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Resumen

Es de crucial importancia establecer un método de diagnéstico oportuno, lo
cual incide en la seleccion del tratamiento adecuado. Al estudiar 90
muestras de pacientes con diagndstico presuntivo de leishmaniasis del
hospital de Rurrenabaque y de diferentes comunidades aledafias al pueblo.
Con el frotis solo el 20%(18) de la poblacién dio resultado positivo. Con la
inmunofluorescencia indirecta se obtuvo que el 54% (49) de los pacientes
dio positivo. En cuanto a la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) el
100% de los resultados para los 90 pacientes fue positivo. Para realizar la
evaluacion del tratamiento con glucantime se tomaron muestras de sangre en
tres diferentes tiempos: al finalizar el fratamiento (T1), Al mes de
finalizado el fratamiento (T2) y finalmente a los seis meses de finalizado el
tratamiento (T3). Solamente 27 pacientes cumplieron las 3 evaluaciones, de
los cuales el 92,59%(25) eran del género masculino y el 7%(2) pertenecian
al género femenino. Comprendidos entre los 15 y 60 afios de edad. El lugar
de probable contagio que reportaron los pacientes fue el ingreso al monte
con el 74%. Sobre las Formas Clinicas observadas, de los 27 pacientes, 23
pacientes (85.19%) presentaron la forma clinica de Leishmaniasis Cutdnea
pura (LC); 4 pacientes (14.81%) Leishmaniasis mucocutdnea (LMC). Los
agricultores con el 37% (10) resultaron ser el grupo mds afectado. Al
realizar el T1 con la PCR el 77.78% de los pacientes dio resultado negativo,
a T2 el 88.88% de los pacientes dio resultado negativo, los mismos
resultados se dieron a T3, con lo cual podriamos afirmar que se curaron.

Las técnicas convencionales tienen menor sensibilidad y especificidad ante la
PCR. Es asi que el PCR es tomado en cuenta tanto para el diagndstico como

para la evaluacion del tratamiento con glucantime.
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I. INTRODUCCION

Los protozoos del género Leishmania causan un grupo de enfermedades
denominadas Leishmaniasis, cuyo espectro va desde Ulceras cutdneas que
curan espontdneamente hasta graves afecciones viscerales que pueden
comprometer la vida del paciente, existiendo entre estos dos polos una

amplia gama de posibilidades clinicas. (Cdseres y col., 2002)

El organismo se transmite a los humanos por la picadura del mosquito. El
hombre es un hospedero accidental y como hospederos naturales se incluyen
roedores, pequefios mamiferos y perros. (Se consigue en:

http://antoniorondonlugo.com/blog/?p=341 ;5 de febrero de 2007)

El incremento global de casos se debe a la penetracién de colonos en la selva
y medio rural, a la mala rotulacién de barrios y viviendas en la periferia de
grandes ciudades proximas a dreas de fransmision activa, a la
transformacion medioambiental que conlleva la alteracion de la humedad y
vegetacién potenciando la aparicién de reservorios e insectos involucrados

en la leishmaniasis.

Al menos existen veinte especies patégenas de Leishmania que son
transmitidas por la picadura de los flebtomos (clase Insecta, Orden
Diptera); estos protozoos son, ademds, pardsitos obligados de los
macréfagos del hospedador vertebrado. Por tanto, animal parasitado,
insecto vector y sujeto susceptible conforman la cadena epidemioldgica. (Se

consigue en: http://www.jcyl.es/jecyl-

client/jcyl/cs/apssa/tkContent?idContent=344404&locale=es ES&textOnly=false ,
05 de febrero de 2007)



http://antoniorondonlugo.com/blog/?p=341
http://www.jcyl.es/jcyl-client/jcyl/cs/apssa/tkContent?idContent=34440&locale=es_ES&textOnly=false
http://www.jcyl.es/jcyl-client/jcyl/cs/apssa/tkContent?idContent=34440&locale=es_ES&textOnly=false
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La leishmaniasis representa un serio obstdculo para el desarrollo
socioeconomico de 88 paises, por lo cual la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) ha reconocido a esta enfermedad como un problema de salud publica
global. Son 72 los paises en vias de desarrollo afectados por esta

enfermedad, entre ellos Bolivia. (Cdseres y col., 2002)

En Bolivia el afio 2005 con sdlo 1984 casos reportados la incidencia fue de
24.3 por cada 100.000 habitantes. Estos datos son preocupantes, ya que se
pueden elevar con las continuas migraciones de la poblacidn, y no sélo eso
sino que aparecen huevas especies de Leishmania las cuales tienen
diferentes caracteristicas por lo cual causan la misma enfermedad pero en
diferente grado, ya sea moderado severo o grave, y ademds su respuesta a
los diferentes tratamientos. (Se consigue en:

http://www.ops.org.bo/sociedad/rct/2006/20060801/presentaci%C3%B3n%20EQ
%20UPCE .pps#373 ; 5 de febrero 2007)

Actualmente, continla siendo escasa la informacién epidemioldgica de L.
chagasi en Bolivia. Desde 1982 hasta 1999 se han aumentado el ndmero de
casos de Leishmaniasis visceral, la mayoria de los cuales procedian de zonas
subtropicales de La Paz . Recientemente, en Chulumani y otras localidades de
Nor y Sud Yungas de La Paz, se ha establecido coinfecciones mixtas tanto
en humanos como en animales con la presencia de agentes de los complejos L.
V. braziliensis, L. L. mexicana , L. donovani/chagasi asi como de T. cruzi

agente etioldgico de la enfermedad de Chagas. (Se consigue en:

http://www.galenored.com/trabajos/archivos/129.pdf ; 5 de febrero de 2007)

El método convencional para el diagnéstico de la leishmaniosis es la

identificacion del pardsito en cultivo o por histopatologia. Como alternativa,


http://www.ops.org.bo/sociedad/rct/2006/20060801/presentaci%C3%B3n EO UPCE.pps#373
http://www.ops.org.bo/sociedad/rct/2006/20060801/presentaci%C3%B3n EO UPCE.pps#373
http://www.galenored.com/trabajos/archivos/129.pdf
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se han desarrollado métodos inmunolégicos como son la intradermoreaccion
de Montenegro, la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI), el ensayo
inmunoenzimdtico en fase sélida (ELISA) y el test de aglutinacién directa

(Gari-Toussaint M et al., 1994; Bhatia A. et al.,1999; Schallig HD.et al, 2001)

Numerosos intentos de diagnéstico fueron desarrollados con el fin de evitar
procedimientos traumdticos y/o dificiles de realizar; de esta manera surgié
el Test de Aglutinacion Directa (DAT), el ELISA, el Inmunoblot y la
inmunofluorescencia, que permitieron una alternativa rdpida y menos costosa
herramienta de diagnéstico de la enfermedad; sin embargo, su baja
sensibilidad y especificidad, han hecho que estos métodos sean limitados,
causando que estas téchicas no sean muy confiables, debido a la presencia
de falsos positivos y a las reacciones cruzadas con otras enfermedades
como malaria, enfermedad de Chagas, Bartonelosis, entre otras.(

Rajasekariah GH. Et al 2001)

Ademds, la limitacidn se hace evidente cuando la parasitemia en las muestras
clinicas es baja, en pacientes inmunodeprimidos o cuando se trata de una

Leishmaniasis cuya morfologia es atipica.

En los dltimos afios, los avances en la Biologia Molecular han abierto la
posibilidad de desarrollar herramientas especificas para el diagnéstico de
enfermedades. En este sentido, numerosas técnicas moleculares han sido
reportadas para el diagndstico y diferenciacién de especies de Leishmania.
Una de las mads utilizadas es la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR), la
que constituye una técnica de alta sensibilidad y especificidad para el

diagnéstico de la leishmaniasis. ( Singh S. et al., 2003)
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En Bolivia, los procedimientos de diagndstico incluyen el frotis, el cultivo, la
histopatologia, la intradermoreaccion de Montenegro o leishmanina, el
ELISA y la Inmunofluorescencia Indirecta (IFI); todos ellos con elevadas

limitaciones a nivel de sensibilidad y especificidad.(Mollinedo S.y col 2002 )

En dreas endémicas el diagndstico de leishmaniasis es prdcticamente basada
en la presentacion clinica, el tefiido de biopsia y aspirado como métodos de
confirmacion y ocasionalmente mediante el uso de la prueba de Montenegro,
este (ltimo, aunque es altamente sensible, no permite la discriminacién de

una infeccion reciente o antigua y de la cepa involucrada en la infeccidn.

En las dltimas dos décadas numerosas técnicas de deteccion basadas en la
tecnologia del ADN han mostrado ventajas sobre las técnicas

convencionales. (Flores M.y col., 2004)

El uso de oligonucleétidos especificos para el ADN del minicirculo en el
kinetoplasto (ADNk) por la técnica de la (PCR) ha superado a los
procedimientos de deteccidn parasitoldgica convencional convirtiéndose en
una herramienta Gtil para el diagnéstico de esta enfermedad. (Harris Eva

1998)

En el presente trabajo se ha pretendido aplicar métodos moleculares para
realizar el diagndstico y evaluacion del tratamiento con glucantime en los

pacientes con leishmaniasis.
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II. MATERIALES Y METODOS

A. EPIDEMIOLOGIA

1. Situacion en el ambito mundial

Las Leishmaniasis en sus diversas formas clinicas se presentan hoy en dia
cada vez mas expandidas y cobran mayor importancia en la Salud Pdblica del
planeta. La OMS (1) indica que existen 81 paises en el mundo con
Leishmaniasis, con una poblacién en riesgo de 350 millones de personas,
teniendo anualmente aproximadamente 580.000 nuevos casos, con una
prevalencia global de 12 millones de personas. El 90% de la Leishmaniasis

visceral (LV) estdn en Indiay Sudan. (WHO/HQ. Geneva 1993)

El 90% de Leishmaniasis cutdnea (LC) se encuentran en Afganistdn, Arabia

Saudita, Argelia, Brasil, Irdn, Irak, Siriay Sudan.

