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RESUMEN

El siguiente trabajo de investigacion tuvo el objetivo de recopilar informacion sobre el
parasito flagelado del género Leishmania mediante la basqueda y revision de literatura de
fuentes primarias y secundarias que sirva para realizar el diagnostico de la leishmaniasis por
observacion microscépica del parésito y deteccion del ADN. La metodologia empleada en
este trabajo fue de enfoque cualitativo, documental, transversal y retrospectivo con una
muestra empleada de 58 fuentes bibliograficas dtiles y relacionadas estrechamente con el
objeto de estudio; se recopild6 informacion de sitios web (OMS/OPS), reportes
epidemioldgicos, libros y manuales digitales, y articulos de bases de datos como Scopus,
ProQuest, Scielo, Redalyc, Lilacs y Medigraphic, publicados en los ultimos 10 afios para
cumplir el criterio de actualidad y responder al problema de estudio. Para recolectar los datos
se aplico una estrategia de bldsqueda avanzada en las mismas bases y buscadores web, se
selecciond palabras claves, y se filtrd la informacion con los Gltimos 10 afios, idioma espafiol
e inglés, y en las disciplinas medicina y salud. Los resultados obtenidos fueron que, para el
diagnostico de la leishmaniasis en el laboratorio el frotis tradicional tefiido con Giemsa o
Wright sigue siendo la técnica de estandar de oro, a pesar de presentar una sensibilidad baja
y variable, por otro lado, el diagnéstico molecular por PCR es altamente sensible y especifico
para el diagnostico porque permite identificar y diferenciar de forma concreta la especie
causal de leishmaniasis al detectar marcadores moleculares o dianas genéticas especificas en

su genoma.

Palabras clave: leishmaniasis, diagnostico de laboratorio, microscopia, ADN, PCR



ABSTRACT

The following research work had the objective of collecting information on the flagellated
parasite of the genus Leishmania by searching and reviewing the literature from primary and
secondary sources that can be used to diagnose leishmaniasis by microscopic observation of
the parasite and DNA detection. The methodology used in this work was qualitative,
documentary, cross-sectional and retrospective, with a sample of 58 useful bibliographic
sources closely related to the object of study; Information collected from websites (WHO /
PAHO), epidemiological reports, digital books and manuals, and articles from databases
such as Scopus, ProQuest, Scielo, Redalyc, Lilacs and Medigraphic, published in the last 10
years to meet the criteria of present and respond to the study problem. To collect the data,
an advanced search strategy applied in the same databases and web search engines, keywords
selected, and the information filtered with the last 10 years, Spanish and English language,
and in the medical and health disciplines. The results obtained were that, for the diagnosis
of leishmaniasis in the laboratory, the traditional smear stained with Giemsa or Wright
continues to be the gold standard technique, despite presenting a low and variable sensitivity,
on the other hand, molecular diagnosis by PCR is highly sensitive and specific for diagnosis
because it allowed the specific identification and differentiation of the causative species of

leishmaniasis by detecting molecular markers or specific genetic targets in its genome.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La leishmaniasis o leishmaniosis es una infeccion parasitaria producida por la picadura de
un vector infectado con un protozoo flagelado del género Leishmania spp. Este protozoo es
trasmitido por la regurgitacion de un tapon de promastigotes que obstruyen el es6fago de las
hembras hematéfagas de un insecto del género Lutzomyia y Phlebotomus en el Nuevo y
Viejo Mundo, respectivamente *. Estos insectos son pequefios dipteros que abundan en las
zonas tropicales y subtropicales alrededor de todo el mundo, son también llamados

comunmente como moscas de arena.

La leishmaniasis cuenta con mas de 20 especies de Leishmania spp., que infectan a los
humanos y cada una produce diferentes afecciones clinicas. Dependiendo de la especie
infectante y las manifestaciones clinicas se pueden distinguir tres patrones principales de la
enfermedad para su clasificacion. Estos patrones en que se pueden presentar la leishmaniasis
son: leishmaniasis visceral (LV), leishmaniasis mucocutanea (LMC) y leishmaniasis cutanea
(LC) 12,

Para que la infeccion se produzca, el insecto transmisor debe ingerir células del hospedador
infectadas con amastigotes, durante el ciclo bioldgico el parasito se transforma en el estadio
morfolégico infectante de Leishmania que es el promastigote metaciclico. Estos
promastigotes infectantes son rapidamente fagocitados por células del sistema
reticuloendotelial y se transforman en amastigotes intracelulares, para multiplicarse y llenar
los citoplasmas de las células, estas se rompen y quedan en libertad los parasitos que son
fagocitados nuevamente repitiendo el ciclo hasta producir las manifestaciones clinicas de la

enfermedad °.

La enfermedad comienza cuando los promastigotes de Leishmania spp., son depositados por
el insecto vector a 0,1 milimetro de la piel, cuando el parésito hace contacto con la piel,
rapidamente se activa el sistema fagocitico mononuclear formado por los macrofagos,
células dendriticas y monocitos, que se encargan de fagocitar los promastigotes infectantes
al ser reconocidos sus receptores especificos. Debido a la estructura y composicion quimica

de la membrana del parasito, este evade su destruccion de la vacuola fagocitica, en el



citoplasma de las células y por el contrario empieza su multiplicacion por fision binaria hasta
estallar la célula.

Como antecedente historico de leishmaniasis se han hallado descripciones de lesiones
leishménicas en l&pidas del siglo VII a.C., (antes de Cristo). También existen documentos
de médicos orientales y arabes como Avicena que hacen referencia a lesiones ulcerosas
debidas a la infeccion por Leishmania . De acuerdo con la Organizacion Panamericana de
la Salud (OPS) a nivel mundial existe mas de 12 millones de personas infectadas. La
leishmaniasis es una de las 10 enfermedades tropicales con mayor indice de desatencion
sanitaria y con aproximadamente alrededor de 0,9-1,6 millones de casos al afio *.

La leishmaniasis tiene considerable cifra de defunciones de entre un nimero aproximado de
20 000 a 30 000 muertes por afio *. Los paises con mas casos de leishmaniasis visceral son:
Somalia, India, Etiopia, Brasil y Sudan; es mortal en méas del 95% de las infecciones y gran
parte de los casos son registrados en India, Brasil y Africa oriental. Mientras que, de
leishmaniasis cutanea es prevalente en Per(, Nicaragua, Colombia y Brasil, se registra
aproximadamente el 95% de los casos en Ameérica, Asia Central, la cuenca del Mediterraneo
y Oriente medio. La leishmaniasis mucocutanea se produce en mas del 90% de los casos en

Perd, Bolivia, Brasil y Etiopia °.

En el continente americano se registra aproximadamente una media de 55 000 infecciones
de leishmaniasis cutdnea y mucosa, y 3 500 casos de leishmaniasis visceral al afio. En la
region de Asia Sudoriental las formas endémicas de la enfermedad son tanto la leishmaniasis
visceral como cutanea, donde la principal forma es la visceral. En el continente Africano,
Argelia tiene las tres formas existentes como endémicas y muy endémicas en la regién
oriental de Africa °. La region del Mediterraneo Oriental se presenta 70% de casos de todo
el mundo de leishmaniasis cutanea; por otro lado, en el continente europeo las leishmaniasis

cuténea y visceral son endémicas.

En América, principalmente en Sudamérica y parte de centro América, la leishmaniasis es
considerada como endémica en las zonas tropicales y subtropicales. En otros lugares no
endémicos también se pueden presentar casos, esto se da por diversos factores como los
ecologicos (deforestacion), climaticos, socioecondmicos y migratorios. Como Kaylin et al.
mencionan, Estados Unidos no es endémico de leishmaniasis pero por las relaciones
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militares y viajeros, pueden ser diagnosticada. En la poblacién militar es muy comdn, como
las tropas que recientemente fueron agrupadas en oriente medio y Africa, especialmente en

Irag y Afganistan donde la leishmaniasis es endémica.

Moo Llanes 7 en su articulo establece el nicho ecoldgico de leishmaniasis de la region
Neotropical conformada de 21 paises latinoamericanos con una poblacién estimada: 960
millones de pobladores. En México, se ha observado todas las formas clinicas que se
presentan la leishmaniasis, su incidencia en fue 6 por cada 100 000 habitantes en el 2015.
Sosa y colaboradores reportaron que durante el periodo 2005-2011 hubo un indice de 41%
de mortalidad en Chiapas y un 16% en Tabasco 8.

En Costa Rica el 95% de los casos reportados es a causa de Leishmania (Viannia)
panamensis mientras que el 5% restante por L. (Viannia) braziliensis. EI promedio de la
incidencia de LC en el trienio 2014-2016 fue de 30,5 casos por 100 000 habitantes,
disminuyendo del trienio anterior. En el trienio contemplado entre 2005-2007, la incidencia
fue mayor con 35,5 casos por 100 000 habitantes segun el estudio de Jaramillo et al. °. Con
respecto al principal vector de leishmaniasis cutdnea en Costa Rica se describe a Lutzomyia
ylephiletor, que es conocido por los campesinos comdnmente como aliblanco.

