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Resumen

La leishmaniasis es una de las enfermedades tropicales mas desatendidas, causada por el parasito
Leishmania. En Paraguay, la especie responsable de la leishmaniasis cutdnea es (LC) es L. (Viannia)
braziliensis. Aqui se reporta un caso diagnosticado de Leishmaniasis, y analisis moleculares empleando
reaccién en cadena de la polimerasa — polimorfismos de restricciéon de fragmentos de restriccion (PCR-
RFLP) demostraron que el caso fue causado por L. (V.) lainsoni. Este es el primer registro de esta especie
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para Paraguay, con lo cual se extiende el rango de distribucién conocido de la especie, unos 1.430 km al
sur de localidades previamente conocidas. Se necesitan mas estudios para conocer la incidencia real de
esta especie en casos de LC en Paraguay, y para identificar reservorios naturales del parasito en la
naturaleza.

Palabras clave: Epidemiologia, Leishmaniasis, PCR-RFLP, Sudamérica
Abstract

Leishmaniasis is one of the most neglected tropical diseases worldwide caused by the parasite
Leishmania. In Paraguay the species responsible for cutaneous leishmaniasis (CL) is L. (Viannia)
braziliensis. Here we report a case diagnosed with Leishmaniasis, and molecular analyses using
polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) demonstrate that the
case was caused by L. (V.) lainsoni. This is the first record of this species for Paraguay, with which we
extend the distribution range of the parasite 1,430 km southwards from the southernmost previous
known locality. More studies are needed to know the actual incidence of this species in cases of CL in
Paraguay, and to identify natural reservoirs in the wild
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Introduccion

La leishmaniasis es considerada una de las enfermedades tropicales mas desatendidas en el
mundo entero ", y es transmitida por la picadura de hembras de fleb6tomos (comdnmente del género
Lutzomyia: Psychodidae: Diptera) infectadas con el parésito del género Leishmania Ross, 1903 . Existen
varias especies de Leishmania, las cuales estan presentes en casi todos los continentes con excepcion de
Oceania ®. Respecto a las manifestaciones patolégicas, se pueden diferenciar tres tipos principales de
leishmaniasis (leishmaniasis visceral, y leishmaniasis tegumentaria que se divide en leishmaniasis
cutanea y leishmaniasis mucocutanea) y todas estas estan presentes en Paraguay “?, y segun los
registros, la enfermedad ya lleva instalada en el pais més de cien afios ©. La leishmaniasis cutanea (LC) es
una infeccion crénica que muestra variacion regional respecto al tipo de lesién dérmica producida por el
parasito, aunque la mas comun es la Glcera moldurada 7.

La especie de Leishmania registrada en Paraguay como responsable de la LC es oficialmente L.
(Viannia) braziliensis **®. Sin embargo, se registré un caso sospechoso causado por L. (V.) guyanensis®®, y
dos mas recientes atribuidos a L. (Leishmania) infantum chagasi reconocidos mediante analisis
moleculares con PCR "%, La concentracién mas alta de casos de LC para Paraguay fue reportada en el este
del pais (Alto Parand, Caaguazu, Canindeyu y San Pedro) ©. El caso de LC causado por L. (L.) infantum
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chagasi fue registrado en la ciudad de Pedro Juan Caballero, limitrofe con Brasil, y el caso producido por
L. (V.) guyanensis se report6 en el Departamento de San Pedro .

En Paraguay, la vigilancia epidemioldgica de leishmaniasis estd a cargo del Programa Nacional de
Control de la Leishmaniasis, dependiente del SENEPA (Servicio Nacional de Erradicacién del Paludismo),
perteneciente al MSPyBS (Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social). Como parte de la vigilancia
nacional rutinaria, y empleando un protocolo de analisis molecular, aqui se reporta el primer registro de
Leishmania (Viannia) lainsoni Silveira, Shaw, Braga & Ishikawa, 1987, la cual representa una especie
adicional para el pais

Materiales y métodos

Caso clinico: Mujer de 27 afnos de edad, ama de casa, oriunda del Departamento de San Pedro
(Fig. 1). La paciente consulté en un servicio de atencion médica (Hospital Regional de San Pedro), y fue
posteriormente trasladada al SENEPA debido a la presencia de una lesién dérmica en el miembro inferior
izquierdo, la cual inicié dos meses antes como una pequefa pustula, con aumento gradual de tamafo y
pérdida de sustancia. Algesia ocasional.
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La paciente no presenta historia patoldgica relevante. La paciente declara no haber hecho
traslados importantes ni locales ni internacionales.

El examen de la lesidn, fue registrado como sigue: ulcera limpida con tejido granular y restos de
fibra en la superficie, bordes moldurado eritematoso, levemente infiltrado, 8 cm de didmetro, localizada
en el lado antero-externo de la regién tibial izquierda. No se observan heridas mucosas.