En la actualidad aproximadamente 12 millones de personas estdn afectadas
por la leishmanisis. Se estima que hay 2 millones de nuevos casos cada afio,
de los que sdlo un 30% se declaran oficialmente. La forma mds grave, la
leishmaniasis visceral o Kala Azar, puede ser mortal. De las
aproximadamente 500.000 personas afectadas cada afio, el 100% morirdn si
no reciben tratamiento. El 90% de casos de Kala Azar tienen lugar en los
paises en vias de desarrollo: Bangladesh, Brasil, India, Nepal y Suddn. El
Kala Azar también se encuentra en Europa. En los paises del sur, a mds de
1.400 personas seropositivas, de las cuales un 71% eran heroindmanos, se les
diagnosticéd Kala Azar en 1998. El tratamiento mds comin es el SSG
comercializado con el nombre de Pentostam®. Un curso de tratamiento

cuesta 150 délares americanos, con lo que, en Africa, donde el SS6 genérico
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no estd autorizado, la mayoria de las personas con Kala Azar no tienen

acceso a tratamiento.( Croft et al 2002) (Alvar J et all,1997 )
2. Situacion epidemioldgica en Bolivia

La poblacion en riesgo de enfermar, esta estimada en 800.00 habitantes
repartidos en 7 departamentos de Bolivia, estos son: Pando, Beni, La Paz ,
Santa Cruz , Cochabamba, Tarija y Chuquisaca. La situacién epidemioldgica
en Bolivia se ha ido modificando , las tasas de incidencia muestran un
comportamiento diferente a partir de 1995 y 1996 , manteniéndose estables
en 1997 y 1998. En el 2000 existe una disminucién en el nimero de casos

por problemas de notificacion.

TEMDEMCIA SECULAR Y TASA DE INCIDENCIA DE LA LEISHMANIASIS
BOLRIA GESTION 1998 AL 2005
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Fuente: MINISTERIO DE SALUD Y DEPORTES (René Barrientos)

En el afio 1999 la incidencia fue de 30,34, mientras que en el afio 2000 con
sélo 1735 casos reportados la incidencia fue de 22,94 por cada 100.000

habitantes, ademds el 68% de los casos corresponde al sexo masculino y el
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32% al femenino. Un total de 1458 pertenecen a la forma cutdnea
equivalente al 84,94% y 227 casos a la forma mucosa lo que equivale al

15,92%.

La tasa mds alta de incidencia se encuentra en el departamento de Pando, lo
que supera 7 u 8 veces la de los departamentos de Beni y La Paz. Las tasas
de incidencia en Santa Cruz y Tarija son relativamente menores a la de
ofros departamentos, aunque por ello no menos preocupantes. Dada la
intensidad de la migracion de la poblacién en edad de trabajar, desde el
altiplano a las tierras bajas, llama la atencién el reducido nimero de casos
notificados en Potosi. La afeccion aqueja mayormente a personas en edad
productiva, sin embargo preocupar la ocurrencia de casos en menores de 1 a
4 y de 5 a 14 aiios, esto Ultimo sobre todo en el departamento de La Paz.

(Sdnchez A., 2000)
LEISHMANIASIS
1. Definicion

Enfermedad polimorfa de la piel y de las mucosas causada por varios tipos
de protozoarios pertenecientes a especies del género Leishmania; son
pardsitos extracelulares obligados en humanos y otros huéspedes
mamiferos, transmitidos en América por la picadura de mosquitos Lutzomia.
Existen diferentes especies de Leishmania: L. donovani es el agente
etioldgico de la leishmaniasis visceral o Kala azar; L. tropica es la
responsable de la Leishmaniasis cutdnea de oriente, L. brasiliensis,

responsable de la leishmaniasis mucocutdnea y L. mexicana responsable de
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Una forma muy peculiar de leishmaniasis cutdnea que se limita casi en

exclusiva al pabelldn auricular o dlcera de los chicleros.

Estos pardsitos fueron descritos por primera vez, de forma independiente,
por William Leishman y Charles Donovan en 1903, pero habian sido
observados por David. D. Cuningham en 1885 y por Meter Borovsky en 1898.
Posteriormente, fueron clasificados en el Orden Protozoa y el género

Leishmania por James Wright en 1903. (Vannier-Santos et al 2002)
2. Filogenia y taxonomia

Este protozoo flagelado estd encuadrado en el Reino de los Protistas

ingestadores como sigue (Levine et al., 1980):

Reino: PROTISTA Haeckel, 1866

Subreino: PROTOZOA Goldfuss,1817

Filo: SARCOMASTIGOPHORA Honigberg-Balamuth, 1963
Subfilo: MASTIGOPHORA Deising,1866

Clase: ZOOMASTIGOPHOREA Calkins, 1909

Orden: KINETOPLASTIDA Honigberg, 1963; modificado por
Vickerman,1976

Suborden: TRYPANOSOMATINA Kent, 1880
Familia: TRYPANOSOMATIDAE Doeflein, 1901
Género: Leishmania Ross, 1903

Subgénero: Leishmania Saf janova, 1982

Dentro del género Leishmania se describen dos subgéneros en funcién del

lugar de reproduccidn en el tracto digestivo del vector (Lainson et al., 1979;
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1987): subgénero Leishmania (Saf' janova, 1982) con desarrollo suprapildrico
de los flagelados y subgénero Viannia (Lainson and Shaw, 1987) de
multiplicacion peripilérica. En la Figura 1 se muestra un esquema con la

taxonomia actualizada del género Leishmania.

Familia Género Subgénero Especie
Endotrypanian —— L. donovani
L. archibaldi
L. infannon (syn. L. chagasi)
Phytomonas L. trapica
L FKallicki
—— L. major
—— Irypanasoma —— L. gerbilli
— Leishmania — —— L. arabica
T —— L. aethiopica
R Saurcleishmania
Y L. mexicana (syn. L pifanoi)
| o
A
N — L. amazonensis (syn. L. garnhami)
8] Leishmania — L. aristidesi
S —— L. enrieiti
0] —— L. hertigi
LY | —— L. deanei
A —— Blastocrithidia
T —— L turanica®
I L L. venezuelensis®
D
A —— L. braziliensis
E Herpetomonas L. perinviana
—— L guvanensis
L. panamensis
L. shawi
—— Leptomonas
= Viannia —— L. lainsoni
—— L. naiffi
—— L. colombiensis®
— Crithidia — L. equatorensis®

Figura 1. Clasificacion del género Leishmania, basada en caracteres intrinsecos
(isoenzimas) y taxonomia numérica. (Rioux et al., 1990)
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3. Formas clinicas(Alvar Jp., 2001; Connor DH et al 1997; Alvar E. 2000):

La leishmaniasis es una enfermedad pardsitaria con una amplia gama de
sintomas clinicos: cutdneo, mucocutdneo y visceral.

El leishmaniasis visceral - también conocido como kala azar - es
caracterizado por combates irregulares de la fiebre, de la pérdida
substancial del peso, de hincharse del bazo y del higado, y de la anemia (de
vez en cuando seria). Si estd dejada untreated, la tarifa de fatalidad puede

ser tan alta como 100%.

En formas mucocutdneas de leishmaniasis, las lesiones pueden conducir a la
destruccion parcial o total de las membranas del mucose de la nariz, de las
cavidades de la boca y de la garganta y de los tejidos finos circundantes.
Este las formas que inhabilitan y que degradan de leishmaniasis pueden dar

lugar a las victimas que son humilladas y echar hacia fuera de sociedad.

Las formas cutdneas de la enfermedad producen normalmente tlceras de la
piel en las partes expuestas del cuerpo tales como la cara, los brazos y las
piernas. La enfermedad puede producir una gran cantidad de lesiones - a
veces hasta 200 - que causan inhabilidad seria e invariable que salen del

paciente marcado con una cicatriz permanentemente.
4. Morfologia y membrana:

Implicado en el anclaje del pardsito al macréfago y a las microvellosidades
intestinales del insecto, y en la inhibicién de la respuesta oxidativa y la
produccién de 6xido nitrico por parte del macréfago (Turco y Descoteaux,

1992). En el promastigote estd presente en un nimero muy alto de copias,
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entre 1y 1.5 millones por célula, sin embargo, en el amastigote es muy poco

abundante.

Ademds de los orgdnulos comunes a otros eucariotas, Leishmania posee
ciertas particularidades que le diferencian. Debajo de la membrana
citoplasmdtica encontramos una red de microtibulos subpeliculares
siguiendo una trayectoria helicoidal con respecto al eje longitudinal de la
célula. Esta red de microtibulos se extiende por todo el cuerpo celular
dejando libre la porcion correspondiente a la bolsa flagelar, donde quedan
confinados los procesos de endo- y exocitosis. Esta red proporciona una
morfologia estable y cierta movilidad contrdctil. El glucosoma es un orgdnulo
dnico en los Kinetoplastida que alberga las enzimas de las primeras etapas de
la glucolisis y guarda semejanzas con los peroxisomas y glioxisomas de los
eucariotas (Opperdoes y Michels, 1993). El megasoma es un orgdnulo
lisosomal muy voluminoso que contiene, entre otras enzimas tipicas de
lisosomas, una alta proporcién de cistein-proteasas asociadas a la capacidad

invasiva de los amastigotes del complejo mexicana (McKerrow et al., 1993).

Se acepta de forma general que la multiplicacion de Leishmania es asexual
(agamogonia). Se realiza por biparticién longitudinal de los promastigotes,
excepto en las formas metaciclicas que no se dividen. Primero lo hace el
ndcleo, luego el corpidsculo basal, a continuacion se forma el flagelo para
finalmente dividirse el citoplasma. Los amastigotes se dividen bien por

biparticidn o bien por division mdltiple.

