender la

situacion epidemiologica completa. Bongiorno y col. (2003) han propuesto
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que los habitos alimenticios de los vectores de Leishmania pueden influir
en la epidemiologia de esta enfermedad en zonas urbanas y periurbanas.
Debido a la escasez de hospedadores vertebrados en estas zonas, los
flebotominos hembras tienden a picar con mas frecuencia a los humanos o
perros. Una situacion similar podria ocurrir en gatos, domésticos y semi-
doméstico. A la luz de estos resultados, seria conveniente ampliar este
estudio de gatos domésticos y salvajes a todos los paises donde la
leishmaniasis es endémica, especialmente aquellos donde la prevalencia en
los perros es alta o muy alta.

La prevalencia de anticuerpos frente a 7. cruzi en los gatos es de
7,4%, usando Fe-SODe como antigeno. Un valor que es menor al que
encontramos para los perros en la Peninsula de Yucatan (14.76%). Estos
hallazgos sugieren que el gato puede ser un hospedador accidental de la
enfermedad de Chagas en lugar de un reservorio, aunque mas estudios

seran necesarios para confirmar esta hipdtesis.

Debido a los excelentes resultados obtenidos usando la Fe-SODe en
el diagnostico tanto de 7. cruzi como de Leishmania spp. en distintos
hospedadores vertebrados de las enfermedades (perros y gatos), decidimos
analizar 258 sueros de pacientes procedentes de zonas suburbanas de
Santiago de Querétaro (México), ciudad endémica de la enfermedad de
Chagas. Para evaluar el potencial antigénico de la Fe-SODe y su posible
utilizaciéon en el inmunodiagnostico de la enfermedad de Chagas en
humanos, se ensayaron estos sueros por la técnicas de ELISA-SODe y
Western blot. Los resultados obtenidos de prevalencia por ELISA-SODe

han sido del 12,4%, algo mas elevados a las prevalencias obtenidas
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anteriormente para 7. cruzi en distintas regiones de Querétaro: 8,16%
(Villagran y col., 2005) y 6,6% (Villagran y col., 2009). La evaluacion de
los resultados teniendo en cuenta el total de los sueros humanos analizados
con la técnica ELISA-SODe y comparandola con la técnica de WB-SODe,
se encontr6 que la sensibilidad de esta técnica alcanzd el 93% y una
especificidad del 99%. El valor predictivo positivo con la técnica de
ELISA-SODe fue del 93% y el valor predictivo negativo fue del 99%. Con
el indice de Kappa (k) de 1, lo que nos confirma que la proporciéon de
concordancia, mas alld del azar, entre ambas pruebas realizadas ELISA-
SODe y WB-SODe, es total.

Por lo general, se piensa que la enfermedad de Chagas no es muy
comun en México ya que son pocos los casos documentados. Esto puede
ser debido a la existencia de un subregistro por falta de un diagnodstico
adecuado, como ocurre con otras enfermedades. Los casos notificados en
el pais corresponden a los estados de Oaxaca, Chiapas, Jalisco, Michoacan,
Guerrero, Zacatecas, Yucatan, Veracruz, Estado de México, Sonora y San
Luis Potosi (Ramos-Ligonio y col., 2010). La prevalencia reportada es
sumamente variada, los datos van desde un 2,8% reportado en el Estado de
Nuevo Leon hasta el 16,8% reportado en el estado de Veracruz (Ramsey y
col., 2003; Salazar y col., 2011). En el estado de Querétaro es desconocida
la prevalencia de esta enfermedad y solamente se dispone de los datos
aportados en el ano 2005 (Villagran y col., 2005), donde se encontr6 una
prevalencia del 8,6% y en el afio 2009 del 6,6%, en amos estudios en
poblaciones rurales (Villagran y col., 2009). Por este motivo el segundo
objetivo de nuestro trabajo fue aportar nuevos datos sobre la epidemiologia
de la enfermedad en este estado, centrando nuestro estudio en la zona