Pruebas sanguineas mostraron perfiles hepéticos y lipidicos dentro de los valores normales.
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Analisis microscopico: Siguiendo una diagnosis clinica para LC, se tomaron algunas muestras
de la herida para estudios parasitolégicos. Un frotis de tejido de la herida (tomada de una profundidad
de 3 mm) fue fijada en etanol 96%. La muestra fue coloreada con el método de tincién Wright-Giemsa
(WGSM) en una concentracién de dos gotas por ml de agua destilada y dos gotas de buffer PBS
(Phosphate-buffered saline) (pH: 7.2), durante 30 min. Este andlisis fue hecho en el Laboratorio de
Bacteriologia del “Hospital Nacional de ltaugua”.

Analisis moleculares: Tejido adicional fue extraido para analisis de ADN. Una muestra de tejido
fue inmerso en 1 ml de xylol e incubado a 80-90 °C por 5 min. Luego, la muestra fue centrifugada a
13000 rpm por 5 min, para eliminar el exceso de solvente. Este paso fue repetido dos veces. La muestra
fue posteriormente inmersa en 1 ml de etanol 98% e incubada a temperatura ambiente por 5 min, y
centrifugada a 13000 rpm por 5 min. Inmediatamente el tejido fue secado a 50 °C y el ADN extraido y
purificado usando el kit DNeasey® de Qiagen®.

Las reacciones de pre-amplificacién fueron hechas usando el kit TopTaq Master Mix® de Qiagen®
(el cual ya contiene dNTP’s), adicionando 0,2 uM de cada primer Forward (preamp_F: 5" -GGC ATC CTG
AAC GTG TCC G- 3') y Reverse (preamp_R: 5" -ATC TTG GTC ATG ATC GGG TTG CAT- 3') para el gen de la
proteina heat-shock 70 (hsp70) ", y 2,5 ul de ADN purificado de la muestra, alcanzando un volumen
final de 25 pl. Cabe mencionar que los primers utilizados aqui fueron disefiados para aumentar la
sensibilidad, y son empleados por primera vez en este trabajo. Las condiciones de PCR fueron como
sigue: desnaturalizacién inicial 5 min (94°C) — [desnaturalizacion 30 sec (94°C) — hibridacion 30 sec (55°C)
- elongacién 30 sec (72°C)] x30. Para comparacion, se incluyeron cepas de las siguientes especies de
Leishmania como referencia: Leishmania (Leishmania) infantum, Leishmania (Leishmania) amazonensis,
Leishmania (Leishmania) mexicana, Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) braziliensis,
Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) naiffi y Leishmania (Viannia) shawi.

Andlisis de PCR-RFLP fueron realizados usando 0,2 pl de los productos de la pre-amplificacién,
siguiendo el protocolo descrito por Graca et al."”, generando una secuencia de 234 bp, el cual fue
tratado con enzimas de restriccion (BstU |, Hae Il y Mbo 1). Esto generd perfiles de electroforesis, los
cuales permitieron la comparacién con las cepas de referencia de Leishmania. El gel de electrophoresis
fue hecho con agarosa 3% en buffer TAE buffer, y tefiido con bromuro de etidio. La visualizacién fue
hecha sobre transilluminator de luz UV, TFX-20M (Life Technologies, Carlsbad, Califérnia, USA) y
fotografiado por un fotodocumentador LAB-020 (LabTrade do Brasil, Cotia, Sao Paulo, Brasil).

Resultados

El examen visual del tejido bajo aumento de 100X, se observaron estructuras ovales de 2-4 um,
con un nucleo coloreado con tincién Wright-Giemsa; lo cual coincide con amastigotes de Leishmania sp.

El perfil de RFLP obtenido para la muestra de Paraguay en la electroforesis para BstU | mostré una
banda compatible con L. (L.) infantum, L. (L.) amazonensis, L. (L.) mexicana y L. (V.) lainsoni (Fig. 2A).
Cuando comparado con las especies de referencia, usando Hae lll enzima, la muestra paraguaya coincide
con L. (V.) lainsoni'y L. (V.) shawi (Fig. 2B). Finalmente, cuando la muestra fue tratada con la enzima Mbo |,
las bandas generadas coinciden con la mayoria de las cepas, con excepcion de L. (V.) guyanensisy L. (V.)
shawi (Fig. 2C). Por lo tanto, la comparacion integrada muestra que L. (V.) lainsoni fue la Unica especie
que coincidié con la muestra de Paraguay en los tres casos. Ademads, con el anélisis combinado de los tres
perfiles probados fue posible excluir la compatibilidad con las restantes especies usadas como referencia
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Figura 2. Perfiles de PCR-RFLP para el gen hsp70 usando enzimas de restriccion BstU | (A), Hae lll (B) y
Mbo | (C). “M” indica las bandas de referencia (100 bp), y la muestra objetivo estd especificada con una
“S”. Las cepas de las siguientes especies fueron usadas para comparacion — Li: L. (L.) infantum, La: L. (L.)
amazonensis, Lm: L. (L.) mexicana, LI: L. (V.) lainsoni, Lb: L. (V.) braziliensis, Lg: L. (V.) guyanensis, Ln: L. (V.)

naiffiy Ls: L. (V.) shawi.