Varias son las caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas de Leishmania.

Tanto el promastigote (en cualquiera de sus formas) como el amastigote son

11



VIVIANA PERALTA CHAME! FCEB-UMS.A.

células bien organizadas, con una membrana citopldsmica en cuya superficie
se dispone el glucocdlix o cubierta de gluconjugados que actda como
interfase entre el pardsito y el medio externo en el que se encuentre (tubo
digestivo del flebotomo o vacuola parasitofora del macréfago),
glucoconjugados que son clave para la supervivencia del pardsito. En la bolsa

flagelar hay una mayor concentracion de moléculas propias del glucocdlix.

Debajo de la membrana se disponen en espiral los microtibulos
subpeliculares que confieren una morfologia relativamente estable y cierto
movimiento contrdctil. La membrana celular del promastigote se invagina en
una bolsa para alojar al flagelo, constituido por nueve pares de microtibulos
periféricos y uno central, siendo sus componentes principales la actina y
tubulina. Este flagelo, de unas 20 mm de longitud, se encastra en la matriz
celular el corplsculo basal que es un conjunto de microtdbulos. El flagelo
establece contacto con la membrana de la bolsa flagelar mediante

hemidesmosomas.

El nicleo estd formado por una doble membrana en cuyo interior se hallan el
nucleolo y la cromatina, condensada en histonas. En el citoplasma se
encuentran los reticulos endopldsmico liso y rugoso en conexién con el
ndcleo, y los ribosomas formando cadenas arrosariadas independientes de
los reticulos. El aparato de Golgi estd compuesto por media docena de sacos
en conexidn con unas vacuolas; ademds hay lisosomas, vacuolas lisas, enzimas
metabdlicos, cuerpos amorfos, grdnulos de iones de Mg2+, Ca++ y Zn++ y
acantosomas. En los amastigotes y en los promastigotes mds evolucionados,
sobre todo los metaciclicos, aparece un orgdnulo lisosomal voluminoso

llamado megasoma, cargado con una serie de cistein proteinasas, enzimas
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proteoliticas de 18 a 31 kilodaltons, asociadas con la capacidad invasiva L.
mexicana. En la proximidad del corplsculo basal se encuentra el
kinetoplasto, estructura rica en ADN que pertenece a la dnica y gran
mitocondria celular existente. El cuerpo celular tiene unas 15 mm de

longitud.

Las leishmanias se alimentan heterotréficamente. El metabolismo de los
carbohidratos es incompleto hasta dcidos orgdnicos y €Oz mediante
fermentacion aerobia por glucolisis y por la ruta de las pentosas fosfato. La
glucosa es utilizada como fuente energética: el azdcar es acumulado gracias
a un sistema de proteinas transportadoras a través de la membrana, pero
también por un sistema que incorpora la glucosa citoplasmdtica dentro del
glucosoma, organela donde suceden las primeras etapas de la glucolisis’®. El
aporte energético mds importante se hace, sin embargo, a partir de los
carbonos de los aminodcidos. En lo que se refiere a los dcidos nucleicos, las
leishmanias no son capaces de sintetizar de novo las purinas aunque si las
pirimidinas; entre los metabolitos mds importantes se encuentran las
putrescinas y espermidinas. De forma general se acepta la multiplicacidn
asexual (agamogonia) en Leishmania, la cual se realiza por biparticién
longitudinal de los promastigotes, con excepcién de las formas metaciclicas
que no se dividen: primero el nicleo, luego el corplsculo basal, después se
forma el flagelo y finalmente el soma. Los amastigotes pueden dividirse bien

por biparticion o por division multiple.

La membrana celular es una bicapa lipidica convencional, pero en su
superficie se han identificado una serie de moléculas relacionadas con la

capacidad invasiva del pardsito; estas propiedades se resumen en la Tabla 1
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Las mds abundantes, la glicoproteina de 63 kilodaltons (gp°®®) y el

lipofosfoglicano (LPG), se anclan a la membrana del protozoo mediante una

estructura glicosil-fosfatidil-inositol (revisado en109) y a los macréfagos

por receptores, favoreciendo la penetracion de Leishmania. Este sistema de

anclaje es de extraordinaria importancia en la biologia de Leishmania. ( se

consigue en: http://www.

icyl.es/jcyl-

client/icyl/cs/apssa/tkContent?idContent=34437&locale=zes ES&textOnly=false;

5 de febrero de 2007)

Tabla 1. Moléculas principales de la membrana de Leishmania y

propiedades.

FUNCIONES

S00.000 copias por promastigote y
anclaje GPI

REFERENCIA

Polimdtfica ¥ conservada entre las
especies de Leishmania

14343528

Es una metaloenzima con accidn
proteasa

15,2436

Aparece en promastigotes y
amastigotes pero en éstos en el
lisosoma.

29,40 44 85

Fijacidn a las linfocitos CD4+
hurnanos para interferir la induccidn de
la respuesta inmune.

a5

Defensa frente a los enzimas
protealiticos del flebotoma

Penetracidn en el macrdfago
directamente o por el receptor C3.

318,211,129

Froteccidn dentro de la vacuola
parasitofora frentea los enzimas
lizosomales del macrdfago.

132

Regulada por tres clases de genes
senln =e trate de promastigotes en
fage de crecimiento logaritmico,
estacionario o amastigotes.

67,85,110,111,131 132

Mayuaritaria v anclaje GPI

108

Presente en el subgénero Leishmania
pero ausente en \Yiannia

54 86

Resistente a la degradacidan
proteclitica en el macrdfag

B0, 75
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..Continuacion de la tabla 1

Smillones de copias en el promastigote,
muy poco shundante en el amastigote.
Enlace GPIL B1,82,83 96137
Resistencia ala degradacidn pot las
hidrolasas isosonantes en el flebotomo
en el macrdfago. B0 53
Se deposita en el extremo flagelar para
aticlarse a los microvilli intestinales del
nsecto. 25 B9 93
Proteccidn del promastigote frente al
complementa C5h-5. 97 102
Fijala fraccidn C3h del complemento enla
supetficie del pardsito para reconocer
receptores CR3 v CR1. 46 61,101

[nhite respuesta oxidativa del macrdfago. 42
Inhibe produccidn de dedo nitrico en el

macrifago. 26
Proteccion de las hidrolasas lisosomales
del macréfago. 53,8287
Metaciclogénesis mediante incorporacidn
o pérdida de amicares 198411

Fosfolipidos de glucosilinositol
Yarios millones de copias ¥ anclaje
GPI

i, Papel en la invasidn del macrdfago ¢
i, Precursares del LPG ¥

i Anclajes de otras moléculas ?
Inhibidores de induccidn de NO

5. Organizacion genomica

Los protozoos pertenecientes al orden Kinetoplastida poseen un ADN
gendmico (ADNg) localizado en tres compartimentos: en el nilcleo, como
ADN cromosomico, en la mitocondria o kinetoplasto, formando una red de
maxicirculos y minicirculos (ADNK) (Simpson et al., 1980) que se replica
independientemente y es inusual en la naturaleza, y en el citoplasma como
ADN extracromosomico. EI ADNk es rico en A+T (72-73%) a diferencia del
ADN cromosémico, rico en G+C (>60%) (Alvarez et al., 1994).
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El material genético de los protozoos del orden Kinetoplastida estd
organizado en cromosomas que, al no condensarse en ninguna fase del ciclo
mitdtico, no pueden ser visualizados con el microscopio dptico, lo que impide
su andlisis citogenético convencional. La introduccién de la técnica de
electroforesis en campo pulsado (PFGE) ha permitido obtener un patrén del

cariotipo de Leishmania, pero es extremadamente polimérfico y complejo.

En general, se acepta que Leishmania posee un genoma constituido por 20-36
cromosomas con un tamafio de 150 kilobases en los minicromosomas y de 4

megabases en los de mayor tamafio (Van der Ploeg et al., 1984).

Cromosomas. El patrén del cariotipo de Leishmania obtenido mediante
electroforesis de campo pulsado es dificil de estudiar por ser
extremadamente polimorfico, hasta el punto que es casi especifico de cepa.
Ciertos cromosomas no homologos pueden migrar conjuntamente como una
misma banda y, al contrario, cromosomas homdlogos pueden aparecer como
dos bandas, por lo que el nimero exacto de cromosomas no es bien conocido.
Quizds se puede deber a que un aislamiento es, en realidad, una estructura
en mosaico y cuando se realiza el estudio del cariotipo se parte de 107-108
promastigotes, por lo que el patrén de bandas de una electroforesis seria
resultado de los cariotipos de los diferentes clones existentes en cada

aislamiento(Bastien P y cols., 1990).

Para unos autores la haploidia es la norma en Leishmania, con algunas cepas
poco comunes que presentan diploidia e, incluso, aneuploidia. Para otros, la

estructura es tipicamente diploide, con dos juegos de cromosomas idénticos
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lo que supondria un intercambio de material entre dos células, es decir algo

cercano a la sexualidad (Bastien Py cols, 1990).

Aungue no ha sido posible determinar con certeza el cardcter diploide del
genoma de Leishmania, en general existe un consenso sobre ello, ademds de
aceptar que es funcionalmente asexual (Wong, 1995). El kinetoplasto se
encuentra dentro de la membrana mitocondrial y esta presente en todos los
protozoos del orden Kinetoplastida (Barker y Arnot, 1981). Es un disco
visible al microscopio dptico con un didmetro de 1-2 um. Contiene

aproximadamente 107 pares de bases.

Situado dentro de la membrana mitocondrial, en la base del flagelo, y aparece
en todos los kinetopldstidos. Representa hasta el 20% de todo el ADN del
pardsito y estd formado por una red de moléculas circulares (maxicirculos y

minicirculos) concatenadas covalentemente (Simpson, 1979) (Figura 2).

