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Resumen En numerosas regiones del Continente Americano y aun de Argentina existe

superposicion de areas endemicas de dos importantes parasitosis como son
la enfermedad de Chagas y la leishmaniasis. Los parasitos causantes de ambas pertene-
cen a la misma familia (Trypanosomatidae) por lo que el diagnéstico seroldgico diferen-
cial con antigenos convencionales se ve dificultado por la existencia de fenémenos de
reactividad cruzada. En este trabajo estudiamos pacientes provenientes de una zona en-
demica para ambas parasitosis (Tartagal-Oran, Salta) que consultaron por lesiones cuta-
neas o mucocutaneas compatibles con leishmaniasis. El estudio de los sueros, utilizando
Ag complejos de Leishmania, mostré inusualmente altos porcentajes de positividad para
pacientes leishmaniasicos. El analisis empleando pruebas convencionales frente a Ag
heterélogos complejos de T. cruzi, reveld que la mayoria daban positivas estas reaccio-
nes. La utilizacién de 2 técnicas no convencionales para el diagnéstico de enfermedad de
Chagas, permitio dividir los pacientes en 2 grupos: 1. Con evidencias de infeccién por T.
cruzi: aquellos que dieron positivo en ELISA utilizando un Ag especifico purificado con un
Ac monoclonal (Ag163B6) o que presentaban un patron de bandas caracteristico de pa-
cientes chagasicos por «immunoblotting» frente a epimastigotes; 2. Pacientes sin eviden-
cias de infeccion por T. cruzi: aquellos negativos para ambas técnicas. Se pudo compro-
bar asi que mas del 50% de los leishmaniasicos presentaba fuertes evidencias de una
infeccién concomitante con T. cruzi. Ademas, el alto grado de reactividad cruzada quedé
de manifiesto en el grupo de pacientes sin evidencia de infeccion por T. cruzi, ya que el
60% dio positivas al menos 2 reacciones convencionales considerandoselos por ende como
chagasicos, pero dieron negativas ambas reacciones especificas. Estos resultados des-
tacan la importancia de contar con Ag definidos y técnicas apropiadas para el diagndstico
seroldégico diferencial de estas parasitosis, lo cual cobra mayor importancia en las zonas
donde ambas son endémicas.
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La leishmaniasis es una parasitosis producida
por los protozoarios del género Leishmania que,
segun la especie causante, puede producir mani-
festaciones clinicas del tipo cutanea, mucocuta-
nea o visceral. El conocimiento de la existencia
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de leishmaniasis en nuestro pais se remonta a
informes del ano 1916, aunque todavia hoy la
prevalencia e incidencia de esta enfermedad no
son conocidas ampliamente. Sin embargo, la apa-
ricion de mas de 500 casos en la provincia de
Salta a partir de 1985, determiné un aumento del
interés sobre su importancia.

Las manifestaciones cutdneas de esta enfer-
medad, en general no tienen consecuencias gra-
ves para la salud humana, aunque las lesiones
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pueden ser muy deformantes. Esto se produce
fundamentalmente por la posibilidad de que,
concomitantemente con la aparicion de lesiones
cutaneas, o alin después de su curacion, puedan
aparecer lesiones mucocutaneas, que afectan
principalmente a la mucosa nasal y bucal («nariz
de tapir»), con pronoésticos mas graves para la
salud del paciente. Los estudios realizados hasta
el momento demuestran que la especie Leish-
mania braziliensis es la predominante en Argen-
tina® y esta seria la causante de la aparicion de
lesiones mucocutaneas®.

Las zonas geograficas de nuestro pais donde
se han registrado casos de leishmaniasis (Salta,
Chaco), se superponen con areas endemicas de
otra parasitosis de gran prevalencia en la Argen-
tina como es la enfermedad de Chagas, que afec-
ta en nuestro pais a aproximadamente 3 millones
de personas y que constituye un grave problema
de salud publica.

Debido a esta superposicion, seria factible la
existencia de pacientes sufriendo una infeccion
doble por ambos parasitos. Varios autores han
sugerido la presencia de pacientes con infeccion
mixta. En estos casos, la infeccién por Leishmania
fue diagnosticada por la deteccion directa del
parasito en las lesiones, en cambio la infeccion
por T. cruzi sélo ha sido sugerida por la reacti-
vidad positiva frente a antigenos complejos de T.
cruzi o la presencia de alteraciones cardiacas*®.