Costa Rica por la alta incidencia de leishmaniasis presente se ubica en el quinto lugar méas
afectado de América Latina. Entre los principales reservorios de las zonas endémicas del
pais se encuentran los perezosos del género Bradypus y Choloepus, se incluye también el
Heteromys desmarestianus, siendo este ultimo un roedor. Los mas afectados son los menores
de 20 afios, en el 2009 se reportd una tasa de mas de 1 000 casos por cada 100 000 habitantes
y alrededor de 1 721 casos en el 2012 °,

En Venezuela, en el estado de Mérida, se han reportado casos de leishmaniasis con una gran
diversidad de especies en los vectores transmisores de Leishmania. Nieves et al., ! en su
estudio menciona que las principales especies de vectores en viviendas de las zonas urbanas
de Mérida son: Lutzomia spinicrassa, Lu. venezuelensis, Lu. lichyi, Lu. atroclavata, Lu.
youngi, Lu. migonei, Lu. walkeriy Lu. ovallesi. El 62,5% de estos vectores tienen costumbres
de antropohematofagia y debido a los cambios climaticos y deforestacién, su capacidad de
adaptacion aumento para extenderse a nuevas areas epidemioldgicas.



En Colombia, reportes epidemiolégicos de la OPS *? notifican que es el segundo pais con
mas casos de LC (5 829) y LMC (78) con 5 907 casos en el 2019. En el estudio de Manotas
etal., 1 presenta que los brotes de LV se dan especialmente en nifios y que el vector principal
es Lutzomyia gomezi. Se reporta que la distribucion geografica en orden de frecuencia
fueron: L. panamensis, L. braziliensis, L. guyanensis, L. infantum, L. amazonensis, L.
mexicana, L. colombiensis, L. lainsoni y L. equatorensis, las 3 Gltimas son de similar
frecuencia *. Otros estudios reportan que la principal especie de vector causante de LC en

Boyaca, Colombia fueron: Nyssomyia yuilli y N. trapidoi °.

Brasil es el pais sudamericano con mayor numero de casos LC y LMC, con 15 484 casos en
total, con 14 659 LC y 825 LMC 2. Ademas, Brasil también se incluye en el pais con mayor
numero de casos de LV, representando el 97% de todos los casos reportados en las Américas.
En Brasil han sido reportados casos de LC en todos los estados y casos de LV en alrededor
de 21 estados, con aproximadamente 1 600 ciudades que presentan la transmision de forma
endémica. Anversa et al., 1® también menciona que los datos de mortalidad por leishmaniasis
son escasos, pero asumiendo el rango normal (es decir un 10%) se estima que la tasa de
mortalidad es de 20 000- 40 000 decesos por afio.

Per, Nicaragua y Bolivia le siguen a Colombia con 5 349, 3 321 y 2 052 casos
respectivamente de LC y LMC en el afio 2019. Entre el periodo del 2001 al 2019 se han
notificado a la OPS alrededor de 1 028 084 casos de LC y LMC en América. Por otro lado,
en el mismo periodo fueron registrado 65 934 nuevos casos de LV a la OPS con un promedio
de 3 470 casos anuales 2. Actualmente, Per(i cuenta con una tasa de incidencia de
leishmaniasis de 13,4 por cada 100 000 habitantes por afio, el mayor porcentaje de reportes
(>60%) pertenece a los departamentos de Huanuco, Cuzco, Madre de Dios, Cajamarca,

Junin, Amazonas y San Martin; se presenta dos formas de leishmaniasis: LC y LMC 7.

La OPS reporta 2 052 nuevos casos de leishmaniasis en Bolivia en el afio 2019, de los cuales
el 85,8% (1 760 casos) son de LC y 14,2% (292 casos) son de LMC. La incidencia es de
33,7 / 100 000 habitantes, y presentando también un alto nivel de transmisién. Segun la
revision realizada por Mollinedo et al., '8 determina que a lo largo de 30 afios (entre 1983-
2015) la mayoria de los casos reportados de leishmaniasis provenian en un 97,9% de la
cuenca del Rio Amazonas y el resto del Rio de la Plata. Las regiones de Bolivia tanto



tropicales como subtropicales son endémicas de leishmaniasis con presencia de LC y LMC,
ademas de alguin caso de LV de manera casual °.

La OPS reporta en Argentina en su informe epidemioldgico que en el afio 2019 hubo 241
nuevos casos de leishmaniasis, de los cuales 220 fueron de LC (91,3%), 20 LMC (8,3%) y
un caso sin especificar (0,4%). La incidencia de la leishmaniasis es de 5,21 por cada 100 000
habitantes en las zonas endémicas de Argentina, con predominio de L. braziliensis. En un
estudio realizado por Diaz et al., ?° en la provincia de Misiones en Argentina, identificaron

que la principal especie causante de LV fue Leishmania infantum.

En Ecuador hay variedad de enfermedades producidas por diferentes vectores y agentes
patdgenos como el dengue, chikungunya, zika, fiebre amarilla, malaria, leishmaniasis y
enfermedad de Chagas. ElI SIVE registra los nuevos casos para llevar el conteo
epidemioldgico en las regiones endémicas del pais. El periodo del 2015-2020 fueron
reportados 7 801 casos de leishmaniasis, 1 382 en 2015, 1 397 en 2016, 1 654 en 2017, 1
336 en 2018, 1 108 en 2019 y 924 en 2020. La leishmaniasis es considerada una enfermedad
tropical endémica en Ecuador en la mayor parte del pais, afectando principalmente en la
region oriental y litoral.

De forma local, la OPS registra una incidencia de leishmaniasis de 8,2 por cada 100 000
habitantes, con 1 104 casos (1 084 LC y 20 LMC). Estudios realizados por Freire et al., %
sobre la prevalencia de LC en Napo-Ecuador, mostraron una prevalencia de 81,8% en el
periodo 2012-2013. La alta prevalencia segun la investigacion se da por los siguientes
factores: falta de servicios basicos, residencia en zonas rurales y por la falta de informacién
sobre la transmision y prevencion de la enfermedad. La OMS sefiala que en al 2013 la
provincia de Carchi tenia una tasa del 1,1 por cada 100 000 habitantes segun el Ministerio
de Salud; el principal vector del canton Mira, en Carchi, cerca de la comunidad indigena
AWA fue Lutzomyia trapidoi ?2.

Segun el reporte del Subsistema de Vigilancia SIVE- Alerta de Enfermedades por Vectores
Ecuador 23, durante el afio 2019 se reportaron 1 108 casos de leishmaniasis. En el afio 2020
los casos de leishmaniasis reportados fueron 924 (894 LC, 30 LC), y hasta febrero del 2021
del informe SIVE se han notificado 140 nuevos casos, 134 LC y 6 LMC. Las provincias que



con el mayor niumero de casos son: Manabi (47 casos), Esmeraldas (26 casos) y Pichincha

(19 casos).

Hasta el dltimo informe del SIVE (semana 9) por parte del Ministerio de Salud Pablica del
Ecuador actualizado el 3 de marzo del 2021 que se usé para esta investigacion; 144 nuevos
casos aumentaron dando un total de 284 en el afio 2021, de los cuales 278 son de LC y 6 de
LMC. Las provincias afectadas por LMC son Morona Santiago con 3 casos y Pastaza,
Zamora Chinchipe y Orellana con 1 caso respectivamente 2. En este pais las infecciones
parasitarias por Leishmania spp., se limita Gnicamente a la presentacion clinica cutanea y

mucocutanea 2°.

La principal contribucion de la investigacion es que aporta informacién cientifica para
conocer sobre diagnostico de leishmaniasis. La recopilacion de este conocimiento servira de
guia para el diagndstico de la enfermedad. Debido a la existencia de una gran diversidad de
especies de Leishmania spp., los métodos moleculares son importantes porque intervienen
en el auxilio de identificar la especie especifica causante de leishmaniasis, y asi, el médico
pueda dar el tratamiento adecuado porque hay algunas especies resistentes a los farmacos

convencionales.

Los principales beneficiarios sera el personal sanitario, en especial el personal de laboratorio
que trabaje en zonas endémicas de leishmaniasis alrededor del mundo, puesto que la
informacion presentada tiene gran utilidad. Ademas, servird como aporte informativo a la
comunidad para que tomen medidas el control y prevencion de la enfermedad, tanto en
vectores como en reservorios. Al ser una de las enfermedades tropicales mas desatendidas a
nivel mundial, con un alto indice de prevalencia en el continente americano y tasas muy altas
de mortalidad, el estudio es viable para dar una mayor informacion al personal de salud y

poblacion en general.

Con este estudio de caracter bibliogréafico, se podra brindar informacion de como se realiza
el diagnostico de leishmaniasis por medio del laboratorio, también servira para dar a conocer
este problema de salubridad desatendido que ignora gran parte de la poblacion del Nuevo y
Viejo Mundo. Incluso, al ser un problema de salubridad ain no controlado, el estudio podra

motivar a nuevos miembros de la comunidad cientifica a que se unan, investiguen y aporten



con nuevas soluciones que ayuden a erradicar este problema que tiene altos indices de

mortalidad, principalmente en personas que no son diagnosticadas y tratadas a tiempo.

Al recopilar la informacién de Leishmania spp., revisarla, interpretarla y construir el marco
tedrico, se amplia en gran medida los diferentes conceptos y métodos de diagnoéstico. Esto
ayuda a esclarecer de una manera centrada como es el diagndstico de la leishmaniasis por
medio de las técnicas parasitoldgicas y moleculares existentes en la actualidad, y con ello

dar respuesta al problema de investigacion planteado.