El ADNk contiene unos 50 maxicirculos (30-40 kilobases), que contienen los
genes que codifican el ARN ribosomal y algunas proteinas mitocondriales
(Benne et al., 1983).

De 10000 a  20.000
minicirculos, con un tamafio que
oscila entre 400 y 2500 pares

de bases, dependiendo de la

especie.

Figura 2. Microscopia
electrénica del ADNk de
Leishmania.
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En cada minicirculo existe una region muy conservada de unos 120 pares de
bases y una region variable de unos 700 pares de bases. Poseen los ARN
guias, y forman parte de la estructuray la divisién del kinetoplasto (Artsy

Benne, 1996) (Figura3).
Organizacién de un minicirculo de Leishmania

Conserved  wy 3
Sequence Blocks , Z I)
(CSB)

Origen de replicacion

Regién de ARN
guia. A& 150 pb
aproximadaments
de C5B1

~B00 pb

Regién variable, rica en A+T, y
¢on seclenclas posiblaments
especle-gspeciticas

Figura 3. Esquema bdsico de la organizacion general de un minicirculo de

Leishmania.

Recientemente ha sido descrito un marco abierto de lectura (ORF) en la
region variable de una familia de minicirculos de Leishmania donovani. La
proteina codificada presenta homologia con proteinas transportadoras de
membrana conocidas, TAP-1y TAP-2 (Singh y Rastogi, 1999). En Leishmania
existen entre 8 y 20 familias de minicirculos que presentan una serie de
secuencias con un tamafio que oscila entre las 300 y las 600 pares de bases
y que estdn altamente repetidas (CSB, Conserved Sequence Blocks),

conocidas como CSB1, 2 y 3. Las leishmanias presentan un numero limitado
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de familias de secuencias, cuyo nimero, entre 10 y 80, depende de la especie
(Brewster y Barker, 2002), y algunas de las familias, entre 4 o 5, acaparan
casi el 80% de los minicirculos. Esto significa que una gran cantidad de
copias (mads de 3.000) de unas pocas secuencias de entre 300-600 pares de
bases estardn disponibles para estudios de secuenciaciéon y disefio de
cebadores (Desjeux et al., 2001). Las secuencias de los minicirculos pueden
variar por mutacién o recombinacién con otras cadenas de minicirculos ya
existentes, lo que se fraduce en una variabilidad relativamente alta (Rogers
y Wirth, 1988). Sin embargo, se ha comprobado la homogeneidad vy
estabilidad de ciertas secuencias de minicirculos, pertenecientes a una
misma clase, de leishmanias geogrdficamente muy distantes, asi como dentro

de la misma especie (Lambson et al., 1999; 2000).
6. Ciclo bioldgico

Leishmania es un pardsito digénico, es decir, realiza parte de su ciclo
bioldgico en el tubo digestivo del hospedador invertebrado (numerosas
especies del género Phlebotomus en el Viejo Mundo y Lutzomyia en el Nuevo
Mundo) en forma flagelar o promastigote, Figura 4), y otra parte en el
hospedador vertebrado (gran variedad de géneros) principalmente en los

macréfagos, en forma aflagelar o amastigote (Figura 4).

Cuando el flebotomo parasitado ingurgita sangre de un vertebrado, inocula

acompafiado de su saliva, los promastigotes existentes en la probédscide.

Una vez que el pardsito se encuentra en los capilares cutdneos del
hospedador vertebrado, se produce una fagocitosis por parte del

macréfago, que lo engloba en una vacuola parasitofora para tratar de
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eliminarlo, mediante una cascada de metabolitos derivados del oxigeno,
entre otros el dxido nitrico y la liberacién de hidrolasas lisosomales vertidas

en el interior de la vacuola parasitofora.

Leishmania evade estas reacciones inespecificas del macréfago para
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sobrevivir y multiplicarse en su interior.

1!

Figura 4. Formas

promastigote. Tincién de Figura 5 . Formas amastigote. Tincidn

Giemsa de un cultivo de de Giemsa de un frotis de una biopsia

leishmanias. www.who.int/+dr esplénica. www.who.int/tdr

La progresion de la enfermedad dependerad de si los amastigotes sobreviven
a estas reacciones por parte de los macréfagos, de la virulencia del protozoo
y de la eficacia de la respuesta inmune. Las células parasitadas circulantes
pueden ser ingurgitadas por otros flebotomos, en cuyo aparato digestivo se
liberan los amastigotes, para fransformarse posteriormente en
promastigotes. Pasados varios dias alcanzan la capacidad infectiva
(metaciclogénesis); en este momento las leishmanias se encuentran ya en la
probdscide del flebotomo, pudiendo ser inoculadas a otro hospedador

vertebrado, cerrdndose asi el ciclo (Molyneux y Killick-Kendrick, 1987).

20



VIVIANA PERALTA CHAME! FCEB-UMS.A.

En la Figura 6 se muestra un esquema detallado del ciclo bioldgico

(modificado de Chang et al., 1985)

:?.@ . K@ 5

1
) ,,-" W !

3
SN R
() S
50 A
2|

|
e

RN o (I (

-m
o
(

Figura 6. Ciclo de Leishmania en los hospedadores vertebrado e

invertebrado

1.- Promastigotes en capilares sanguineos después de la picadura del
flebotomo. 2.- Fijacién y fagocitacién de los promastigotes en un macréfago.
3.- Fusién del fagosoma y lisosoma. 4.- Diferenciacién del promastigote en
amastigote. 5.- Multiplicacion del amastigote en la vacuola parasitéfora. 6.-
Multiplicacién intravacuolar de amastigotes. 7.- Ruptura del macréfago y
liberacion de amastigotes. 8.- Fagocitosis de amastigotes libres por otros

macréfagos. 9.- Ingestion de macrofagos parasitados cuando el flebotomo
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ingurgita sangre. 10.- Ruptura del macréfago y liberacion de amastigotes en
el tracto digestivo del flebotomo. 11.- Multiplicacion de amastigotes y
diferenciacion en promastigotes. 12.- Multiplicaciéon de promastigotes e
insercion de flagelos entre los microvilli del endotelio digestivo. 13.-
Multiplicacion en regién pilorica e ileo con flagelos fijandose en la pared. 14.-
Promastigotes con los flagelos unidos a la cutilica del intestino anterior. 15.-

romastigotes infectivos libres en la probédscide.
7. Reproduccion del pardsito: clonalidad o sexualidad

Ultimamente se ha ido sugiriendo la posibilidad de que durante el ciclo
bioldgico de muchos protozoos pardsitos, puede tener lugar un intercambio
genético. Las dos consecuencias genéticas fundamentales de la reproduccion
sexual son segregacién y recombinacién; su ausencia en poblaciones naturales
indicaria la inexistencia por tanto de este tipo de reproduccién. Se ha podido
demostrar que Leishmania sufre recombinacién genética en el laboratorio y
en poblaciones naturales (Rioux y Lanotte , 1990; Kelly et al., 1991). Sin
embargo todos los intentos de cruzamiento experimental en el vector han
fracasado (Panton et al., 1991). A principios de los 90 se propuso una teoria
general de reproduccion clonal para los protozoos pardsitos (Tibayrenc et al.,
1990; 1991). Se postula que una especie es clonal cuando sus descendientes
son idénticos a los progenitores. Esta teoria clonal no contradice la aparicion
de recombinacidn genética en poblaciones naturales del pardsito,
simplemente que éstas no son lo suficientemente frecuentes para romper los
patrones de prevalencia de la estructura de la poblacion clonal. Es mds,
estudios de segregacion genética en cepas de Leishmania aisladas de

pacientes coinfectados por el VIH, sugieren que en estos pacientes el
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pardsito también sigue un patrdn clonal, con las implicaciones epidemioldgicas

que de ello se derivan (Jiménez et al., 1997).

Si la reproduccién fuera asexual o mitética, se produciria una elevada
divergencia en los cariotipos9 con lineas clonales uniparenterales donde las
células hijas serian idénticas entre ellas. Esta hipdtesis se apoya en el hecho
de que, en cada especie, el cariotipo estd representado por un grupo
reducido de cromosomas altamente conservado y un juego amplio de
cromosomas variables, Unicos para cada aislado (Giannini SH y cols., 1990).
Para explicar el esquema de propagacién en funcién de la haploidia, se ha
propuesto la teoria clonal. En este sentido se considera que una especie es
clonal cuando los descendientes son idénticos a los progenitores, serian como
fotocopias. En el caso concreto de Leishmania, existirian clones importantes
y clones menores, dependiendo de su dominancia. La clonalidad no implica la
ausencia de recombinaciones genéticas en poblaciones naturales del pardsito,
sino que éstas no son suficientemente frecuentes para romper la estructura
de la poblacién clonal. Si, por el contrario, hubiera reproduccién sexual, se
favoreceria la unién entre grupos de cromosomas en los individuos de una

poblacién y, por tanto, existiria una conservacion global del cariotipo.

Durante los diez dltimos afios se ha ido sugiriendo la segunda hipotesis, con la
idea de que durante el ciclo biolégico de muchos protozoos pardsitos puede
tener lugar intercambio genético. Los ejemplos de recombinacion mds
significativos se describen a continuacion. En Arabia Saudi se aislaron dos
cepas, de un roedor del desierto y de un perro doméstico, que se
consideraron hibridos naturales de L. major y L. arabica mediante estudios

de isoenzimas y andlisis de la organizacién genomica. Ambas coexisten en la
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misma zona y comparten un U(nico vector, Phlebotomus papatasi, lo que
permitiria amplias oportunidades de asociacidn entre las dos especies. Algo
similar se ha detectado en el valle andino de Huanuco (Perd), un nicho
ecoldgico cerrado, donde se ha demostrado la existencia de hibridos de L.
peruviana y L. braziliensis mediante tipificacion isoenzimdtica, cariotipos y
RAPD (ver apartados IIT.1 y III.2). Algunos autores han filmado en el
laboratorio la formacion de hibridos (sincariontes) entre L. infantum y L.
tropica. Sin embargo, los intentos de formar hibridos cruzando aislados en el
vector en definitiva, donde se podrian entrecruzar las cepas en la naturaleza

han fracasado siempre.