Las reacciones serolégicas convencionales
(HAI, AD, IFI, ELISA) empleadas para el diagnds-
tico de enfermedad de Chagas, utilizan como Ag
el parasito entero o fracciones subcelulares de los
mismos, lo que provoca errores diagnésticos de-
bido a la existencia de Ag de reactividad cruza-
da. El uso de Ag purificados y especificos apare-
ce entonces como Unica alternativa para un diag-
nostico seguro y confiable.

En nuestro laboratorio hemos purificado por
inmunoafinidad, empleando un AcMo, el
Ag163B67, especifico de 7. cruziy que seria idén-
tico® a la principal cistein proteinasa del parasito
aislada por Cazzulo y col® la cruzipaina. Utilizan-
do este Ag en un ELISA convencional, fue posi-
ble distinguir entre sueros de pacientes chaga-
sicos crénicos y leishmaniasicos’. Por otra parte,
determinamos por «immunoblotting» que los sue-
ros de pacientes chagasicos crénicos presentaban
un patrén de bandas caracteristico frente a
epimastigotes de T. cruzi que permite diferenciar-
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los del que presentan los leishmaniasicos frente
al misme Ag, a pesar de la reactividad cruzada'.

En este trabajo estudiamos pacientes prove-
nientes de una zona endémica para leishmaniasis
y tripanosomiasis (Tartagal, Oran y zonas aleda-
nas, provincia de Salta), que consultaron por le-
siones cutaneas y mucocutaneas caracteristicas
de leishmaniasis. El objetivo fue analizar el sue-
ro de estos pacientes frente a Ag homdlogos, para
evaluar la respuesta inmune humoral desencade-
nada por la infeccion, frente a Ag heterélogos
complejos, para determinar la incidencia del feno-
meno de reactividad cruzada y frente a Ag espe-
cificos de T. cruzi, para investigar la presencia de
infeccion mixta.

Materiales y métodos
Pacientes

El estudio se realizo sobre una poblacion de 14
mujeres y 48 hombres, con edades entre 8 y 70 anos,
provenientes de la provincia de Salta, que concurrieron
a la consulta médica por presentar lesiones tipicas de
leishmaniasis. La intradermorreaccion de Montenegro
(IDR) se realizo por inyeccion intradérmica de 0,1 ml de
leishmanina (40 g de nitrogeno proteico/ml)'' y la lectu-
ra se realizo a las 48 horas. Las induraciones mayores
de 5 mm fueron consideradas como reacciones positi-
vas. El diagnostico parasitologico se realizé por la vi-
sualizacion de amastigotes en frotis del material toma-
do del borde de la lesion, tefidos con Giemsa.

Se analizaron también sueros de pacientes
chagasicos cronicos provenientes del centro de la pro-
vincia de Santa Fe (Argentina), zona no endemica para
leishmaniasis y donde nunca se ha diagnosticado tal
enfermedad. Estos pacientes presentaban reaccién po-
sitiva en los ensayos convencionales para el diagnésti-
co de la enfermedad de Chagas (HAI, IFI, ELISA).

Como controles negativos se emplearon sueros de
donantes sanos.

Parasitos

Los epimastigotes de T. cruzi, cepa Tulahuen, fue-
ron cultivados en medio bifasico libre de células’2.

Los promastigotes de Leishmania mexicana se cul-
tivaron en medio liquido™.

Tanto los epimastigotes como los promastigotes fue-
ron cosechados en fase exponencial, y centrifugados 15
min a 8.000 rpm a 4°C. Luego fueron lavados 3 veces
con NaCl 0,15 M y 0,01 M fosfates pH = 7,4 (SFT) y
tratados como se describe luego, para su empleo en las
distintas reacciones.
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Obtencion de fracciones antigénicas solubles de T.
cruzi y L. mexicana

Epimastigotes de T. cruzi y/o promastigotes de L.
mexicana fueron sometidos a 3 ciclos de congelamiento-
descongelamiento, luego de lo cual fueron tratados con
una solucién de 0,25 M sacarosa y 5 mM KCI conte-
niendo inhibidores de proteasas (2 uM PMSF, 5 pM
leupeptina, 5 uM E-64, 5 uM pepstatina) y centrifugados
a 6.000 xg 10 min, el sobrenadante obtenido (S1) se
separo y el sedimento fue nuevamente tratado con la
solucion anterior y centrifugado 10 min a 17.000 xg. El
sobrenadante de esta ultima centrifugacion junto con el
S1 se centrifugaron 30 min a 45.000 xg. El sobrenadante
obtenido fue denominado F45.