Discusion

La correcta identificacion de un parasito es un factor clave para la diagnosis de una enfermedad y el
subsecuente tratamiento médico ™. Sin embargo, la identificacion visual y diferenciacion de diferentes
especies de Leishmania es, en la mayoria de los casos, una tarea imposible debido a similitudes
morfoldgicas "*'®. En este contexto, el uso de herramientas moleculares aplicadas a la identificacion
parasitolégica ayuda a interpretar la real diversidad de agentes infecciosos, y asi dirigir correctas
acciones ante los agentes patoldgicos. Sin embargo, hay que ser cautos. Mas estudios son necesarios
para conocer si Leishmania (Viannia) lainsoni es una especie autoctona en Paraguay, y alin mas, el grado
de dispersion de la especie.

Ahora, con la inclusion de L. (V.) lainsoni a la fauna de parasitos de Paraguay, surgen mas preguntas,
tales como: jCudntos casos realmente existen causados por esta especie? ;Cual es la distribucion de los
casos debidos a esta especie en el pais? ;Son los vectores de esta especie en Paraguay los mismos que en
otros paises? Respecto a esta Ultima pregunta, el vector mds importante para esta especie, es el
fleb6tomo Lutzomyia ubiquitalis en Brazil "'y Lu. nuneztovari anglesi en Bolivia "®'?, los cuales nunca
fueron registrados en Paraguay.

Adicionalmente, seria importante identificar reservorios naturales. En otras areas de Sudamérica, al
norte de la localizacién del caso descrito aqui, el mamifero Cuniculus paca (Cuniculidae: Rodentia) fue
identificado como reservorio natural ®**". Este roedor es abundante y de amplia distribucion en
Paraguay ?"*? y ciertamente también puede ser el reservorio natural para L. (V.) lainsoni en el pais. Son
necesarios estudios adicionales para confirmar la presencia de este parasito en C. paca u otros animales
en la naturaleza.

Leishmania (V.) lainsoni fue registrada en los estados brasileros de Amapa, Paréd y Rondoni y
regiones sub-andinas de Bolivia y Perd ""**, Corréa et al."” ya mencioné que este parasito posee una
amplia distribucién en el neotrépico. Sin embargo, estudios posteriores mostraron que esta especie se
distribuye principalmente por la region norte de Sudamérica alcanzando Ecuador, Surinam y la Guayana

a (18,23)
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Francesa ), llegando parcialmente a Pert y Bolivia "” (Fig. 1). Esta especie parece estar asociada a
bosques tropicales himedos con una vasta distribucion en la Ecorregién de la Amazonia. En este trabajo
se brinda informacion sobre su presencia en Paraguay y por lo tanto la distribucién real de Leishmania
(V.) lainsoni podria ser mas amplia hacia el sur, extendiendo asi su rango de distribucién conocido en
unos 1,430 km hacia el sur (Fig. 1). El drea donde el parésito fue encontrado en Paraguay corresponde a
bosque templado humedo, en el limite con el Chaco Himedo. Un factor que hoy en dia contribuye a la
dispersion de las enfermedades son los faciles medios para viajes de larga distancia, conducidos por el
desarrollo de rutas de comunicacién (fluviales, terrestres y aéreas).

El desarrollo de LC causada por L. (V.) lainsoni es basicamente el mismo que el observado por L.
(Leishmania) amazonensis y L. (Viannia) braziliensis, y la diferencia mdas importante es que L. (V.) lainsoni
no produce lesiones dérmicas ulceradas y nodulares "7?®. Las lesiones de la piel del caso descrito aqui se
ajustan con lo conocido para infecciones causadas por L. (V.) lainsoni. La evolucion del caso no pudo
continuarse debido a que la paciente volvié a su comunidad, sin Volver a tener contacto con el servicio
asistencial.

Finalmente, es importante mencionar el valor de los estudios moleculares para la identificaciéon
taxondmica y su asociacién con la severidad y caracteristicas de la infeccién. Entonces, es altamente
recomendable generar mas analisis moleculares combinados con la vigilancia centinela normal en
Paraguay, para apuntar a resolver algunas de las preguntas que surgieron en este estudio. En este
sentido, el caso reportado aqui proviene de una zona endémica, cominmente atribuida a L. (V.)
braziliensis. Un mejor conocimiento de los agentes y riesgos de la leishmaniasis en Paraguay, ayudard a
disminuir significativamente el nimero de casos en el pais, 0 proveer una mejor asistencia a la poblacion
afectada.
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