Toda esta discusion no es puramente académica pues la recombinacidn
genética podria tener implicaciones médicas y taxondmicas, como es la
transferencia de la resistencia a farmacos, cambios en la patogenia e incluso

podria alterar el concepto de especie.

ADN circular extracromosémico y mini cromosomas. En el genoma de
Leishmania, ademds de su dotacidn cromosdémica, se han identificado
elementos genéticos circulares de 30 a 200 kilobases que contienen
mdltiples copias de los genes que codifican los enzimas desdobladores de
ciertos fdrmacos. Estos elementos son resultado de un proceso de
amplificacién del genoma a partir de un cromosoma fuente. Se originan como
respuesta a la presién ejercida por ciertos medicamentos, frente a los que
se desarrollan resistencias tal y como sucede con los pldsmidos bacterianos.
En Leishmania existen, ademds, los mini cromosomas que también son
amplificaciones génicas pero no como consecuencia de la presién

medicamentosa sino como resultado de replicacion auténoma espontdnea;
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estas moléculas pertenecen a una familia de genes asociados con la

regulacién del crecimiento celular.

Kinetoplasto. Es una estructura que poseen los protozoos pertenecientes al
orden Kinetoplastida, dentro de la membrana mitocondrial y de cardcter
inusual en la naturaleza. Estd constituido por un disco visible al microscopio

optico que contiene 107 pares de bases de ADN mitocondrial o ADNK.

El ADNk representa hasta el 20% de todo el ADN del pardsito y estd
formado por una red gigante de miles de moléculas circulares, maxicirculos y
minicirculos, concatenadas covalentemente. Su proceso de replicacion ha sido

motivo de varias revisiones.

El ADNk contiene unos 50 maxicirculos de 30 a 40 kilobases los cuales
poseen una region conservada y otra variable. Se les atribuye la misma
funcién que al ADN mitocondrial de otros sistemas celulares como es
contener los genes que codifican los ARN ribosomales y algunas proteinas de

la mitocondria.

Los minicirculos son las moléculas mds pequefias del ADNK, con un famafio que
oscila entre 450 y 2500 pares de bases dependiendo de la especie. Tienen
los ARN guias, implicados en la correccion de ARNm codificados por los
maxicirculos y, por supuesto, esos minicirculos forman parte de la estructura
y replicacién del propio ADNk. EI ADNk contiene de 10.000 a 20.000
minicirculos los cuales poseen una secuencia variable en el 80% de su longitud
y unos 120 pares de bases conservados. Las distintas especies de Leishmania

agrupan de ocho a veinte familias de minicirculos, de acuerdo a su tfamafio.
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Una misma cepa puede permanecer inalterable mientras que las secuencias
de los minicirculos pueden cambiar por mutacion o recombinacién con otras
cadenas de minicirculos ya existentes lo que, finalmente, deriva en una gran
variabilidad de los mismos y contribuye a la evolucién rdapida del ADNk. Los
minicirculos del ADNk transcriben ARN guias, encargados de la maduracién
de los ARN primarios, primer eslabén en la adaptacion del protozoo a los
distintos medios en los que ha de vivir en sus distintas versiones
morfoldgicas y con los requerimientos fisioldgicos de cada fase. Este proceso

postranscripcional es conocido como edicion de ARN o RNA.

(Se consigue en: http://www.jcyl.es/jcyl-
client/jcyl/cs/apssa/tkContent?idContent=34437&locale=es_ES&textOnly=false, 5
de febrero de 2007)

C. TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD

La utilizacion de medicamentos para combatir la leishmaniasis se remonta a
la antigliedad ya se usaba tartrato emético en Egipto en inyeccion
intravenosa contra tripanosomiasis africana (1908); Viania en 1912, utiliza el
antimonio en pacientes con leishmaniasis cutaneo mucosa. Escomel en 1917
utiliza el oxido de antimonio para el tratamiento de la forma visceral, en la
actualidad se han fabricado una gama importante de medicamentos, sales
orgdnicas pentavalentes sobre todos los derivados de antimonio. (Mollinedo y

colaboradores 2002)

El tratamiento de las diferentes manifestaciones clinicas de la leishmaniasis
se lleva a cabo con los mismos fdrmacos, tales como los antimoniales
pentavalentes, la anfotericina B y la pentamidina, aunque la posologia y la via

de administracién difiere segln los casos. La toxicidad asociada a estos
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fdrmacos leishmanicidas de uso comdn, junto con la aparicién de fenémenos
de resistencia a los mismos, ha originado la necesidad de obtener nuevos
fdrmacos de diverso origen, como alternativa terapéutica. (Yuri A. , et al

2006)
1. Antimoniales pentavalentes.

Son los compuestos de primera eleccion y los mds extensamente usados en la
terapéutica de la enfermedad desde hace 40 afios. El grupo consta de dos
formas comerciales: Pentostam® (estibogluconato sédico) y Glucantime®
(antimoniato de meglumina). El principal efecto es un descenso en los niveles
de ATP del pardsito, debido a la alteracién de la glucolisis y de la oxidacién
de dcidos La dosis de farmaco empleada depende del contenido en antimonio
(Sb) de éste. La O.M.S. recomendé en 1982 la administracion de 20
mg/Kg/dia de Sb por via venosa, con un mdximo al dia de 850 mg de Sb; sin
embargo, la baja acumulacion del fdrmaco en la piel, puede ocasionar

variacion en la posologia. (Yuri A. , et al 2006)

Ciertos fdarmacos como la pentamidina interactian directamente con el
ADNK, interfiriendo en su replicacion y transcripcion, ademds de modificar
su conformacion estructural, es decir, la red concatenada sufre
modificaciones apreciables (Basselin et al., 1998). El significado de estos
cambios no estd prefectamente claro, pero se ha propuesto el término
“transkinetoplastidia”, para explicar cémo ante la presencia de ciertos
farmacos (pentamidina, arsénicos y tunicamicina), se produce un cambio en la
replicacion de los minicirculos, que conduce a que las familias minoritarias,

tras varios ciclos de replicacién, sean las mayoritarias (Yuri A., et al 2006).
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1.1. Modo de accion

Los antimoniales pentavalentes inoculados en el paciente para poder
ejercer su accion tienen que convertirse en trivalentes en el interior de
los macrofagos; estos antimoniales trivalentes reaccionan con los grupos
sulfhidrilos del pardsito dando como resultado la inhibicién de la
glucolisis y la oxidacion de sus dcidos grasos, con lo que se reduce la

formacién de energia(ATP.)(Mollinedo y colaboradores 2002)
1.2. Farmacocinética

Los antimoniales pentavalentes se absorben bien por via intramuscular
(VIM) a razén de 10mg/L en 1 6 2 horas. El medicamento se elimina en
forma rdpida pero incompleta por via renal (orina), una pequefia fraccion
de antimoniales frivalentes permanecen en el cuerpo por un lapso medio
de 3 dias, y existe la posibilidad de que queden concentraciones

residuales. (Mollinedo y colaboradores 2002)
1.3. Eficacia

El glucantime en términos generales es mads eficaz mientras mds precoz
sea el tratamiento; en las lesiones primarias a nivel cutdneo se tienen
altos indices de respuesta adecuada, aunque suele existir porcentaje
bajo (5-10%) ineficacia probada que se manifiestan como recidivas o

reactivaciones, este porcentaje posiblemente esta en aumento.

Ante la eventualidad de una recidiva o reactivaciéon o en el caso de
ulcera secundaria (a nivel mucoso) se recomienda la utilizaciéon de

anfotericina B.(Mollinedo y colaboradores)
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Formula estructural del glucantime
2. Anfotericina B.

Es el farmaco de segunda eleccién después de los antimoniales pentavalentes.
Se tfrata de un antibiético macrociclico de bajo espectro derivado de
Streptomyces nodosus, cuyo modo de accion se basa en su union al ergosterol
de la membrana del pardsito, produciendo alteraciones en la permeabilidad
de la misma con pérdida de metabolitos (Ramos et al., 1994). Sus efectos
colaterales adversos en el paciente han hecho de la anfotericina B un
fdrmaco empleado principalmente en casos de leishmaniasis visceral
recidivante y en dreas de alta resistencia a antimoniales. No obstante, en los
dltimos afos se han desarrollado nuevas formulaciones del compuesto
conjugado con lipidos, lo que ha mejorado su indice terapéutico, ademds de
una disminucién significativa de los efectos téxicos en humanos. Estas
moléculas lipidicas engloban edicamentos y liberan su contenido de manera

retardada.
3. Nuevas alternativas terapéuticas.