La leishmaniasis es un problema de salud publica mundial, que afecta a millones personas y
animales afio tras afio causando miles de muertes. La leishmaniasis es una de las
enfermedades mas desatendidas con una incidencia de 1,3 millones de casos nuevos en el
afio 2. Su distribucion geografica es muy amplia, con aproximadamente 12 millones de

personas infectadas y 350 000 millones de personas con riesgo de infectarse °.

Factores climaticos, socioecondmicos, ambientales, migratorios y ecoldgicos ha conllevado
a su gran distribucion geogréfica que hay en la actualidad. Las regiones mas afectadas son
aquellas de bajos recursos sin una vivienda adecuada que carecen de servicios basicos. Las
poblaciones de riesgo son las personas inmunosuprimidas, de edad pediatrica y poblaciones
que presenten malnutricién, debido a que su sistema inmunitario no es competente. En estas
personas, las manifestaciones clinicas se van a producir de manera severa y el tratamiento

serd menos eficaz.

La leishmaniasis es endémica en las regiones tropicales y subtropicales del mundo, siendo
la LC la forma més comun de presentarse. En el sur de Europa y en Africa, la leishmaniasis
se ha convertido en una enfermedad oportunista en pacientes inmunosuprimidos. Se reporta
que alrededor del mundo se producen aproximadamente entre 50 mil y 90 mil nuevos casos
de LV. América tiene alta prevalencia de LC, se ha calculado nuevos casos de entre 600 mil
a 1 millén por afio. La LMC resulta ser desfigurante porque cursa con destruccién e invasion

de los tejidos, el 90% de los casos son: Brasil, Etiopia, Per( y Bolivia.

Cada forma de leishmaniasis (LC, LMC, LV) van a presentar diferentes signos y sintomas,
esto también dependera del estado inmune y genético del paciente, genotipo del parasito, y
tamano y zona del inoculo. La leishmaniasis cutanea puede manifestarse como difusa (LCD)
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0 localizada (LCL), presenta en ambos casos distintas manifestaciones. La leishmaniasis
cuténea localizada se caracteriza por producir lesiones ulcerosas indoloras Gnicas o multiples
es zonas especificas de la piel. La leishmaniasis cutanea difusa produce nodulaciones

alrededor de toda la piel, esto debido a la diseminacion en linfa, sangre y liquido tisular.

La LMC se manifiesta de manera cronica con lesiones destructivas afectando principalmente
a la mucosa nasal, faringea y laringea, incluso puede extenderse a labios y nariz. La LV
presenta fiebre intermitente, hepatoesplenomegalia, anemia, pérdida de peso y linfonddulos,
si no es tratada a tiempo tiene alta tasa de mortalidad 2°. Después de la recuperacion de LV,
es posible ver casos de LC cursada por nddulos cutdneos que tienen gran cantidad de

macrofagos infectados.

La leishmaniasis cuenta con més de 20 especies infectantes al hombre, de las cuales15 han
sido identificadas en América como autoras de la infeccion. También se ha identificado
alrededor de 54 especies distintas de vectores involucradas en la transmision. Debido a la
gran variedad de especies de Leishmania, reservorios y vectores, esta enfermedad resulta de
dificil control epidemioldgico en el mundo. Ademés de tener altos indices de
morbimortalidad, la leishmaniasis puede ser una enfermedad ignorada por la poblacion
general y por el personal de salud, lo que conlleva a un retraso en su diagnostico ° y por

consiguiente a su tratamiento.

El diagndstico de la leishmaniasis tiene una importancia para la salud del paciente, debido a
que cuadros clinicos de LV y LMC resultan mortales si no se realiza tratamiento. La
leishmaniasis tanto en el ambito local como mundial sigue siendo un gran problema de salud,
y es catastrofico en pacientes no tratados. La leishmaniasis es considerada como una de las
enfermedades tropicales mas desatendidas a nivel mundial y conocer los métodos y técnicas
aplicables en el laboratorio de diagnostico clinico resulta esencial tanto para el diagndstico,

tratamiento y seguimiento del paciente.

Por lo mencionado anteriormente, este trabajo aporta con informacion clave para el
diagnostico de la leishmaniasis por medio del analisis molecular y parasitoldgico en el
laboratorio, y con ello se planted el siguiente problema de investigacion: ;Como se realiza
el diagndstico de leishmaniasis por observacion microscopica del parasito y deteccién del
ADN?



OBJETIVOS

General:

Recopilar informacion del paréasito flagelado del género Leishmania mediante la busqueda
y revision de literatura de fuentes primarias y secundarias que sirva para realizar el
diagndstico de la leishmaniasis por observacion microscopica del parésito y deteccion del
ADN.

Especificos:

-Evaluar los métodos parasitologicos y moleculares mediante el andlisis de informacion
seleccionada que sirva para el diagnostico de leishmaniasis.

-Especificar las distintas especies y subespecies de Leishmania segun los estudios publicados
para su caracterizacion clinica.

-Deducir las diferentes técnicas parasitologicas y moleculares existentes en base a la
informacion recolectada para el diagnostico de Leishmania spp., en el laboratorio.

Descripcion de la leishmaniasis

La leishmaniasis se denomina al grupo de afecciones clinicas antropozoonoticas producidas
por la infeccién del protozoo flagelado del género Leishmania spp., transmitida
principalmente por la picadura del fleb6tomo hembra parasitada. La transmision de
leishmaniasis también se puede dar de manera congénita, por transfusiones sanguineas o por
el uso compartido de agujas. El vector es el mosquito del género Phlebotomus en el Viejo
Mundo y Lutzomyia en el Nuevo mundo, son organismos endémicos de regiones tropicales

y subtropicales.

Las formas de presentacion clinica de la leishmaniasis en los humanos generalmente son
diferenciadas en tres: leishmaniasis cutanea (llamada también botdén de Bagdad, Ulcera
himeda o seca, uta, Ulcera de Oriente o Ulcera de chicleros), leishmaniasis mucocutanea (o
espundia) y la leishmaniasis visceral (llamada en hindi Kala azar). Leishmania tiene
diferentes cepas que se diferencian por diferentes aspectos como: la virulencia, el tropismo

a tejidos, caracteristicas bioldgicas y epidemioldgicas, y criterios seroldgicos y bioquimicos.



Distribucion geogréfica de leishmaniasis

Actualmente la leishmaniasis esta presente de forma endémica en 88 paises alrededor de los
5 continentes del mundo, en paises del sur de Asia, Sur de Europa, Medio Oriente, Africay
el sur y centro de América. India, Africa, Asia de Europa y Sudamérica; en conjunto tienen
un prevalencia de mundial de 12 millones de habitantes infectados y alrededor de 350

millones de personas en riesgo 2.

Para Organizacion Mundial de Salud (OMS) de leishmaniasis representa una de las 13
enfermedades tropicales méas olvidadas del mundo, esté& presente en todos los continentes a
excepcién de Oceania. La leishmaniasis esta presente especialmente en regiones selvaticas
con altitudes de 0-1 500 msnm (metros sobre el nivel del mar), a una temperatura media de

mas de 20° C, es mas frecuente en épocas de lluvia 2.

Alrededor del mundo, méas del 90% de los casos de LV ocurren en seis paises principales,
estos son Bangladesh, India, Etiopia, Sudan, el sur de Sudan y Brasil. Alrededor de un tercio
de casos de LC se da en América, el occidente de Asia y la cuenca del Mediterraneo,
principalmente en paises como Argelia, Afganistan, Irdn, Siria, Etiopia, la region norte de
Sudan, Costa Rica, Colombia, Perti y Brasil 216, Los casos reportados de LC en un 75% son
principalmente en: Siria, Argelia, Afganistan, Iran, Norte de Sudan, Costa Rica, Colombia,

Peru y Brasil 2.

La OMS calcula que los nuevos casos de LV son entre 50 000 a 90 000, solo entre el 25% y
el 45% son notificados a la OMS. En el afio 2018 la mayoria de los casos (95%) fueron
registrados en Iraq, China, Kenia, Sudan y Sudan del sur, Brasil, Somalia, Etiopia, Nepal e
India. La distribucién de casos de LC se registraron el mayor porcentaje (95%) en el

continente americano, Oriente Medio, la cuenca del Mediterraneo y Asia Central.

Clasificacion Taxonémica

Los protozoarios del género Leishmania incluyen un gran grupo de subespecies y especies
que infectan tanto a personas y animales mamiferos. Los criterios de clasificacion de este
protozoo flagelado se realizan en base a aspectos morfologicos, bioguimicos, genéticos-
moleculares e inmunoldgicos. Esta clasificacion también puede darse por la distribucion

geografica, manifestaciones clinicas y el desarrollo del parasito en el diptero vector.

10



Taxonomia del género Leishmania

Subreino Protozoario
Kinetoplastea

Familia Trypanosomatidae
Geénero Leishmania
Subgenero R InEGIE] Viannia
000)ygJo)[sj[ef = L. donovani  L.tropica L. major L. aethiopica L. mexicana L. guyanensis L. braziliensis
Especies L. donovani  L.tropica L. major L. aethiopica L. mexicana L. guyanensis L. braziliensis
L. chagasi L. amazonensis L. panamensis L. peruviana
L. infantum L. venezuelensis L. shawi
L. garnhami
L. aristidesi
L- enrietti
Forma LV LC LC LCD LCL LMC LCL
Clinica LCD

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica del género Leishmania y la forma clinica que presenta

cada complejo.