suburbana de la capital del estado. La prevalencia encontrada en este
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estudio es significativamente mayor que la reportada en el 2005, esto
podria deberse a un movimiento de la enfermedad de un ambiente rural a
urbano y por otro lado podria deberse a un incremento de la enfermedad.
La prevalencia en hombres fue mas alta que en mujeres, 17.0% y 11.2%,
respectivamente, esto es concordante con los encontrado por algunos
autores (Ramos-Ligonio y col., 2010), aunque para otros (Galaviz-Silva y
col., 2009), las diferencias no son tan significativas. La prevalencia por
edades nos demuestra que el grupo de individuos entre 36 a 50 afios, son
los que presentan mayor prevalencia (15.9%). Los individuos seropositivos
en este estudio presentaban alteraciones patoldgicas tipicas de la fase
cronica de la enfermedad de Chagas, el 35% de los pacientes presentaban
algun tipo de dislipidemia (DSP), seguido por un 29% deindividuos con
insuficiencia cardiaca crénica (CCF). Se demostré que Fe-SOD excretada
por T. cruzi tiene una alta especificidad, lo que es 1util para diagnosticar la
enfermedad de Chagas y al mismo tiempo proporciona los datos
epidemiologicos sobre la seroprevalencia de la enfermedad en la poblacion
de los suburbios de Santiago de Querétaro. Estos datos preliminares
revelan por primera vez el grado de infeccion de las zonas no rurales de

México.

Debido a la alta incidencia de la Enfermedad de Chagas y teniendo
en cuenta el riesgo que presenta tanto para los seres humanos, como para,
otras especies de mamiferos que actian como reservorios naturales de 7.
cruzi, es de suma importancia atender con medidas de prevencion a las
poblaciones que se encuentran con alto riesgo de sufrir la enfermedad.
Cada dia se hace mas necesario el desarrollo de un método de diagnostico

altamente sensible y especifico para brindar un tratamiento adecuado en el
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menor tiempo posible, disminuyendo de esta forma el posible contagio de
la enfermedad. Por ello proponemos, la Fe-SOD excretada como una es
excelente fraccion antigénica para el serodiagndstico en estudios
epidemiologicos, de cribado e incluso como constituyente de una prueba

de diagnostico de referencia.

Con este trabajo pretendemos remarcar la importancia de las
técnicas inmunoldgicas como herramienta indispensable para diagnosticar
enfermedades tropicales, como la enfermedad de Chagas y la
leishmaniasis, ya que, son las Unicas que permiten un diagnostico fiable
por su capacidad de detectar casos asintomdticos o con sintomatologia
confusa. Por lo tanto, es urgente efectua un diagndstico temprano de
animales o humanos sospechosos o en riesgo de padecer estas
enfermedades, para asi tratarlos adecuadamente y disminuir la densidad de
la poblacion de infectados y con ello eliminar los focos endémicos de los

parasitos.
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La enzima Fe-SODe ha demostrado ser un biomarcador molecular
de alta sensibilidad y especificidad para el diagnodstico de la
leishmaniasis y la enfermedad de Chagas, no mostrando reaccion
cruzada entre las diferentes especies de la familia
Tripanosomatidae.

Se ha detectado la presencia de anticuerpos frente a cuatro especies
de Leishmania (L. braziliensis, L. mexicana, L. infantum, L.
panamensis) y frente a Trypanosoma cruzi en perros de la
Peninsula de Yucatdn, siendo la primera vez que se detectan
anticuerpos frente a L. panamensis en perros de esta region.

Se confirma asi la importancia del hospedador canino como posible
reservorio en el ciclo vital de estos agentes etiologicos (Leishmania
spp. v T. cruzi)

Se ha demostrado la presencia de anticuerpos frente a Leishmania
spp. v T. cruzi en la poblacion felina de la Peninsula de Yucatan,
sugiriendo el papel de los gatos como posibles reservorios de la
leishmaniasis y como hospedadorer accidentales para la
enfermedad de Chagas debido a su baja seroprevalencia.

Se ha detectado la presencia de anticuerpos frente a 7. cruzi en
zonas suburbanas de la ciudad de Santiago de Querétaro, indicando

un acercamiento de la enfermedad de Chagas a las zonas urbanas
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CONCLUSION GENERAL:

La Fe-SODe es una excelente fraccion antigénica para el
serodiagnostico en estudios epidemioldgicos empleando la técnica de
ELISA, tanto para la leishmaniasis como para la enfermedad de Chagas en
humanos y en otros mamiferos, presentando una alta sensibilidad (93-

100%) y especificidad (97-100%).
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