El desarrollo en los dltimos afios de lineas de investigacion orientadas a la

obtencién de nuevos compuestos con valor terapéutico frente a la
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leishmaniasis, se ve justificado ante la creciente aparicién de problemas
asociados al tratamiento cldsico de la enfermedad. Entre éstos destaca la
aparicion de fenémenos de resistencia frente a los medicamentos
tradicionales (Borst y Ouellette, 1995) seguido de la toxicidad asociada a los
fdrmacos, la tolerancia a los mismos por parte del paciente dependiendo de
su estado fisico, la falta de un diagnéstico precoz que impida el aumento de

la carga parasitaria.
D. FENOMENOS DE RESISTENCIA

1. Amplificacion génica. En presencia del agente terapéutico se produce la
amplificacion de los genes codificantes de las proteinas blanco del
fdrmaco, con la consiguiente sobreexpresion de proteina; pero también
aparecen amplificadas regiones del ADN no relacionadas de forma directa
con dichas proteinas, tales como la regién H, amplificada en casos de
resistencia frente a fdrmacos no relacionados estructural ni
funcionalmente (Beverley, 1991). Los casos de amplificacién génica mds
estudiados son aquellos implicados en la resistencia al metotrexato
(MTX), potente inhibidor de la enzima dihidrofolato reductasa-timidilato
sintasa (DHFR-TS). En los estudios realizados en L. major, se produce la
amplificacion de una regién de ADN, denominada regién R, que contiene el
gen estructural de la DHFR-TS, con sobreexpresion de la enzima

(Beverley, 1991).

2. Cambios estructurales en proteinas. Otra de las vias para evadir la
accién del fdarmaco consiste en la modificacién de la proteina blanco

sustituyendo los aminodcidos situados en el lugar de union al compuesto
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E.

(Berman et al., 1989). En la cepa de L. major D7BR1000, resistente al
metotrexato, el cambio de la base 158 del gen de la DHFR-TS, resulta en
la sustitucion de una metionina por una arginina en la posicién 58 de la
enzima, lo que impide la union del MTX a la proteina, esencial para la

inhibicién (Arrebola et al., 1994).

. Modificacion del transporte de farmacos. En muchos casos la

resistencia viene dada por una entrada reducida del fdrmaco en el
interior de la célula. Dicha reduccion es consecuencia de un cambio
producido en los transportadores de membrana del mismo (Basselin et al.,
1997; Chiquero et al., 1998), tal es el caso de la cepa MTXA5 de L.
donovani resistente a MTX, cuyo transportador de folatos presenta una
actividad deficiente compardndolo con el de la cepa salvaje (Kaur et al.,

1988).

. Multirresistencia a farmacos. En células tumorales multirresistentes se

produce la sobreexpresién de una proteina de membrana de unos 170 kDa
denominada glucoproteina P, que en un proceso dependiente de ATP
expulsa el farmaco (Borst et al., 1995). Del mismo modo, en Leishmania
también se produce una sobreexpresion de una glucoproteina P (150-180
kDa), encargada del transporte al exterior del compuesto citotoxico en

un proceso dependiente de ATP (Sdnchez et al., 1994).

DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La distribucién geogrdfica de las leishmaniasis es cosmopolita. Asi por

ejemplo, L. tropica y L.tropica najor, causante del botén de Oriente, se

encuentra en Africa ecuatorial, occidental y del norte; en Asia se le observa
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en Rusia, Indostdn y Medio Oriente; en Europa en las costas y en las islas del

Mediterrdneo (Italia, Espafia, Grecia, Bulgaria y Rumania).

La leishmaniasis cutdnea localizada, cuyo agente etioldgico es L. mexicana y
varias subespecies, se encuentra en el sureste de México, Veracruz, San Luis
Potosi, Tamaulipas, Nuevo Leon, Coahuila, Michoacdn, Jalisco y Nayarit, asi
como en Centro América y algunos paises de Sur América. La Leishmaniasis
cutdnea diseminada o anérgica que es una variante de L. mexicana, se
distribuye en los mismos sitios en que se encuentra ésta, pero en México

principalmente en Tabasco y Campeche.

Leishmania brasiliensis y sus subespecies causantes de la leishmaniasis
mucocutdnea o espundia, se localiza en paises de Suramérica, Centroamérica
y Sureste de México, principalmente en Tabasco y Quintana Roo. L. peruviana
que se agrupa en el complejo anterior y es causante de la Uta, se le observa

en las dridas vertientes de los andes peruanos y mesetas argentinas.

L. donovani con sus diferentes subespecies, se encuentra en paises de la
cuenca del Mediterrdneo, Africa, algunas regiones de Asia y en América. L.
donovani chagasi se localiza principalmente en Brasil, Venezuela, Colombia, El

Salvador, Guatemala y en México en la region de la cuenca del rio Balsas.

(se consigue en:
http://www.drscope.com/privados/pac/generales/parasitologia/leishmaniasis.html

;5 de febrero de 2007)
1. Leishmaniasis en Latinoamérica

La leismaniasis cutdnea se presenta desde el sur de los Estados Unidos
hasta el norte de la Argentina. Canadd, Chile y Uruguay . La mayoria de las

islas de | Caribe estan exentas de la enfermedad.
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En las Américas existen 13 especies de Leishmania que afectan al hombre y

que pueden manifestarse en tres formas clinicas diferentes.

Los agentes etioldgicos de la leishmaniasis cutdnea simple, incluyen todas

las leishmaniasis aisladas del ser humano, hasta Leishmania chagasi.

Los agentes etioldgicos de la leishmaniasis mucocutdnea(LMC) , también
llamada espundia, son la Leishmania braziliensis y Leishmania panamensis,

pero en el caso del primero la frecuencia y gravedad es mayor.

En el Brazil la forma cutdnea y mucocutdnea estan muy difundidas, en 24
de los 26 estados se han registrado casos de leishmaniasis cutdnea. Los
agentes etioldgicos son: L. guyanensis , L. braziliensis, L. amazonensis , Asi
como algunas nuevas especies , L. lainsoni , L. maiffi y L. shawi. En Colombia
se notificaron casos de leishmaniasis cutdnea y mucocutdnea , se estima el
aumento del ndmero de casos atribuible a actividades de deteccién y al
establecimiento de nuevos asentamientos humanos en zonas, sobre todo en
la amazonia, llanuras orientales y la costa del Atlantico. En el valle del rio
Magdalena y rio Cauca entre 1981 y 1986 se notificaron mds de 9.300
casos; en los aiflos 1991 y 1992 se notofocaron 10.313 casos con la tasa de
prevalencia de 13,05 y 17,33 por 100.000 habitantes, respectivamente. La
L. braziliensis es la mds difundida, los vectores presentes en Colombia son:

Lu. Olmeca bicolor y Lu. Flaviscutellata.

En el Ecuador 17 de las 21 provincias presentan leishmaniasishasta una
altitud de 2.400 m.s.n.m.. Formas mucocutdneas se han encontrado en la
region amazonica. Entre 1983 y 1986 se registraron 4.100 casoso, 3.000

casos en 1990. Se han identificado 47 especies de flebotomos, las especies
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antropofilicas infectadas naturalmente por leishmaniasis son : Lu. Trapidoi,

Lu. hartmani y Lu. gomezi.

La forma UTA con lesiones en la cara especialmente en nifios se presenta
en las laderas occidentales de los andes y valles interandinos entre 900 y
3.000 m.s.n.m. Vectores potenciales son: Lu. Verrucarum, Lu. ayacuchensis

y Lu. osornoi.

Enel Perd la leishmanis andina (UTA) y la selvatica (ESPUNDIA) son las dos
formas que pertenecen al género Viannia. El afio 1990 se han notificado

5.500 casos (22% a leishmaniasis andina 'y 78% a leishmaniasis selvatica).

La transmision humana se relaciona directamente con las actividades
ocupacionales en el bosque, donde existe mucho contacto entre el hombre
y el vector , los casos se estan incrementando debido a los nuevos

asentamientos en tierras bajas.(Sanchez B. Alejandro)
2. Antecedentes en Bolivia

La leishmaniasis en Bolivia se encuentra distribuida geograficamente en el
drea rural de las zonas tropicales y subtropicales de los departamentos de
La Paz, Beni, Pando, Santa Cruz , Cochabamba , Tarija y Chuquisaca. En sus
diferentes formas esta muy difundida entre los 270 a 2.400 m.s.nm. en
Bolivia. Los nuevos focos activos activos se hallan ubicados en las tierras
tropicales bajas (nuevos asentamientos humanos), donde existe contacto
estrecho entre el hombre y el bosque (explotacién de madera), esta
migracién inclusive ha hecho que la transmisién se vuelva intradomiciliaria.

(Sanchez A. 2000)
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3. Formas clinicas importantes en Bolivia

Leishmaniasis Visceral (LV): En 1.982, se encontro un nifio de 2 afios,
natural de Sur Yungas en el que se demostrd un caso tipico de Kala-
azar(DESJEUX P.et all 1.983). Posteriormente hasta la fecha han podido
demostrar una decena de otros casos similares; habiendo definido que la L
V epidemiolégicamente es de tipo esporddica, en nichos geograficos,
teniendo como agente etiolégico a la Leishmania donovani chagasi es
transmitida por un insecto vector de hdbitos doméstico y peridomésticos,
mds abundante en época seca, de actividad albo-crepuscular, zoophilica y
antropophilica moderada, con tasas de infeccién entre 0,19 a 0,67 (LE
PONT Francois, 1990), el Lutzomya longipalpis; el reservorio doméstico

demostrado es el perro.

Consideramos que existen muchos otros casos que no se detectan por falta
de motivacién de los Profesionales en Salud y que la mayoria de los casos

son sub-clinicos o asintomdticos.

Leishmania Cutdnea Difusa (LCD): Descrita por primera vez en nuestro pais
por Prado Barrientos en 1.948 (MOLLINEDO Sergio & cols.1998); hasta la
actualidad se han podido demostrar escasos casos en dos Departamentos
(Santa Cruz y La Paz); El agente etiolégico de esta enfermedad es del
complejo mexicana la Leishmania mexicana amazonensis, el reservorio
encontrado es un roedor Oryzomis capito (URJEL & cardozo. 1996), el
insecto vector Lutzomyia flaviscutellata (MOLLINEDO Sergio &
cols.1998).
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Leishmania Cutdnea simple (LC): Habitualmente confundida con la Ulcera
Primaria de la LCM, esta difundida en el Norte del pais, tiene como agente
a una o dos especies por definir de Leishmania mexicana; a la fecha se
investigan los reservorios; los hallazgos de los posibles vectores muestran
que se tratan de especies cldsicas que presentan alguna pequefia
modificacién que les podria elevar al rango de especificidad, dentro estas
tenemos al Lutzomyia nuneztovari, L. Intermedia, L. Migonei, L shawi, (LE

PONT Francois; 1990).