Leishmania se integra en la orden Kinetoplastea, suborden Trypanosomatina y a la familia
Trypanosomatidae, esta se divide en tres subgéneros: Leishmania, Viannia vy
Saurolesishmania. El subgénero Leishmania y Viannia son clasificados de acuerdo al
desarrollo del parasito en el vector. Las especies del subgénero Leishmania se desarrolla en
la porcidn suprapil6rica (ubicada contigua a la probdscide) mientras que las del subgénero
Viannia lo hacen en el intestino medio y posterior del piloro (desarrollo peripil6rico) %27,
Molina, Lopez y Sanchez 27 en su libro clasifican las subespecies, complejos y especies de

la forma como se presenta en el cuadro 1.

Caracteristicas del parasito

Leishmania spp., es un protozoo flagelado unicelular, este es un parasito intracelular
obligatorio que infecta células del sistema fagocitico mononuclear (como macréfagos,
monocitos, etc.). Su kinetoplasto de ADN mitocondrial (ADNm) contiene 107 pares de bases,
lo que representa hasta un 20% de material gendmico de Leishmania ®. En el subgénero
Leishmania el paréasito solo se desarrolla en la porcién suprapilérica del intestino, mientras

que Viannia en el intestino medio y posterior.

El ciclo de vida de Leishmania presenta 2 fases: el promastigote que se encuentra en el vector
y el amastigote en el hospedero vertebrado. EI promastigote es extracelular y contiene un
flagelo anteronuclear, esta es la fase mavil de Leishmania spp., que se desarrolla en el tracto
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digestivo del vector con un tamafio de 6-20 micrometros y presenta un kinetoplasto anterior.
Los promastigotes al ser inoculados por regurgitacion del invertebrado son fagocitados por
el sistema fagocitico mononuclear y cambian a fase amastigote. EI amastigote es la fase
inmovil (sin flagelo) e intracelular obligada de Leishmania spp., es redondo u ovoide y tiene

un tamafio de 2 a 6 micrémetros de diametro 2.

La estructura de Leishmania spp., esta compuesta por diversas moléculas, las mas
abundantes de la superficie del parasito son una glucoproteina de 63 kDa (gp63) v el
lipofosfoglucano (LPG). La gp63 tiene actividad metaloproteasa (es decir, genera
protedlisis); mientras que el LPG es un glucofosfolipido que se encuentra fijado a la
membrana por medio del glucosilfosfatidil-inositol (GPI) modificado ?, este estd compuesto
por de una extensa cadena de dominios repetitivos de fosfosacaridos. Estas partes por las
que esta compuesta el parasito serviran para la aplicacion de ciertas pruebas diagndsticas en

el laboratorio clinico, como son las inmunoldgicas y moleculares.

Las moléculas gp63 y LPG sobresalen de la membrana de Leishmania spp., y participan en
la adaptacion del parasito en el ciclo de vida tanto del vector como del hospedero. La
diversidad de especies de Leishmania spp., se distingue por las diferencias que presenta en
el lipofosfoglucano, concretamente en las cadenas laterales que se ramifican desde la
columna central de los fosfosacaridos. Las especies de Leishmania que predominan en el
continente americano son las pertenecientes al complejo L. brazilienzis y L. mexicana que

producen LC y L. donovani chagasi que produce la LV 1228,

Vectores

Los flebotomineos son pequefios mosquitos que generalmente miden hasta 3 mm de longitud
cuando son adultos y presentan pilosidad densa con alas ovales o lanceoladas. El cuerpo y
las alas presentan un aspecto hirsuto, el térax es giboso y tiene un flagelo articulado en las
antenas ¥. Los vectores adultos generalmente tienen actividad nocturna o vespertina y las
hembras para completar su fase ovarica necesita de sangre. Se han descrito aproximadamente
1 000 especies de la subfamilia Phlebotominae hasta el afio 2017; en América se reconocen
536 especies, la principal de riesgo sanitario en América es Lutzomyia.

Los flebotomineos taxonémicamente pertenecen al orden: Diptera, suborden: Nematocera,
y familia: Psychodidae, viven en habitats selvaticos, rurales y peridomésticos. Estos vectores
12



son de gran importancia en la salud por su papel de vectores de parésitos (género
Leishmania) y bacterias (género Bartonella) L. La presencia de estos flebotomineos ha sido
demostrada hasta los 3 500 msnm; aunque la incursién del hombre a los nichos ecolégicos
de Lutzomyia ha llevado a que algunas especies se adapten a lugares no endémicos y que se

expanda la leishmaniasis.

Ciclo de Vida

El ciclo de vida inicia cuando la hembra (hemat6faga) sin infeccion pica a un vertebrado
parasitado, aqui obtiene los amastigotes de Leishmania spp., al ingerir células infectadas o
amastigotes libres. En el intestino del vector los amastigotes se transforman en promastigotes
prociclicos, estos se adhieren al intestino del vector mediante el LPG. Posteriormente, el
promastigote prociclico se transforma en promastigotes metaciclicos, se vuelven
extracelulares e inicia el desarrollo y division binaria en el tubo digestivo del vector. Se
procede a la metaciclogénesis, proceso que modifica la cubierta del parésito para sobrevivir

en el insecto y ademas permite el desprendimiento intestinal para su migracion 1273032,

Los promastigotes metaciclicos migran al es6fago del vector, y estan listos para ser
regurgitados, al chocar con la sangre que el vector ingiere del nuevo hospedador con la
picadura del mosquito. El ciclo de Leishmania spp., en el vector dura entre 4 a 25 dias, en

cada picadura el vector inocula entre 10-1 000 promastigotes metaciclicos .

Los promastigotes infectantes (metaciclicos) son fagocitados por células del sistema
fagocitico mononuclear, células de Langerhans, y monocitos circulantes. Una vez dentro del
fagolisosoma del macrofago, los promastigotes metaciclicos se diferencian nuevamente a
amastigotes y se dividen por fision binaria tantas veces que llevan al rompimiento celular.
Estos amastigotes liberados invaden otras células fagociticas circundantes, las infectan y el
ciclo de division intracelular y rompimiento de la célula se repite. Finalmente, el ciclo cierra
cuando un nuevo mosquito libre de infeccion pica al hospedero vertebrado infectado y el

ciclo de Leishmania spp., nuevamente comienza desde un inicio.

Tipos de leishmaniasis

-Leishmaniasis Cutanea: Se presenta en la piel como ulceraciones cutaneas que pueden ser

Unicas o multiples, son indoloras con bordes elevados localizados principalmente en la piel

expuesta 2. La Glcera pueden o no presentar exudado y se cicatriza espontaneamente en
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meses, semanas o persistir a mas de un afio, dependiendo de la infeccion secundaria con

bacterias 13*.

La LCL y LCD son inmunoldgicamente opuestas, la primera se distingue por la presencia
de Ulceras Unicas que aparecen entre 15-20 dias después de la picadura; la segunda se
caracteriza por una falta de reaccion inmunoldgica (anérgica) hacia los antigenos del parésito
lo que permite la diseminacién a via linfatica, hematdgena o hacia liquido tisular para
posteriormente desarrollar lesiones en toda la piel 2*°. La leishmaniasis diseminada (LCDs)
cursa con la presencia de 10 o méas lesiones que pueden ser papulosas, ulceradas,

acneiformes, nodulares entre otras 3032,

-Leishmaniasis Mucocutanea o espundia: Afecta los tejidos nasofaringeos, se caracteriza
por la destruccion tisular progresiva, puede causar desfiguracién en el rostro del paciente.
Se denomina altamente deformante porque produce erosién y ulceracion de los tejidos
blandos y el cartilago de las partes afectadas (laringe, faringe o labio superior) 2, Las
lesiones en LMC tienden a tener poca cantidad de parasitos y los dafios son secundarios de
la reaccion inflamatoria del organismo. Las especies causantes de esta forma clinica son las
pertenecientes al complejo L. Viannia braziliensis; L. braziliensis, L. guyanensis, L.

peruviana y L. panamensis.

-Leishmaniasis Visceral, Kala-azar o fiebre negra: Es la forma méas grave de las
leishmaniasis, invade érganos y tejidos hematopoyéticos; cursa con caquexia, anemia,
pérdida de peso, fiebre intermitente y hepatoesplenomegalia. En el 95% de los casos sin
tratamiento resulta mortal, incluso pacientes con LV y con tratamiento tienen un indice de

mortalidad de aproximadamente el 15% %',

La LV afecta a personas en mal estado de nutricion, inmunosuprimidos y nifios ¥, y afecta
principalmente al higado, bazo, ganglios linfaticos y la médula 6sea. En las Américas la LV
es causada por L. infantum y los principales hallazgos clinicos son fiebre y agrandamiento
de las visceras 2023, Estudios en Bihar, India, demostraron que pacientes con LV activa y
LC post kala-azar pueden transmitir el parasito al vector transmisor *°; por consiguiente, un
diagndstico y tratamiento temprano pueden remover de manera eficaz a estos pacientes como

reservorio y disminuir infecciones por Leishmania.
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Diagnostico de leishmaniasis en el laboratorio

Para el diagnostico de leishmaniasis se puede utilizar diferentes métodos que demuestren la
presencia del parasito de manera directa o indirecta y van a depender de la forma de
presentacion de la enfermedad. Para la LC el frotis directo es el mas usado para la
confirmacion diagnostica, en LMC es el estudio histopatolégico del tejido nasal o técnicas
no invasivas como las moleculares. Para la LV las técnicas de diagnéstico mas usadas
incluyen la visualizacion en el tejido de amastigotes, aislamiento de Leishmania spp., en

cultivos in vitro y las pruebas inmunoldgicas.