La concentracion de proteina se determind por el
método de Bradford con seroalbumina bovina como
standard™.

Obtencion de un antigeno purificado de T. cruzi

El Ag163B6 especifico de T. cruzi fue obtenido como
fuera descripto. Brevemente, el anticuerpo monoclonal
(AcMo 163B6) purificado’?, se fijo a Sepharosa 4B-
BrCN's, y esto fue utilizado como inmunoadsorbente de
la fraccién F45 de T. cruzi. El Ag retenido por la colum-
na fue eluido con buffer 0,2M glicina-HCI pH = 3,
dializado contra SFT y conservado a -70°C hasta su
uso.

Inmunofluorescencia indirecta (IFl)

Epimastigotes de T. cruzi o promastigotes de L.
mexicana formolados (10.000 parasitos por pocillo del
portaobjetos) fueron usados para realizar los ensayos
de inmunofluorescencia indirecta segun Alvarez y col'®.
Los sueros se ensayaron en diluciones seriadas en ra-
zon 2 desde 1/30. Como segundo anticuerpo se empleo
fragmento Fab’', anti-y-globulina humana total marcada
con fluoresceina (Pasteur) en una dilucién 1/50 en Azul
de Evans al 0,005% en SFT.

Enzimoinmunoensayo (ELISA)

La técnica de ELISA indirecto'” se empled para la
valoracion semicuantitativa de los sueros. Las placas
fueron sensibilizadas con F45 de L. mexicana en una
concentracion de 4 pg/ml. Los sueros se ensayaron en
diluciones seriadas en razoén 3. El titulo de cada suero
se determiné como la inversa de la dilucién que da el
50% de la absorbancia maxima.

Frente a los Ag F45 y Ag163B6 de T. cruzi, los sue-
ros se ensayaron en una dilucién 1/1.000. Se conside-
raron positivos aquellos sueros con DO 492nm mayor
al valor promedio de la DO de los controles negativos
mas 3 desvios standard.
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En los dos casos un conjugado anti-y-globulinas hu-
manas totales-peroxidasa fue utillizado como segundo
anticuerpo en una dilucién 1/4.000.

Hemaglutinacion indirecta (HAI)

Se realizé segun las indicaciones del reactivo comer-
cial (Polychaco®).

SDS-PAGE e inmunoelectrotransferencia
(«Immunoblotting»)

Epimastigotes de T. cruzi y promastigotes de L.
mexicana, fueron separados electroforéticamente en
geles de poliacrilamida en presencia de SDS utilizando
el método discontinuo descripto por Laemmli’é. Se utili-
zaron geles de "stacking® al 3% y geles de separacion
al 7,5% de acrilamida-bisacrilamida.

Los parasitos tratados con buffer muestra para SDS-
PAGE (0,37 M Tris-HCL, 2% SDS, 10% glicerina, 1%
azul de bromofenol en H,O destilada) conteniendo
inhibidores de proteasas (2 mM PMSF, 5 uM E-64, 5
uM leupeptina, 5 pyM pepstatina) fueron calentados a
100°C por 3 min y sometidos a una corrida electro-
foretica a 200 voltios durante 1 hora en un equipo Mini
Protean |l (Bio-Rad). Posteriormente se realizo la trans-
ferencia a nitrocelulosa durante 1,5 hs a 300 mA en un
equipo Trans Blot (Bio-Rad), segin el método de
Towbin'®.