Leishmania Cutdneo mucosa (LCM): Conocida desde la antigiiedad por el
Imperio Incaico con el nombre de ESPUNDIA; es una zoonosis producida
por la Leishmania vianna braziliensis, los reservorios selvdticos
demostrados en otros paises son el perezosos, oso hormiguero, marsupiales
y Roedores. Los insectos vectores comprobados en Bolivia son:
Psychodopygus yucumensis, capturada en las zonas andinas bajas (Alto Beni
y Yapacani), se encuentran en la selva y es el hombre que con su actividad
va hacia el vector; Ps. llanosmartinsi y Ps. Carrerai carrerai, con
agresividad diurna, influenciada por factores meteoroldgicos (lluvia)

especie vectriz en Alto Beni (LE PONT Francois; 1990).
F. TECNICAS DE DIAGNOSTICO
1. Inmunofluorescencia indirecta

La técnica de inmunofluorescencia indirecta, emplea como antigeno
promastigotes de Leishmania braziliensis braziliensis, Leishmania mexicana
amazonensis y Leishmania donovani chagasi fijados en ldminas, sobre la que

se realiza la reaccion antigeno-anticuerpo. La formacién de este complejo es
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evidenciada por una anti gamaglobulina humana marcada con fluoresceina.

(Sanchez, Naquira, Vega, 2002). (Figura 7)

Figura 7. Etapas de la inmunofluorescencia indirecta
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2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

De forma paralela al desarrollo de sondas de ADN, se describié un método
que solucionaba el problema de la baja sensibilidad en las hibridaciones,
denominada reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis et al., 1986) .
Al comienzo se usaba una Taq DNA polimerasa, enzima termoestable aislada
de una bacteria termofila Thermus aquaticus, con la que es posible amplificar
un fragmento de ADN hasta obtener millones de copias del mismo. También
se emplean otras polimerasas como la Tth, aislada de Thermus thermophylus.
En la reaccién de PCR, se repiten unos 30 ciclos con la siguiente secuencia: a)

desnaturalizacién de la doble hebra de ADN a 94°C; b) unién de
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oilgonucledtidos especificos (cebadores) y disefiados complementariamente

en los extremos del fragmento de ADN que queremos amplificar.

Es una técnica sencilla, sensible y especifica, y permite la deteccion del

pardsito en todo tipo de muestras bioldgicas, en flebotomos y en cultivos.

La DNA Polimerasa lleva a cabo la sintesis de la cadena complementaria de
DNA en la direccion 5' - 3' teniendo como molde una molécula de ADN de
cadena sencilla, pero comenzando de una region de doble cadena, esta es la
primera reaccion de extension (Figura. 8) y es la base fundamental de las

técnicas de marcaje y secuenciacion. (Rodriguez 2006)

La reaccion en cadena de la Polimerasa utiliza este mismo principio, pero
utiliza dos primers, cada uno complementario a la cadena opuesta de la regién
de ADN, la cual ha sido desnaturalizada por calentamiento. Los primers se
arreglan de tal manera que la reaccién de extension de cada primer dirija la
sintesis de ADN hacia el otro primer, esto es el primer "A" dirige la sintesis
de una cadena de ADN , la cual puede entonces ser el blanco del primer "B" y
viceversa. El resultado es la sintesis de una nueva cadena de ADN cuyos

extremos son los dos primers (Fig. 8).
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Figura 8.- Extension del "primer”. La ADN Polimerasa extiende el
“primer”, utilizando una cadena complementaria como blanco.
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Los requerimientos de la reaccion son bastante sencillos esto es:
deoxinucleotidos para suministrar energia y nucleosidos para la sintesis de
ADN, la enzima DNA Polimerasa, los primers, el ADN blanco y el buffer
conteniendo magnesio que es esencial para la actividad de la enzima. Los
deoxinucledtidos y los primers estdn siempre presentes en exceso de tal
manera que los pasos para la sintesis puedan ser repetidos por calentamiento
de la nueva cadena de ADN sintetizada para separar las cadenas y luego
enfriar para permitir la alineacion de los primers a su secuencia
complementaria , con cada ciclo de calentamiento y enfriamiento, la cantidad
de ADN en la region flanqueada por cada primer puede incrementarse
exponencialmente, después de varios ciclos el producto de reaccidn
predominante serd aquel fragmento de ADN entre los dos primers, incluido

por supuesto ambos primers.

Los ciclos de calentamiento y enfriamiento pueden ser repetidos y el ADN
puede continuar acumuldndose exponencialmente hasta que uno de los
productos de la reaccién se halla consumido o que la enzima sea incapaz de
sintetizar un nuevo ADN suficientemente rdpido. Si se utilizan altas
concentraciones de ADN, este puede servir como primer al iniciarse la
reaccién y el resultado seria la sintesis de productos inespecificos. El
ndmero de ciclos requeridos para una optima amplificacién varia dependiendo
de la cantidad de material en el comienzo de la reaccién y de la eficiencia de

cada paso de amplificacion.

Generalmente 20-35 ciclos puede ser suficiente para producir 100ng a lug
de ADN de cadena sencilla partiendo de 50ng de ADN genémico. Un paso

final de incubacion a la temperatura de extensidn, la cual es generalmente
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72°C resulta en una amplificacion total de moléculas de doble cadena de
todas las moléculas sintetizadas. Quizds el hecho mds sorprendente de la
PCR es la estabilidad de los componentes de la reaccion a la elevada
temperatura de desnaturalizacién (normalmente 95°C). Originalmente se
utilizo la Klenow Polimerasa, pero debia ser adicionada después de cada paso
de desnaturalizacion, posteriormente fue reemplazada por la enzima
termoestable Taq-Polimerasa, lo cual permitio la automatizacion de la

PCR.(Rodriguez 2006)

PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :

‘h‘w "ﬂb"" qﬂ'm % A Step 1 : denaturation

100 LR ELCRRRAR o LR RRAAY

1 minut 94 “C

Step 2 : annealing

45 seconds 54 °C

ILU'I"\-\'RL]'LI {111&1 Ireversc
primers !!!

¥ Step 3 : extension

2 minutes 72 °C
only dNTP's

Andy Vierst

Figura 9.- Reaccion en cadena de polimerasa. Pasos de la PCR
(Se consigue en: users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.html ; 5de febrero 2007)
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1.1. Componentes de la Reaccion.

DNA Polimerasa. La mas cominmente utilizada es la Taq Polimerasa aislada
de Termofilus aquaticus, tiene la ventaja de ser estable a altas
temperaturas. Debido a que la actividad de la Taq Polimerasa se duplica
entre 65 - 72 grados, la temperatura del ensayo es sumamente importante.
La actividad de la Taq Polimerasa es dptima en un rango de pH entre 8,2 - 9

en 10mM Tris, pero disminuye a altos o bajos pH.

Deoxinucleotidos trifosfatos. Los precursores o dNTPs pueden ser
obtenidos liofilizados o en solucion acuosa neutralizados. Son estables a -
20°C por algunos meses en cuanto a configuracién, pero cuando se obtienen
liofilizados pueden requerir neutralizacién con KOH antes de usarlos. Cuando
los dNTPs se disuelven a una concentracién de 100mM, se pueden alicuotar
en pequefios volimenes de 50 ul de 20 mM cada dNTPs y guardarlos a - 20

grados por varios meses.

Buffer de Reaccion. Se pueden obtener varias formulas para el buffer de
reaccion, sin embargo una de las mas recomendadas es la que contiene: Tris a
una concentracion final de 10mM (pH 8,4), 50mM KCI, 1,5mM MgCl2, 0.01%
BSA, 0.01% NP40 y 0.01% Tween 20. El NP40 puede ser reemplazado por
0.1% Triton X-100, pero el detergente es esencial para obtener el maximo
procesamiento de la enzima. Si se utilizan altas concentraciones de dNTPs

puede ser necesario incrementar la concentracion de Mg+2.

Primers o iniciadores: Los primers son generalmente sintetizados en el
rango de 18-30 bases. La secuencia de los primers debe tener un contenido
similar de 6 + C, minima estructura secundaria y no ser complementario uno

con otro particularmente en la region 3'.
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ADN blanco. Los mayores requerimientos es que debe estar intacto en el
fragmento que se quiere amplificar , esto puede significar que solo
fragmentos cortos se pueden amplificar de muestras de ADN degradadas, es
también importante asegurarse que trazas de detergentes, fenol o EDTA no
estdn presentes. En algunos casos se puede recuperar un PCR negativo
haciendo una dilucién del ADN blanco presumiblemente porque los
inhibidores presentes en la muestra también pueden diluirse. Es esencial
asegurarse de la total desnaturalizacion del ADN antes de comenzar la PCR,
usualmente se calienta a 95°C durante 5 minutos y la Taq. Polimerasa debe

adicionarse después de este paso de desnaturalizacién. (Rodriguez 2006)
2.2. Condiciones de la reaccion:

La seleccion del tiempo, femperaturas y numero de ciclos depende del ADN
que va a ser amplificado y de la seleccidn de los primers, Los volimenes de la
reaccion varian entre 10-100ul. La concentracion de los primers es
generalmente entre 25-100 pico moles para 50 pl de reaccién. Los tiempos de
incubacion deben ser tan cortos como sea posible para reducir el riesgo de
amplificacién inespecifica. Tiempos de denaturacion y alineacién de 30
segundos son adecuados y tiempos de extensién que permitan 1 minuto por
Kb de ADN blanco, seguido de un tiempo final de extension que permita 2
minutos por Kb es mas que suficiente. El ndmero de ciclos requeridos
depende de la abundancia del ADN blanco y de la eficiencia del PCR.
(Harris,E.et al 1995,)
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III. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

@ Aplicar la reaccién en cadena de la polimerasa en el diagnostico y
evaluacién de tratamiento con glucantime en pacientes con leishmaniasis

de la localidad de Rurrenabaque
B. OBJETIVOS ESPECiFICOS

® Realizar el diagnéstico de la leishmaniasis por métodos convencionales
en pacientes de la localidad de Rurrenabaque con diagnéstico presuntivo

de Leishmaniasis.