Los métodos diagnosticos que se pueden realizar son: parasitolégicos como los frotis,
improntas, biopsias, cultivos e inoculacién en animales; inmunoldgicos como la prueba
cutanea o intradermoreaccion de Montenegro, ELISA (Enzyme Linked Inmunosorbent
Assay) o inmunofluorescencia indirecta (IFI) en muestras de sangre,
inmunoelectrotransferencia (Wester blot), prueba de aglutinacion directa (Direct
Agglutination Test, DAT), inmunohistoguimica con anticuerpos (Ac) anti-Leishmania; y
moleculares como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR por sus sigla en inglés de
Polymerase Chain Reaction), TP-PCR (transcriptasa inversa), RT-PCR(PCR en tiempo real)
0 RFLP-PCR (Restriction Fragment Length Polymorphism) 4042,

Tipos de muestra para el diagndstico de leishmaniasis

Para el diagnostico de la leishmaniasis cutanea *! de las diferentes formas se pueden obtener
las siguientes muestras:

-Forma ulcerada: raspado, aspirado de la lesion o ganglio y biopsia.

-Forma diseminada: raspado, aspirado de lesion o ganglio y biopsia.

-Forma difusa: raspado, aspirado de lesion o ganglio y biopsia.

-Forma atipica: aspirado de la lesion.

Para el diagnostico de la leishmaniasis mucocutanea se puede obtener muestra de raspado,

biopsia y suero; para la visceral: suero/sangre y aspirado de médula dsea.

Metodos de diagndsticos parasitoldgicos

Estos métodos pueden ser usados en todas las formas clinicas que se presenta la

leishmaniasis, aunque presentan una sensibilidad baja. También se puede hacer el examen

histopatoldgico por medio de biopsias para la bldsqueda del parasito. El diagnostico
15



parasitolégico se basa en la demostracion del parasito en extendidos tefiidos de material
obtenido de: lesiones cutaneas, ganglios linfaticos, médula ésea, bazo, liquido

cefalorraquideo, tejido o del cultivo .

La base de confirmacién de LC es el frotis directo, se reporta como positiva cuando al menos
se observa un amastigote intra o extracelular en la placa tefiida con el material obtenido del
paciente y vista al microscopio. En la LV el estudio de frotis directo no tiene valor
diagnostico, por ende, para el diagnostico se usa el aspirado de medula désea (sensibilidad
del 76-85%).

Coloraciones: se pueden realizar en todas las formas clinicas de la enfermedad, se deben
preparar extendidos o improntas de tejido, raspados o aspirados. Todas estas muestras deben
ser tomados del borde de las lesiones, y después de extender, fijar y tefiir se realiza la
bdsqueda minuciosa microscépica de amastigotes del parasito. Para la LV las muestra para
el examen parasitologico se pueden obtener de aspirados de médula 6sea, bazo y nodulos

linfaticos que igualmente se deben tefiir previo analisis 3040,

Para este andlisis microscopico el material se extiende sobre la Iamina, se fija con metanol,
se tifie con Giemsa y se observa al microscopio con el objetivo de 100X. En estos frotis
directos los amastigotes aparecen de forma intra o extracelular, ovalados o redondos de 2-4
um de diametro con nicleo y kinetoplasto bien definidos 32. El nicleo y el kinetoplasto se
tifien de un color purpura mientras que el citoplasma adquiere un color azul palido con la
coloracion de Giemsa. En caso de biopsias, para su estudio se necesita un cilindro de piel de
4mm?, se fija en formol neutro, se procede con la tincién hematoxilina-eosina (H-E) y a la

busqueda de amastigotes por microscopia optica.

Meétodos de diagndstico molecular

Las técnicas moleculares permiten detectar el ADN de Leishmania spp., en todas las
presentaciones clinicas que se manifiesta la enfermedad; la PCR puede detectarlo en
cantidades minimas y es muy sensible y especifica. En la PCR es preferente el uso de
secuencias multicopias para tener una mayor sensibilidad en la deteccion. En el Viejo Mundo
algunas especies de Leishmania presentan 36 cromosomas, mientras que, las del Nuevo

Mundo poseen 34 o 35; en el complejo de Leishmania mexicana estan fusionados los
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cromosomas 8 y 29, y el 20 con el 36, y en complejo de Leishmania braziliensis los
cromosomas 20 y 34 0,

La revision bibliografica de Montalvo et al., *° menciona que las dianas genéticas mas
comunes en el diagnostico molecular son: espaciadores internos de la trascripcion (ITS),
ADN del kinetoplasto (KADN), subunidad pequefia del ARN ribosomal (Ssu-rRNA), gen
que codifica la glicoproteina de 63 kDa (gp63), gen que codifica la cisteino proteinasa B
(cpb), genes que codifican los miniexones (mini-exon), y genes que codifican la proteina de
7 kDa (hsp70). Para el analisis molecular por PCR se requiere previa extraccion del ADN
de la muestra que se quiera identificar con el uso de una técnica de extraccién valida, en la

actualidad se pueden encontrar diversos protocolos que pueden ser usados.

Esta investigacion tuvo como objetivo: Recopilar informacion del parésito flagelado del
género Leishmania mediante la bisqueda y revision de literatura de fuentes primarias y
secundarias que sirva para realizar el diagnéstico de la leishmaniasis por observacion

microscopica del paréasito y deteccién del ADN.
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

Tipo de investigacion

-De enfoque cualitativa: Esta investigacion de revision bibliografica fue de enfoque
cualitativa porque se recolectd y se analizd datos tedricos obtenidos de fuentes de
informacion cientifica para responder con el problema de investigacion que se planted; no
se usé analisis estadistico.

-De disefio documental: Al tratarse de un trabajo de revision bibliografica Unicamente se
recopilé informacion de varias fuentes de informacion cientifica como articulos, libros,
reportes epidemioldgicos y manuales, y se hizo un compendio de la informacion més
importante para el desarrollo de la investigacion al especificar propiedades y caracteristicas
del objeto de estudio.

-Corte transversal: El proyecto se desarroll6 en un tiempo determinado que corresponde al
periodo académico noviembre 2020-abril 2021.

-Retrospectiva: Se indagd informacion y estudios realizados en el pasado, en esta
investigacion se trabajo con diferentes fuentes de informacion y documentos que se
obtuvieron de bases de datos y sitios web confiables publicados dentro de los ultimos 10

afios, estos sirvieron para recolectar informacion del objeto de estudio.

Poblacion

Para la poblacion de estudio de este proyecto de investigacion de tipo bibliografico se
empled bibliografia extraida de diferentes fuentes primarias y secundarias de informacion
en donde se obtuvieron: libros digitales; manuales digitales disponibles en la OPS y OMS
sobre la leishmaniasis; articulos cientificos de diversas bases de datos como Lilacs, Scielo,
Scopus, ProQuest, Medigraphic, y Redalyc; informes epidemiol6gicos de la leishmaniasis
de la OPS/OMS vy del Ministerio de Salud Publica del Ecuador (SIVE) e informacién de
sitios web de organizaciones internacionales tanto de la OMS como de la OPS.

La poblacion total de esta investigacion quedo constituida por 75 fuentes bibliograficas de
informacién cientifica que estdn conformadas por: 6 libros, 62 articulos cientificos, 2
manuales, 3 informes epidemioldgicos y 2 sitios web. EI nimero de articulos cientificos que
se obtuvo de cada base de datos fueron: 2 articulos de Lilacs, 12 de ProQuest, 7 de Redalyc,

29 de Scielo, 2 de Medigraphic, 6 de Scopus, 1 de PubMed y 3 de Google Académico.
18



Muestra

La muestra que se selecciond fueron de 58 fuentes bibliograficas Utiles que relacionaban su
contenido estrechamente con las variables del objeto de estudio. Esta muestra esta
conformada por: 6 libros, 45 articulos cientificos (2 de Lilacs, 9 de ProQuest, 6 de Redalyc,
22 de Scielo, 2 de Medigraphic y 4 de Scopus), 2 manuales, 3 informes epidemioldgicos y 2
sitios web (OMS, OPS). Para esta muestra seleccionada se aplicé un tipo de muestreo no
probabilistico porque los criterios de inclusion y exclusion fueron a criterio del autor de la

investigacion.

Criterios de inclusion:

-Fuentes primarias y secundarias con menos de 10 afios de ser publicadas, es decir desde el
2011 hasta el 2021

-Fuentes bibliogréficas que aporten con informacion fidedigna y especifica sobre la
leishmaniasis, la presentacion clinica, el parasito Leishmania spp., el ciclo de vida y el
diagnostico

-Fuentes provenientes de bases de datos de revistas indexadas y documentos de

organizaciones internacionales (OMS/OPS)

Criterios de exclusion:

-Fuentes primarias y secundarias que tengan mas de 10 afios de ser publicadas (< 2011)
-Fuentes que no tengan relevancia en la informacién con relacién a las ciencias de la salud
y a la leishmaniasis en el hombre (por ejemplo: articulos enfocados en aspectos econdémicos,

politicos, veterinarios, de tratamiento, etc.)