Luego del bloqueo con una solucién de leche
descremada al 0,5% en 50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl,
pH = 7,4 (TBS-L) la nitrocelulosa cortada en tiras de 4
mm, se incubd con los sueros humanos infectados di-
luidos 1/500 en TBS-L durante 1 hora a T amb y con
agitacion. Como segundo Ac se utilizé anti-y-globulina
humana-peroxidasa (DAKO) diluida 1/4.000 en TBS-L.
El agregado de sustrato-cromégeno, H,O_/4-Cl-1-naftol,
se realizo luego de los correspondientes lavados con
TBS. El desarrollo de color fue interrumpido por lava-
dos con H,O destilada.

La determinacion de PM se realizé usando una cur-
va de calibracion con patrones de PM (Sigma) que fue-
ron revelados por tincion con Ponceau S.

Resultados

Se estudiaron pacientes que presentaron al
momento de la consulta, lesiones compatibles con
leishmaniasis. El criterio de inclusién en este es-
tudio fue la visualizacién de amastigotes en frotis
de material tomado del borde de las lesiones y/o
reaccion positiva en la intradermorreaccién de
Montenegro.

De los 62 pacientes incluidos, 57 presentaban
lesiones cutaneas unicas (38) o multiples (19) y
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Fig. 1.— Lesiones causadas por Leishmania. A: Lesiones cutaneas caracteristicas con bordes sobreelevados,
violaceos y fondo granulomatoso; B: Espundia, lesion mucocutanea con pérdida total del tabique nasal, ede-
ma e hiperemia de paladar blando. Nétese la cruz de la espundia que sirve como criterio de diferenciacion
entre una leishmaniasis mucosa producida por primoinfeccion y una lesion metastasica post-leishmaniasis
cutanea de evolucion no menor a 2 afos. Comienza generalmente con destruccion del tabique nasal y des-
ciende por fauces instalandose en paladar blando demarcando una cruz en el fondo.

5 presentaban lesiones mucocutéaneas en la ca-
vidad bucal, labios, nariz o cavidad nasal (Figura
1 Ay B). Las lesiones cutédneas se localizaron
principalmente en rostro, brazos, piernas o torso.
Los tiempos de evolucion de las lesiones variaban
entre 15 dias hasta 1,5 anos, con un promedio de
3 meses.

En la Tabla 1 (columna 1) se puede observar
un resumen de los resultados obtenidos en este
estudio. Asi, 53 de los 62 pacientes analizados
(85,48%) presentaban amastigotes en el frotis del
material tomado de las lesiones. La evaluacion
por medio de la intradermorreaccion de Monte-
negro mostré reactividad positiva con el 100% de
los pacientes.

En la misma Tabla (columna 1) se pueden ob-
servar los resultados obtenidos del analisis
serolégico frente a antigenos de Leishmania. Por
IF| frente a promastigotes formolados, 60/62 pa-
cientes presentaban fluorescencia positiva con
titulos de Ac comprendidos entre 30 y 960. Por

ELISA, un 88,7% (55/62) de los individuos mos-
tro la presencia de Ac circulantes contra Ag de
una fraccién sobrenadante de 45.000 xg de
promastigotes lisados. Por «immunoblotting» fren-
te a promastigotes, 50 pacientes dieron reaccion
positiva reconociendo antigenos de diferentes PM.
Los sueros diferian en el nimero de bandas y en
la intensidad de la reaccion, no pudiéndose en-
contrar por lo tanto un patrén de reactividad ca-
racteristico (Figura 2).

Los sueros fueron estudiados también frente a
antigenos complejos de T. cruzi en pruebas con-
vencionales utilizadas habitualmente para el diag-
néstico de la enfermedad de Chagas (Tabla 1,
columna 1). Por IFl con epimastigotes formolados,
57 de 62 sueros de pacientes leishmaniasicos
presentaban Ac contra este estadio, con titulos de
30 a 960. Por ELISA con una fraccién compleja
de epimastigotes (F45), se encontraron 47/62
pacientes con reaccién positiva. En el ensayo de
hemaglutinacién indirecta empleando glébulos
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TABLA 1.— Analisis de los pacientes leishmanidsicos utilizando técnicas parasitologicas e inmunoldgicas con
antigenos de Leishmania y T. cruzi. Columna 1: se indica el numero de pacientes positivos para cada ensayo
de los 62 incluidos en el estudio. Con los resultados obtenidos en las pruebas de serologia especifica para
Chagas, los pacientes se clasificaron en dos grupos: Sin evidencia de infeccién por T. cruzi (Columna 2),
aquellos que dieron negativos ambos ensayos y Con evidencia de infeccion por T. cruzi (Columna 3), aquellos
que dieron positivo al menos uno de esfos ensayos.