Estrategias de Busqueda
En la presente investigacion se aplico en primer lugar la seleccion de palabras clave sobre el
objeto de estudio (dentro de estas palabras claves utilizadas fueron: leishmaniasis,
Leishmania, diagndstico/ diagnosis, ADN, molecular, epidemiologia/ epidemiology), se
opto por la busqueda en las bases de datos previamente mencionadas escribiendo las palabras
claves, en los resultados se filtraron por afios y areas tematicas relacionados a salud y
medicina. También se incluyo el operador booleano “AND” para una busqueda mas
especializada y obtener mejores fuentes bibliograficas relacionadas netamente con el tema,
luego se leyd el titulo y se selecciond de acuerdo al criterio del autor los articulos que
servirian para la investigacion.

19



Variables de estudio
Las variables de esta investigacion segun la naturaleza fueron de tipo cualitativa porque se
expresan de forma verbal. La leishmaniasis sera la variable dependiente y el diagnostico por

observacion microscopica del paréasito y deteccion del ADN la independiente.

Métodos de estudio
Se aplicé el método tedrico porque solo se realizo el analisis de los articulos cientificos,
libros y manuales digitales, sitios web de organizaciones internacionales e informes con

respecto al objeto de estudio para su respectiva sintesis y desarrollo de la investigacion.

Técnicas

Al tratarse de un proyecto de revision bibliografica las técnicas que se usaron en la
recopilacién de la informacién fueron la busqueda de informacion cientifica mediante el
empleo de buscadores de informacidn cientifica como Google Académico y bases de datos
como Lilacs, ProQuest, Redalyc, Scielo, Medigraphic y Scopus de los cuales se escogieron

documentos que segun el criterio del autor aportaron a la investigacion.

Procedimientos
Para la busqueda de documentos bibliograficos de caracter cientifico usados en la
investigacion se procedié como se muestra en el diagrama de flujo que se encuentra a

continuacion.
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Diagrama de flujo para la

busqueda bibliografica

A

¢Como se realiza el diagnostico
de leishmaniasis por

observacion microscdpica del

paréasito y deteccion del ADN?

A4

Busqueda de fuentes de informacién

Objetivo planteado: Recopilar informacién del
parésito flagelado del género Leishmania
mediante la busqueda y revision de literatura de
fuentes primarias y secundarias de informacion
que sirva para realizar el diagnostico de la
leishmaniasis por observacion microscopica del

parésito y deteccion del ADN

Palabras clave seleccionadas para la blsqueda
bibliografica: leishmaniasis,

ADN,

Leishmania,

diagndstico/  diagnosis, molecular,

epidemiologia/ epidemiology

Bases de datos cientificas:
-Lilacs
-ProQuest
-Redalyc
-Scielo
-Medigraphic
-Scopus

Otros:

-Libros y manuales digitales
-Informes epidemioldgicos
-Sitios web de organizaciones

internacionales

Eleccidn de idioma: fuentes bibliograficas en

inglés y espafiol

Cumple con los criterios de inclusion:

Fuentes bibliograficas que contiene

informacién para el desarrollo del
proyecto, dentro de los Gltimos 10 afios de
publicadas, articulos cientificos (95%) y
libros (5%), deben ser de base de datos
reconocidas y que contengan resultados

de pruebas de laboratorio.

/

Documentos bibliogréaficos revisados:
Se revisaron 62 articulos cientificos (2 en
Lilacs, 12 en ProQuest, 7 en Redalyc, 29 en
Scielo, 2 en Medigraphic, 6 en Scopus
1 articulo de PubMed, 3 en Google
Académico), 6 libros digitales, 2 manuales,

3 informes epidemiolégicos, 2 sitios web.

Criterios de inclusion y exclusion que se

aplicd para la seleccion de articulos y libros

No cumple con los criterios de inclusion:
Las fuentes bibliogréficas que no contienen
informacion atil para el desarrollo del
proyecto, més de 10 afios de ser publicados,
no incluyen resultados de pruebas de
diagndstico, no son de bases de datos

reconocidas.




}

Articulos cienti’ficos y documentos

seleccionados:

Se trabajé con 58 fuentes bibliogréficas

conformada por 6 libros, 45 articulos

cientificos (2 de Lilacs, 9 de ProQuest, 6

de Redalyc, 22 de Scielo, 2 de

Medigraphic y 4 de Scopus), 2 manuales,

3 informes epidemioldgicos y 2 sitios web.

2011: 1 articulo

2012: 2 articulos

2013: 1 articulo

2014: 2 articulos, 1 libro

2015: 1 articulo

2016: 3 articulos, 2 libros

2017: 3 articulos, 1 libro

2018: 10 articulos, 1 manual

2019: 9 articulos, 2 libros, 1 manual

2020: 11 articulos, 1 informe

2021: 2 articulos, 2 informes

!

Acrticulos cientificos y documentos
excluidos:
Se descartaron un total de 17 articulos (1
de Redalyc, 2 de Scopus, 7 de Scielo, 3 de
ProQuest, 3 de Google Académico y 1 de
PubMed). Los articulos descartados por
afios fueron:
1983: 1 articulo
2001: 1 articulo
2004: 2 articulos
2008: 1 articulo
2009: 1 articulo
2015: 2 articulos
2016: 2 articulos
2017: 4 articulos
2018: 1 articulo
2020: 1 articulo
2021: 1 articulo

l

Finalmente se procedi6 con el analisis,
parafraseo de la informacion con su

respectiva cita en norma Vancouver.

Se descartaron todos estos articulos por
tener mas de 10 afios, no tener tema
especifico sobre el diagnostico de

leishmaniasis.

Procesamiento estadistico

Solo se recolectd datos cualitativos para su analisis y luego se procedio a la seleccion de
informacidn (til para ser incorporados en el proyecto de investigacion. No se requirié ningln

procesamiento estadistico para esta investigacion.

Consideraciones éticas
No fue necesario permisos de un comité de bioética porque al tratarse de una investigacién
de revision bibliogréafica no se trabajé con muestras bioldgicas de humanos, plantas, ni
animales.
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CAPITULO Il

DESARROLLO

En el presenté proyecto de investigacion de caracter bibliografico, las principales fuentes de
informacion fueron seleccionadas de acuerdo al contenido del documento descargado y a la
actualidad de la informacion. Se logré recolectar fuentes de informacion cientifica de
distintas bases de datos como Lilacs, PorQuest, Redalyc, Scielo, Medigraphic y Scopus, las
cuales fueron el pilar para el desarrollo del proyecto de investigacion; adicional se trabajo
también con informes epidemioldgicos (obtenidos de la OPS, OMS y Ministerio de Salud
Publica del Ecuador), manuales y libros digitales de acceso abierto y totalmente descargables

en formato PDF de la web.

La leishmaniasis representa un grave problema de salud a nivel mundial, con un alto indice
de prevalencia en las diferentes zonas endémicas alrededor del mundo. La diversidad de
especies, reservorios y vectores han sido los principales protagonistas del dificil control y
eliminacion de la leishmaniasis en el planeta, se incluye también factores como el
desconocimiento por parte de poblacion y el personal sanitario al no saber sobre la

enfermedad e ignorar su diagnostico y tratamiento.

Las poblaciones que viven en zonas endémicas que generalmente tienen un estatus
econdémico bajo son las mas afectadas al tener un dificil acceso a la atencion sanitaria y un
disminuido nivel de control en reservorios y vectores. La leishmaniasis incluso se ha vuelto
una infeccion parasitaria oportunista en pacientes inmunosuprimidos con alto porcentaje de
prevalencia; ademas de hacer mas dificil el tratamiento y mas severas las manifestaciones
clinicas en estos. De acuerdo a las fuentes bibliograficas de la mayoria de los documentos
analizados, mencionan que la leishmaniasis es una de las enfermedades tropicales mas

olvidadas y, que el mismo hecho de su desconocimiento hace que continue en ese estado.

El diagnostico de leishmaniasis tiene una amplia gama de metodologias en las ciencias de la
salud, como por ejemplo el diagnoéstico clinico diferencial por parte de los médicos y el
diagnostico de laboratorio por parte del personal especializado. El diagnostico diferencial
resulta tener ciertas desventajas porque las presentaciones clinicas (signos y sintomas de la

leishmaniasis) son parecidas a otras enfermedades como la lepra, la histoplasmosis, etc., que
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son causadas por otros microorganismos diferentes de Leishmania spp., pero presentan

manifestaciones con cierto porcentaje de similitud.

El diagndstico por laboratorio puede ser realizado por diferentes areas: la inmunolégica, la
de biologia molecular, la histopatoldgica y la parasitoldgica; en donde al aplicar técnicas de
carécter cientifico se puede llegar al agente especifico que causa la leishmaniasis. Esta
investigacion se centra en los métodos parasitologicos por observacion microscopica y la

molecular por deteccion del ADN de Leishmania spp.

En la Tabla 1, se presenta un estudio que evalGa 3 técnicas de tincién usadas para el
diagndstico de la leishmaniasis realizada por Cannova et al., **; en este, expertos en
diagnostico de leishmaniasis valoraron la calidad y nitidez de los campos microscépicos de
60 placas, distribuidas y tefiidas por 3 diferentes colorantes para evaluar las particularidades

de cada uno y su valor diagndstico en el laboratorio.

Tabla 1. Valoracion de 3 técnicas de coloracién para el diagnostico de LC mediante la

identificacion de distintas estructuras de Leishmania, en la escala se valoré 4 categorias: bien

visible, medianamente visible, poco visible, no visible.