(1) (2) (3)

Pacientes Sin evidencia de Con evidencia
leishmaniasicos infeccion por de infeccién por
T. cruzi T. cruzi
(n = 62) (n = 30) (n = 32)

Frotis 53 26 27

IDR 62 30 32

IFI 60 28 32
Serologia para
leishmaniasis

ELISA 55 23 32
(Ag derivados de
promastigotes)

«lmmunoblotting» 50 19 31

IFI 57 25 32
Serologia
convencional ELISA 47 15 32
para Chagas
(Ag derivados de HAI 46 15 31
epimastigotes)

Pacientes con al

menos 2 reacciones 50 18 32

positivas

ELISA con Ag
Serologia 163B6 31 0 31
especifica
para Chagas

«mmunoblotting»

caracteristico de 32 0 32

chagasico
rojos sensibilizados con una mezcla compleja de Por otra parte, los sueros de esos pacientes
T. cruzi, se observé que 46 de 62 pacientes pre-  leishmaniasicos fueron analizados frente a Ag de
sentaban aglutinacién positiva. T. cruzi pero empleando técnicas no convencio-
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Fig. 2.— Reactividad de sueros leishmaniasicos frente
a promastigotes de L. mexicana por «immuno-
blotting». Algunos sueros reconocen antigenos del
mismo peso molecular pero no existen antigenos que
sean reconocidos por todos los sueros, por lo que
no puede establecerse un patrén de reactividad ca-
racteristico de leishmaniasis. A la izquierda se indi-
can los marcadores de peso molecular.

nales y especificas para el diagnéstico de enfer-
medad de Chagas (Tabla 1, columna 1). Cuando
se analizaron frente a un Ag purificado especifi-
co de T. cruzi, el Ag163B6, 31 de los 62 presen-
taban Ac especificos en suero contra este Ag.
Usando «immunoblotting» con epimastigotes de T.
cruzi, se observé que 32 de los 62 pacientes pre-
sentaban un patréon de reactividad semejante al
presentado por los sueros de pacientes
chagasicos utilizados como controles. Este patrén
se caracteriza por la reactividad frente a los Ag
de Mr 131, 125, 116, 111, 51-45 y 43 kDa (Figu-
ra 3 a, b, ¢, d). Treinta y uno de estos pacientes
con «immunoblotting» positivo eran los mismos
que dieron ELISA positivo frente al Ag163B6. El
suero de los 30 pacientes restantes, a pesar de
reconocer numerosos Ag en T. cruzi, presentaba
una reactividad distinguible a simple vista del pa-
tron chagasico caracteristico (Figura 3, e y f).
Con los resultados frente a estas técnicas es-
pecificas para infeccion con T. cruzi, se clasifico
a los pacientes leishmaniasicos en 2 grupos (Ta-
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Fig. 3.— Reactividad por «immunoblotting» frente a
epimastigotes de T. cruzi de distintos grupos de pa-
cientes. ay b: sueros de chagasicos cronicos; ¢y
d: sueros de leishmaniasicos clasificados como por-
tadores de infeccion cronica con T. cruzi ya que re-
conocen las bandas indicadas a la izquierda como
caracteristicas de infeccion chagasica; ey f: sueros
de leishmaniasicos sin evidencia de infeccion por T.
cruzi.

bla 1): los que presentaban evidencia de infeccion
mixta (columna 3), dada por la positividad frente
al Ag163B6 y/o patron de reactividad caracteris-
tico de chagasico por «immunoblotting» y otro
grupo que solo tenia evidencia de infeccién por
Leishmania (columna 2) al ser negativos para las
técnicas anteriores.