Visibilidad de los Visibilidad del
amastigotes kinetoplasto

Bien visible 90% 80%
Medianamente visible 10% 20%
Poco visible 0% 0%
No visible 0% 0%
Bien visible 0% 0%

Técnica de
coloracion

Categoria

Medianamente visible 0% 0%
Poco visible 60% 0%
No visible 40% 100%
Bien visible 0% 0%
Medianamente visible 0%% 50%
Poco visible 60% 30%
No visible 40% 20%

Bien visible: observacion microscopica con nitidez y uniformidad en todos los campos, caracteristicas morfolégicas y de

Pap-mart®

organelas de Leishmania spp., bien definidas; Medianamente visible: no son completamente visibles las organelas y
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caracteristicas morfoldgicas del parasito, sin uniformidad de todos los campos, pero se logra observar amastigotes; Poco
visible: cuando las caracteristicas morfolégicas y organelas en todos los campos no son nitidas ni definidas para su

identificacion; No visible: sin visualizacién ni identificacion de las caracteristicas morfolégicas del amastigote.

Fuente: Datos obtenidos del articulo de Cannova, Brito y Simons .

El diagndstico de leishmaniasis se basa en verificar la presencia de la forma amastigote de
Leishmania spp., en un frotis, impronta o placa de biopsia. Por excelencia se usa la
coloracion de Giemsa para tefiir los frotis o extendidos citologicos. Este colorante
metacromatico tifie los componentes citolégicos de un color diferente al color original que
presenta este (azul), es decir de color parpura o rojizo. El colorante Giemsa esta constituido
por azul de metileno y eosina (acido débil), el primer componente sirve para tefiir sustancias
baséfilas y el segundo para el citoplasma, tejido conjuntivo y fibras colagenas de un color

rojo fuerte 4.

La LC es la forma mas frecuente como se presenta la infeccién de Leishmania spp., con la
manifestacion de una sola lesién en 69% de los casos de los pacientes parasitados, la LCL
es la forma comun y se caracteriza por la aparicion de una Unica ulcera indolora con limites
definidos. En la investigacion realizada que se presenté anteriormente en la Tabla 1, se
concluyé que la coloracion de Giemsa y Pap-mart® resultaron efectivas para la
identificacion de amastigotes de Leishmania spp., mientras que, en la coloracién de Gaffney

Unicamente se pudo identificar hematies como elemento celular del hospedero.

En los métodos parasitoldgicos de diagnostico de Leishmania spp., Montalvo et al., “° y el
Manual de Diagnéstico y Tratamiento de las Leishmaniasis ** establecen que la principal
tincion usada para el diagnostico de LC es con el colorante de Giemsa, lo cual concuerda
con el estudio de Cannova, Brito y Simons *3 en ser el colorante mas dptimo y eficaz en la
identificacion de amastigotes de Leishmania spp., ademas de la identificacion clara del
kinetoplasto del paréasito que en las otras dos coloraciones no se pudieron observar (Gaffney
y Pap-Mart®). En los frotis tefiidos con Giemsa se observé claramente la forma ovalada de
los amastigotes de aproximadamente 2-4 um con un ndcleo bien definido y gran nitidez,

reflejando el desempefio 6ptimo que la tincion de Giemsa presenta en el diagnéstico.

Por otro lado, Rodriguez et al., 32 en su texto “Las Leishmaniasis: atlas texto” afiaden que el

nucleo y kinetoplasto de Leishmania spp., también se pueden observar claramente con otras
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coloraciones diferentes a la de Giemsa; estas coloraciones pueden ser Wright, Field o
hematoxilina-eosina; la coloracion de Wrigth, Field y Romanowsky modificada son usadas
también en el diagnostico de malaria *4. De la coloracion de Field y hematoxilina-eosina no
existen estudios dentro de los ultimos 10 afios que evalien su eficacia como técnica

diagnostica en la identificacion microscopica de Leishmania spp.

La tincion de Pap.Mart en la investigacion de Cannova, Brito y Simons no presentd un
Optimo desempenio, tenia baja nitidez y definicion de las estructuras de Leishmania spp., sin
embargo, los expertos en diagnostico parasitolégico de Leishmania spp., pudieron identificar
microscopicamente el amastigote del paréasito en los frotis sin mayor dificultad lo cual para
profesionales con poca experticia resultaria una gran desventaja en el trabajo. Pero, por otra
parte, la coloracion de Pap-Mart no es eficaz en el diagnostico de la leishmaniasis, pero si
resulta muy util en citologia como mencionan Uranga, Esparragoza, Simon y Sanchez,

miembros del Colegio Nacional de Profesionales de la Citotecnologia en su presentacion.

No solo las diferentes tinciones o coloraciones pueden interferir en el diagnostico de
leishmaniasis, sino también factores externos como menciona Pineda et al. *° en su estudio,
que la manipulacién de las lesiones cutaneas en la leishmaniasis también interfieren en el
diagnostico. Esta manipulacién que hacen referencia estos autores son la aplicacion de
cremas tdpicas, quimicos o remedios medicinales de plantas que los pacientes colocaban en
las Ulceras cutaneas. En la investigacion los cambios més notables por la manipulacion de
las lesiones fueron el aumento e inflamacién de las lesiones, por consiguiente, se considera

que en el diagnostico de laboratorio también interferirian en los resultados por estos cambios.

El diagndstico convencional y de primera mano en la mayoria de centro de atencidn primaria
de salud es el frotis directo, considerado como método estandar de oro . El resultado del
diagnostico va a depender de las habilidades y conocimiento del profesional, un aspecto que
influye directamente con la sensibilidad de la técnica. Para la toma de muestra se necesita
de un bisturi para raspar la lesién de los bordes y el centro de las Ulceras. Otra forma de toma
de muestra es el aspirado, atil en extendidos en lamina, deteccion de ADN vy cultivos, pero
esto requiere un personal mas especializado e infraestructura avanzada. La ventaja de la
deteccidn del ADN es que al aplicar la PCR, resulta crucial para informar la decision del

tratamiento 4.
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En la Tabla 2 se presenta el porcentaje de sensibilidad obtenido de diferentes estudios por

distintos autores en el analisis molecular de la leishmaniasis. Algunas de las investigaciones

realizadas fueron con el fin de evaluar la sensibilidad de diagnostico al aplicar la reaccion

en cadena de la polimerasa (PCR) en sus distintas versiones para detectar a Leishmania spp.

Tabla 2. Grado de sensibilidad de diferentes tipos de PCR mediante el empleo de diferentes

muestras en el diagnostico de leishmaniasis.

Méndez et al. 46

Alves et al. 8

Marin et al. #°

Montalvo et al. °

Chenaetal. **

Muestra utilizada

ADN extraido de
impronta en  papel
filtro

ADN extraido de
aspirado

ADN extraido de
raspado de lesion

impregnado en papel
filtro
ADN

cultivo in vitro

extraido de

ADN  extraido de
cepas de referencia de
Leishmania

ADN extraido de

cultivos de cepas de
referencia de

L. (V.) braziliensis,

L. (L.) amazonensis, y
L. (L.) chagasi.

PCR aplicada

PCR

convencional

PCR
convencional

PCR
convencional

PCR-HRM
(PCR con curvas
de fusién)
PCR
convencional
(hsp20)

PCR-RFLP

Sensibilidad

90,07%

86,3%

100%

91,4%

Sensibilidad
analitica
0,1 pg
Sensibilidad
analitica (pg)

L. baziliensis < 10
L. chagasi = 100
L. amazonensis =100

PCR-HRM: PCR-High Resolution Melting; PCR-RFLP: PCR- Restriction Fragment
Length Polymorphism.
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En la investigacion de Méndez y colaboradores “° evaltian a la impronta como una técnica
eficaz y con mayor ventaja que el aspirado para el diagnéstico de leishmaniasis. Manifiestan
que la impronta, se fundamenta en la impresion de los microliquidos de la lesion en un papel
filtro, tienen una especificidad y sensibilidad para PCR de 100%. Ademas de no ser una
técnica invasiva en la toma de muestra del paciente, la impronta evita las laboriosas
metodologias de transporte y conservacion porque el ADN se mantiene estable en la

impronta simplemente en temperatura ambiente y sin conservantes.

El estudio de Méndez et al., “® fue realizado en una poblacién militar de Colombia y al igual
que la revision de Beiter et al., ® concuerda en que las fuerzas armadas de sus paises son una
poblacién de riesgo al ser enviadas a trabajar a zonas endémicas de leishmaniasis, a mas de
infectarse, son un posible vehiculo para llevar al parasito a sus localidades. La impronta
segin Méndez podria llegar a ser un método mas universal y Util para el diagndstico de
leishmaniasis, porque no se necesita un personal con gran conocimiento cientifico para la

toma de muestra y su conservacion es sencilla y dura por varios afios.

A diferencia de Méndez et al., que hace la impronta directa de las Glceras, Alves et al., %8
realiza la toma de muestra convencional por raspado de la piel, la cual luego impregna en un
papel filtro para posteriormente identificar molecularmente al parasito mediante una PCR.
Ambas investigaciones evaluan la sensibilidad de la PCR en la identificacién de Leishmania
spp., en muestras de ADN extraidas de papel filtro; ambos estudios presentan alto porcentaje
de sensibilidad, pero con diferente toma de muestra, la impronta directa y el raspado de piel.
Sin embargo Sapienza et al., > aclara que las técnicas basada en biologia molecular no son
suficientemente sensibles en el diagndstico de la leishmaniasis tegumentaria americana por
la principal razén que estos pacientes presentan una respuesta inmunoldgica méas fuerte,

especialmente en leishmaniasis cronica y mucocutanea, con una negatividad en la PCR.