La division en estos 2 grupos no mostré dife-
rencias en los porcentajes de positividad en frotis
ni en IDR. Sin embargo, en lo que respecta a
serologia para leishmaniasis se observaron dife-
rencias entre ambos grupos. El 100% (32/32) de
los pacientes con evidencias de infeccién por T.
cruzi (Tabla 1, columna 3) reaccioné positivamen-
te por IFl y ELISA (comparar con 93,3 (28/30) y
76,7% (23/30) en columna 2) y el 96,8% (31/32)
dio reaccién positiva por «immunoblotting» frente
a Ag de promastigotes de leishmanias (comparar
con 63,3% (19/30) en columna 2).
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Mas marcadas aun fueron las diferencias cuan-
do se comparan los porcentajes de positividad
entre ambos grupos en la serologia convencional
para Chagas, donde el grupo de pacientes con
evidencias de infeccion por T. cruzi presenté por-
centajes del, o cercanos al, 100% contra el 83,3%
(25/30) para IFl y 50% para HAl y ELISA de los
pacientes sin evidencia. Comparando la respuesta
inmune de los 2 grupos, pudimos observar que los
pacientes con infeccién sélo por Leishmania pre-
sentaron por IFl y ELISA con Ag homoélogos, titu-
los mas bajos que los pacientes con infeccién
mixta. Esto podria deberse a la alta respuesta en
Ac desarrollada frente a la infeccion por T. cruzi
y a la existencia de reactividad cruzada entre am-
bos tripanosomatidos. Sin embargo, y pese a las
diferencias de porcentajes entre los grupos, se
pudo comprobar que de los 30 pacientes
leishmaniasicos que no daban reactividad positi-
va frente a Ag especificos de T. cruzi, 18 daban
positivas por lo menos 2 reacciones serologicas
convencionales para el diagnostico de Chagas
(Tabla 1, columna 2).

Discusidn

La existencia de infeccion por Leishmania en
nuestro pais es un hecho muy poco difundido. A
pesar de encontrarse en la némina de enferme-
dad infecciosas de notificacién obligatoria segun
el sistema nacional de vigilancia epidemiologica?,
las cifras informadas son escasas, por lo que no
puede tenerse conocimiento acabado de la real
prevalencia de esta enfermedad en nuestra pobla-
cion y, en consecuencia, es dificil llevar a cabo
planes de prevencién o tratamiento sistematico.

Desde unos de los primeros informes en 1916,
los casos se han mantenido en aproximadamen-
te 90 al ano'. En 1985 se produjo un brote en la
localidad de Pichanal, Departamento de Oréan, en
el norte de la provincia de Salta, que posterior-
mente se extendié a diferentes localidades de la
regién. Uno de los estudios sobre este brote (NJ
Taranto, resultados no publicados) revel6 que, de
553 pacientes con clinica compatible con
leishmaniasis, las formas encontradas mas comu-
nes fueron las Ulceras cutaneas, y un porcentaje
pequefio mostraba formas mucosas. Al analizar-
se estos pacientes por IDR, un alto porcentaje
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(96%) presento reactividad positiva. El diagnésti-
co directo a partir del material tomado de las le-
siones fue positivo en la mayoria de los casos
(84%). En los pocos casos donde pudo hacerse
el aislamiento del parasito se demostré que la
especie involucrada era L. (viannia) braziliensis.

En este estudio, realizado en la misma zona en
los anos 1992-1993, encontramos también que la
mayoria de los casos presentaba lesiones cuta-
neas y algunos (8%) tenian manifestaciones
mucocutaneas. La presencia de afecciones
mucosas es un dato importante a tener en cuen-
ta dado que son las que acarrean consecuencias
mas graves para la salud del paciente.

La IDR de Montenegro es una herramienta
importante para el diagnostico de leishmaniasis
cutanea y mucocutanea dada la fuerte reactividad
celular observada en estos pacientes. En este
estudio, el 100% de los pacientes presento IDR
positiva, pero debe tenerse en cuenta que el cri-
terio de inclusion fue la positividad en esta prue-
ba y/o la visualizacion del parasito en frotis. Esta
ultima técnica tiene un porcentaje menor de
positividad y en nuestro caso no encontramos
pacientes con parasitos en las lesiones sin IDR
positiva. Creemos que esto no debe interpretarse
en el sentido de que la IDR tiene un 100% de
positividad porque en este estudio fueron exclui-
dos 7 pacientes con lesiones compatibles con
leishmaniasis (Ulceras o cicatrices) que dieron
negativas ambas pruebas pero que podrian estar
infectados por Leishmania. lgualmente es impor-
tante tener en cuenta que una IDR positiva no
necesariamente significa infeccion activa, ya que
puede deberse a una exposicion previa curada
dado que la reaccion puede permanecer positiva
por muchos anos?'. Ademas, el uso de este tipo
de preparaciones crudas (suspensiones de
promastigotes formolados), puede resultar en una
considerable reactividad cruzada con otras espe-
cies de tripanosomatidos?>22,

Se ha destacado el hecho de que el diagnés-
tico seroldgico en la leishmaniasis cutdnea no es
muy confiable dado los bajos titulos de Ac circu-
lantes que implican que cerca del 30% de los
casos diagnosticados parasitolégicamente no
sean detectados por serologia®. Sin embargo, los
resultados obtenidos en este estudio muestran
que de los 30 pacientes leishmaniasicos sin evi-
dencia de infeccién por T. cruzi (26 con frotis po-
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sitivo), 7 presentaban reactividad positiva frente
a 3 reacciones con Ag de Leishmania, 11 eran
positivos frente a dos de ellas y 12 frente a una
sola reaccion, por lo que el 100% dio positivo al
menos una reaccion. Esto estaria indicando el
desarrollo de una importante respuesta inmune
humoral desencadenada por la infeccion que se
manifiesta frente a distintos tipos de antigenos y
ademas, que el analisis serologico puede contri-
buir al diagnéstico de la enfermedad, complemen-
tando a las otras técnicas (frotis e IDR). Merece
destacarse que 2 pacientes incluidos en el grupo
de los que no presentaban evidencia de infeccion
por T. cruzi (ambos con IDR positiva y uno de
ellos con frotis positivo) dieron negativas todas las
pruebas serolégicas tanto para Ag homadlogos
como heterdlogos, a pesar de tener lesiones de
un ano de evolucion.

Las areas endémicas tanto de leishmaniasis
como de enfermedad de Chagas se superponen
en muchas zonas del continente americano y tam-
bién en nuestro pais. Este hecho, sumado a la
cercana relacion antigénica entre los parasitos,
dado que pertenecen a la misma familia, trae
como consecuencia la posibilidad de un diagnos-
tico erroneo debido fundamentalmente al uso de
mezclas antigénicas complejas en las reacciones
serolégicas convencionales. Asi, en este estudio
en el que se analizaron pacientes con evidencias
clinicas de leishmaniasis empleando reacciones
de rutina para el diagnéstico de enfermedad de
Chagas, encontramos altos porcentajes de
reactividad en las técnicas de HAI, IFl y ELISA,
lo que concuerda con la previamente descripto®:
2. Resulta imprescindible entonces el uso de re-
acciones que permitan un diagndstico diferencial.
Con este objetivo, en nuestro laboratorio hemos
purificado, a partir de una mezcla compleja de T.
cruzi y por inmunoafinidad con un anticuerpo
monoclonal, el Ag denominado Ag163B67, el que
seria identico a cruzipaina®. Este Ag ha demos-
trado capacidad para distinguir especificamente
sueros de pacientes chagasicos cronicos de pa-
cientes con leishmaniasis’. Por otro lado demos-
tramos que por la técnica de «immunoblotting»,
frente a epimastigotes de T. cruzi, los pacientes
chagésicos crénicos podian diferenciarse a sim-
ple vista de los pacientes leishmaniasicos, a pe-
sar de la intensa reactividad cruzada, porque pre-
sentaban un patrén de bandas caracteristico™.
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La verdadera utilidad diagndstica del ELISA
con el Ag163B6 y del perfil de bandas caracteris-
tico de chagasico por «immunoblotting» con
epimastigotes, fue comprobada en un estudio pre-
vio realizado sobre 7 pacientes leishmaniasicos
sospechados de padecer una infeccion concomi-
tante con T. cruzi por presentar estas 2 reaccio-
nes positivas. La existencia de tripomastigotes de
T. cruzi en sangre se verifico por xenodiagnostico
en 3 de estos pacientes y considerando que el
porcentaje de positividad de esta tecnica en pa-
cientes crénicos es inferior al 50%, se puso de
manifiesto el valor de las reacciones menciona-
das para el diagnostico especifico de la enferme-
dad de Chagas®.