Marin et al., *, en busqueda de una mejor técnica de estudio, desarrollan una PCR con curvas
de fision para el diagndstico y diferenciacidn de 3 especies, L. braziliensis, L. panamensis y
L. guyanensis, que mediante una analisis gendmico y seleccion de regiones especificas con
ayuda de la bioinformatica; establecieron que Unicamente 3 pares de los 24 cebadores
disefiados en la investigacion resultan ser Gtiles para el objetivo que fueron disefiados,

detectar una sola especie de Leishmania y no tener identificaciones cruzadas con otro
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miembros de la familia Trypanosomatidae. Entre estas regiones esta Pan082, Pan09, Pan10,
Panl17, Pan19, Pan21, Pan301, Pan203, Pan 3030; 3661, 3662, y S615.

Sudarshan et al., ° en su estudio establece que la PCR cuantitativa (quantitativePCR o
gPCR) sirve en la deteccion temprana de LV, por consiguiente facilita la intervencion
temprana del personal médico y disminuye la morbilidad y mortalidad. Kato et al., >*en su
estudio hecho en Ecuador mencionan que los intercambios genéticos en las especies de
Leishmania spp., elevan la patogenicidad de las especies, y pueden ser identificadas

genéticamente por medio de PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism).

La PCR-RFLP es til para identificar especies de Leishmania spp., las amplificaciones que
se basan en PCR utilizan diversos blancos moleculares como: espaciadores internos de la
transcripcion de ARN ribosémico (ITS-rRNA), el gen que codifica la proteina de choque
térmico de 70kDa (hsp70) y el DNA del kinetoplasto (kDNA) *. El anélisis de PCR-RFLP
permiten la comparacion de cepas de Leishmania spp., con el uso de enzimas de restriccion
(Ej. BstU I, Hae lll y Mbo I) %6,

En la Tabla 3, se puede apreciar la distribucién de las especies de Leishmania en los distintos
paises de las Américas con mayor nimero de casos en el 2019, la especie y la forma clinica
que produce respectivamente. Esta informacion es de acuerdo con el “Manual de
Procedimientos para Vigilancia y Control de las Leishmaniasis en las Américas” de la
OPS®L,

Tabla 3. Distribucidn geografica de Leishmania en los paises mas afectados de las Américas

y a nivel local (Ecuador), la forma clinica y la respectiva especie causante.

Pais y nimero de casos

reportados en el 2019 Especie de Leishmania Forma clinica

L. guyanensis LC
L. amazonensis LC

L. braziliensis LC, LMC
Brasil L. infantum LV
(15 484) L. lainsoni LC
L. shawi LC
L. naiffi LC
L. lindenberg LC
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L. braziliensis LC, LMC

L. panamensis LC, LMC
. L. guyanensis LC. LMC
Colombia guy
5 907 L. colombiensis LC
( ) L. amazonensis LC, LCD
L. mexicana LC
L.infantum LV
L. peruviana LC, LMC
, L. lainsoni LC
Peru
349 L. amazonensis LC
© ) L. guyanensis LC. LMC
L. braziliensis LC, LMCyLCD
. L. infantum LV, LC
Nicaragua
3391 L. panamensis LC
( ) L. braziliensis LC, LMC
L. braziliensis LC, LMC
. . L. amazonensis LC, LCD
Bolivia
2 052 L. infantum LV
( ) L. guyanensis LC
L. lainsoni LC
L. braziliensis LC, LMC
Ecuador L. panamensis LC
(1 108) L. guyanensis LC
L. amazonensis LC, LCD
L. mexicana LC, LCD

Existe una amplia diversidad de especies que causan leishmaniasis alrededor del todo el
mundo, y producen diferentes tipos de leishmaniasis con manifestaciones clinicas totalmente
diferentes (LC, LMC y LV). No Unicamente existen una amplia gama de especies de
Leishmania spp., sino también de reservorios y vectores que influyen de manera directa en

la prevalencia de leishmaniasis en todo el mundo.

Estudios realizados por Sandoval et al., °" en la identificacion de especies de Leishmania
spp., en Perd, tiene completa concordancia con la informacion proporcionada por el manual
de la OPS; en donde las 5 especies mencionadas en la tabla 3 se encontraron en los pacientes
de la investigacion por Sandoval. Dentro de las especies mas prevalente se encuentran:
Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis, y Leishmania peruviana. En Brasil,
Anversa ¢ en su revision, indica que L. amazonensis y L. guyanensis también puede ser

30



causante de LMC y no solo L. brasiliensis como indica el manual de OPS. Sin embargo,

Anversa acota que L. amazonensis y L. guyanensis producen LMC en una menor frecuencia.

Hernandez et al., °® describen que los casos de LCL en Nicaragua son principalmente
causadas por L. mexicana, lo cual no es descrito por el manual de OPS; y afiade también que
L. infantun puede causar una leishmaniasis cutanea atipica en los pacientes. La revision de
Isaza 2 describe que las especies mas frecuentes que producen LC en Colombia son: L.
panamensis en un 61,3%; L. braziliensis en un 27,1%; L. mexicana en un 2,1%; L.

guyanensis en un 0,9 % y L. equatoriensis en un 0,6%.

En el &mbito local, Ecuador, a parte de las especies mencionadas en el manual de OPS: L.
braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis, L. amazonensis, y L. mexicana; lsaza et al., 2
afiade otra especie reportada que se encuentra en circulacién en las regiones endémicas de
Ecuador, L. equatoriensis. En otra revision bibliografica de Montalvo et al., *° afiade que en
la distribucidn geografica de Ecuador esta dada también por: L. chagasi y L. naiffi. Robles
et al., > en su estudio de casos de leishmaniasis también reporta la presencia de L. tropica,
en la Joya de los Sachas, L. lainsoni y L. naiffi en Macas, L. mexicana en Progreso y en
forma limitada en Azuay y Chimborazo, L. equatoriensis en Guayas, y L. guyanensis en las

costas ecuatorianas del norte y centro del pais.

31



CONCLUSIONES

En el diagndstico de leishmaniasis, las técnicas parasitologicas son muy importantes para un
diagnostico precoz, rapido, y econémico, porque no requiere de reactivos y materiales
especializados, esta disponible para los pacientes en la mayoria de los centros de atencion
sanitario en la zonas endémicas alrededor del mundo y simplemente se basa en la busqueda
de amastigotes tanto intracelulares como extracelulares en muestras de raspados o aspirados
de las lesiones y tefiidas generalmente con Giemsa o Wright después de ser fijadas en

metanol.

El método parasitolégico va a tener una sensibilidad variable que depende de factores como
la experticia del analista (la dimension de los amastigotes dificulta la visualizacion en
profesionales sin experiencia), la especie del paréasito, la toma de muestra e incluso el tiempo
de evolucion de las lesiones en el paciente, por ello, se puede decir que el método
parasitolégico presenta cierto limite. En cuanto al método molecular, la deteccion de
Leishmania spp., a través de la PCR, resulta muy sensible y especifico para identificar de
toda la variedad de especies existentes del parasito; requieren de un personal capacitado para
su realizacion y aunque costosa, es la prueba confirmatoria de la leishmaniasis en los

pacientes.

Usualmente, los métodos moleculares son usados en el diagnostico de LV y para dar el
respectivo tratamiento porque no todas las especies de Leishmania son sensibles al mismo
farmaco. Para realizar el diagndstico molecular por PCR existen diversos blancos genéticos

utiles para identificar las especies de Leishmania spp.

Las fuentes consultadas establecen que el complejo L. donovani causa de LV, el complejo
L. tropica y L. major causa de LC, el complejo L. aethiopica causa LCD, y el complejo de
L. mexicana producen LCL y LCD; el subgénero Viannia complejo L. guyanensis causa
LMC y el complejo L. brazilensis presenta LCL. Debido a las modificaciones genéticas de
Leishmania spp., la variedad de tipos de vectores en las zonas endémicas alrededor del
mundo y del estado del propio sistema inmune de hospedador, no siempre va a producir

manifestaciones clinicas.
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ANEXOS

Anexo 1. Leishmania spp., en forma de promastigotes tefiidos con Giemsa.

. -y ." -. ‘ .’ .
- s/ J
T -
/ . " i
, >
"
-
.
e '
] - -~ , el
7y Q‘J : ) 4 :
P’ o / .
- . .. - ‘
v . o ’ { -
Q‘ ;
.t/' - T, ,
- \ “ ¥ ", ”

Fuente: Atlas interactivo de leishmaniasis en las Américas

Anexo 2. A) Leishmania spp., en forma de amastigote extracelulares tefiidos con Giemsa;
B) Macrdfago infectado con Leishmania spp., en forma de amastigotes y tefiidos con

Giemsa.

Fuente: Atlas interactivo de leishmaniasis en las Américas
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Anexo 3. Gel de agarosa de electroforesis del analisis por PCR-RFLP de fragmentos del gen
mpi de 6 especies de Leishmania: 1. L. guyanensis, 2. L. panamensis, 3. L. braziliensis, 4. L.

naiffi, 5. L. major y 6. L. mexicana.
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Fuente: 10.1371/journal.pntd.0007403

Anexo 4. Gel de PCR hsp70. M representa el marcador de peso molecular de 50 pb, 1-4
muestras clinicas positivas, 5y 6 el control negativo y positivo respectivamente, y finalmente

B representa un blanco.
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Fuente: Atlas interactivo de leishmaniasis en las Américas
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