En este estudio, 32 de los 62 pacientes que
presentaban lesiones tipicas de leishmaniasis, te-
nian también evidencia de infeccién mixta por T.
cruzi, indicando que mas del 50% de los pacien-
tes tenian infeccién doble. Creemos que este alto
porcentaje de chagasicos en esta particular mues-
tra no debe ser extrapolado a la poblacion de la
zona en general dadas las particulares condicio-
nes socioeconomicas e higiénicas en las que vi-
ven los pacientes que concurrieron a la consulta.

El analisis de los resultados obtenidos por
serologia convencional para Chagas mostré que
de 30 pacientes sin evidencia de infeccion por T.
cruzi, 11 eran positivos frente a 2 de las técnicas
y 7 eran positivos frente a todas ellas. Por lo tan-
to, un 60% de los individuos leishmaniasicos po-
drian ser diagnosticados erroneamente como
chagasicos con todas las implicancias que esto
tiene desde el punto de vista personal y
socioecondémico. Esto refuerza la importancia de
contar con Ag definidos y técnicas apropiadas
para poder hacer un diagnostico serolégico dife-
rencial, lo que se vuelve primordial en zonas en-
démicas donde ambas parasitosis pueden ser
prevalentes.
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Summary

Human leishmaniasis infection in the Province
of Salta. Evidence of mixed infection with
Trypanosoma cruzi and Leishmania spp.

In many regions of South America there are
overlapping endemic areas for American
Trypanosomiasis (Chagas’ disease) and Leishma-
niasis. T. cruzi and Leishmania spp., the causa-
tive agents of these parasitoses belong to the
Trypanosomatidae family and share various anti-
gens that cause cross-reactivity in serological di-
agnosis when complex antigenic mixtures are
used.

We studied patients who sought medical atten-
tion because of cutaneous or mucocutaneous le-
sions typical of leishmaniasis infection. These
patients were from the province of Salta where
Trypanosomiasis and Leishmaniasis are endemic
diseases. Sixty-two patients gave a positive
Montenegro skin test and, of these, 53 (85,48%)
showed the presence of amastigotes in Giemsa
stained smears of dermal scrapings. Seven pa-
tients were not included because they were nega-
tive for both assays.

We analyzed the leishmaniasic sera against
homologous antigens to study the immune re-
sponse and against complex heterologous anti-
gens from T. cruzi to evaluate cross-reactivity
phenomena. We also tested these sera against
specific antigens for diagnosis of Chagas’ disease
in order to search for mixed infections. When com-
plex antigens from leishmania were used, the sera
showed an unusually strong antibody response:
100% positive by IFA, 88.7% by ELISA, and
80.6% by immunoblotting. Furthermore, significant
cross-reactivity was found when conventional an-
tigens for the serodiagnosis of Chagas’ disease
were used: 74.19% by IHA, 91.93% by IFA, and
75.80% by ELISA.

We have previously purified by immunoaffinity,
using a monoclonal antibody, an antigen termed
Ag163B6 which is not present in L. mexicana. This
antigen has shown the ability to specifically differ-
entiate sera of chronic chagasic patients from
those of leishmaniasic patients in ELISA. Further-
more, recent studies from our laboratory by
immunoblotting, have demonstrated that chronic
chagasic patients exhibit a specific reactivity pat-
tern against 7. cruzi epimastigotes that can be dis-
tinguished from those presented by leishmaniasic
patients in spite of cross-reactive antigens. Ac-
cording to the results obtained in these assays, we
classified the patients in two groups: 1) Patients
with evidence of T. cruzi infection, those who
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tested positive in at least one assay; 2) Patients
with no evidence of T. cruzi infection who were
negative for both assays. More than 50% (32/62)
of the patients showed strong evidence of mixed
infection with T. cruzi. On the other hand, high
cross-reactivity between these two parasitoses
was shown in the second group without any evi-
dence of T. cruziinfection since 18 out of 30 were
positive in at least two conventional serological re-
actions. This implies that they would be
misdiagnosed as chagasics if conventional reac-
tions were used. These results emphasize the
importance of the use of defined antigens and
appropriate techniques for the differential diagno-
sis of these parasitoses, which is more important
in areas endemic for both of them.
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