® Determinar la presencia de Leishmania spp. a través de la
amplificacion de ADN en raspados, infiltrados de lesiones, sangre total de

pacientes con diaghdstico presuntivo de Leishmaniasis.

® Realizar el seguimiento del tratamiento con glucantime al finalizar el

tratamiento al mes del y a los seis meses de finalizado el tratamiento.
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IV. MATERIALES Y METODOS

A. DISENO
1. Tipo de estudio
Segln la clasificacidn es cuasiexperimental.
2. Tipo de muestreo

Es un muestreo deterministico o de conveniencia.

B. DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

Rurrenabaque pertenece a la provincia 6Gral. J. Ballivian del departamento
del Beni y aproximadamente cuenta con 5.000 habitantes. Ademads el clima
tropical hdmedo lo cual convierte a Rurrenabaque en una zona con un alta
incidencia de leishmaniasis.
C. POBLACION
La poblacién estuvo constituida por pobladores de Rurrenabaque y sus
alrededores, que se presentaron al Hospital de Rurrenabaque con
diagndstico presuntivo de leishmaniasis, durante julio de 2005 hasta junio
de 2006. A los cuales se les realizo el diagnéstico por métodos
convencionales y PCR, posterior evaluaciéon de médica, tratamiento y
evaluacién de post-tratamiento mediante la PCR. También se les hizo una
encuesta epidemioldgica. (ANEXO 1)

1. Criterios de inclusion:
-Pacientes comprendidos entre las edades 17 a 65 afios de ambos sexos.

-Pacientes con diagnéstico por frotis positivo, diaghéstico Inmunoldgico positivo
y/o diagndstico molecular positivo.

-En el caso de pacientes mujeres, que no estén embarazadas.
-Pacientes sin dafio renal, hepdtico para ho agravar su salud por las

contraindicaciones del medicamento.
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DIAGRAMA DE TRABAJO

Regiones colindantes con Rurrenabaque

enado de encuestas
epidemioldgicas

Toma de muestra

angre periférica

Inicio de tratamiento

Evaluacion a T1 Evaluacion a T2

Y|
Evaluacion a T3

Analisis de resultados
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D. TOMA DE MUESTRA
1. Lesiones cutdneas:

La obtencion de las muestras fue realizada a partir de lesiones activas
de la piel o mucosas. En las tipicas lesiones ulceradas, ésta se realizo en
los bordes de la lesién o en el fondo de la dlcera, después de realizar

previo aseo del drea afectada.

Esta toma de muestras puede realizarse por varios métodos: mediante
un simple raspado de la lesién, (efectuando incisiones de algunos
milimetros hasta alcanzar la dermis y efectuar un raspado), y colocarlo
suavemente sobre un portaobjetos rotulado para realizar el frotis y en
tubo ependorf ,con 500 ul de solucidn fisioldgica o buffer TE 1X ,otra
muestra para realizar el PCR(Harris Eva, 1998)
2. Sangre periférica

Se tomaron las muestras de sangre de acuerdo a las normas
establecidas, posteriormente se coloca un volumen de sangre en un tuvo
vacutainer sin anticoagulante para separa el suero y realizar la
inmunofluorescencia indirecta. Para la PCR se alicuota en un tubo
vacutainer 2,5 ml de Guanidina (6M)-EDTA(200mM) y afiadir el mismo

volumen de sangre y mezclar por inversién.(Harris Eva, 1998)

E. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

1. Frotis

Se preparo una extensién delgada como para examen hematoldgico de forma
circular y luego se dejo secar la extension para fijarla con metanol durante

1 minuto.
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Posteriormente se tifien las ldminas, con coloracién Giemsa (dilucién 1:10),

durante 30 minutos.
1.1. Lectura

Se coloca una gota de aceite de inmersion a las Idminas para observar al
microscopio con el aumento de 100 X .Para asi reportarse el resultado como

positivo segun el indice de puntuacion.

(+) Menos de un pardsito por campo a 100x inmersion
examinando un minimo de 100 campos

(++) De 2 a 10 amastigotes/campo en un minimo de 50 campos
(+++) De 11 a 20 amastigotes/campo en un minimo de 50 campos

( ++++) De 21 amastigotes o mds por cada campo, en un minimo de 10
campos

2. Inmunofluorescencia indirecta

Elaboracion de las improntas: Para la preparacion del antigeno, se utilizaron
promastigotes de cultivados en medio Schneider suplementado con suero
fetal bovino al 20% vy gentamicina 200ug/ml. Los pardsitos fueron
colectados por centrifugacion de los cultivos y fijados enteros en
portaobjetos con circulos de aproximadamente 0,5 cm apropiados para la
reaccion y dejarlas secar, las cepas utilizadas fueron : L. amazonensis PH8

L. brazilienzis M 2903 Y L.donovani PP75, finalmente se las guardo a -20°C.
2.1.Procedimiento para el diagndstico:

Siguiendo el esquema de distribucion de sueros, se afiadié en las

dreas circulares de la Idmina IFI lo siguiente:
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2.2.

-Suero control positivo CP: 30 pL diluido (en solucién diluyente).
-Suero control negativo CN: 30 L diluido (en solucién diluyente).
-Suero problema: 30 (L diluido (1:8, 1:16, 1:32 1:64.)

-Se colocé la ldmina en cdmara hdmeda e incubo a 37°C por 30

minutos.

-Se lavo las laminas con PBS(ANEXO 2) por 3 veces consecutivas por

10 minutos cada una.

-Posteriormente se escurrio los bordes de la Idmina con papel y dejar

secar a femperatura ambiente.

-Se agrego 30 ul de anti-IgG humano marcado con fluoresceina
(titulada y diluida en solucidn diluyente de conjugado) en cada drea
circular e incubar a femperatura ambiente por 30 minutos. Se lavo y
dejo secar. Se coloco unas gotas de glicerina tamponada y sobre ella
una laminilla. Y finalmente se observo en microscopio de fluorescencia

a 40X de aumento. (WHO/LEISH/96/40 modificado)

LECTURA

Al microscopio de fluorescencia se observo en el suero de referencia

positiva toda la superficie del pardsito de un color verde amarillento

fluorescente (Figura 10) y en el suero control negativo se observaro el

pardsito de color rojizo opaco (Figura 11).
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Figura 10 Figura 11

2.3. RESULTADOS:

POSITIVO: Se detecta presencia de anticuerpos anti Leishmania

evidenciados por la fluorescencia del pardsito (color verde amarillento)

NEGATIVO: No se detecta presencia de anticuerpos anti Leishmania
evidenciado por ausencia de florescencia del pardsito (color rojizo

opaco).

3. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

3.1. Extraccion de ADN de cultivos

En un tubo estéril eppendorf de 15 ml colocar 200 ul de agua
destilada estéril y con la ayuda de una pipeta pasteur colocar unas
gotas de cultivo. Se incubé de 95-100°C por 5 minutos para luego
centrifugar a 12000 RPM por 2 minutos, se recupero el sobrenadante
en otro tubo rotulado, y este se guarda a -20°C para su uso como
control positivo en la PCR. En caso de estar turbio centrifugar el

sobrenadante nuevamente. (Harris Eva 1998)
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3.2. Extraccion de ADN de muestras

Para sangre alicuotar 500 ul de sangre en un tubo eppendorf de 15 mly
asegurar con parafilm, las muestras de lesién o biopsias se completan con
buffer TE 1X a 500 ul se asegura con parafilm para asi llevar a incubacién
en bafio de aceite de 95 a 100 °C por 15 minutos. Se sacaron los tubos del
aceite caliente, dejarlos enfriar un poco y se afiadié 250 ul de fenol y 250 ul
de cloroformo, se mezclo suavemente y centrifugo a 12000 rpm por 15
minutos. Se recuperaron los sobrenadantes a otros tubos eppendorf
previamente identificados para afadir igual volumen de cloroformo.
Homogenizar, agitando suavemente los tubos, se centrifugaron los tubos por
15 minutos a 12 000 rpm, y se recuperaron los sobrenadantes a otros ftubos
eppendorf previamente identificados, se afadié etanol absoluto frio 2
volumenes y acetato de sodio al 10% a la fase acuosa recuperada para dejar

en refrigeracion a -20° C por dos horas o toda la noche.

Se llevo nuevamente a centrifugar los tubos por 15 minutos a 12 000 rpm,
decantando el sobrenadante de los tubos.

Se afiadié 500 ul de etanol al 70% y homogenizar agitando suavemente los
tubos, centrifugar los tubos por 15 minutos a 12 000 rpm. Se decantaron los
tubos y se dejaron evaporar.

Se afiadié 20 ul de agua destilada estéril y se guardo a -20° C hasta su
procesamiento. (Harris Eva 1998 modificado)

3.3. Preparacion del mastex mix

Los primers especificos para Leishamania spp. fueron:

primer 13A 5'- GTGGGGGAGGGGCGTTCT-3
primer 13B 5= ATTTTTACACCAACCCCCAGTT-3"
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Reactivos [C] [C] Final Vol /tubo
inicial ul
Buffer 10x 1.25
dNTPs 5mM 0.5
Primer 13A | 10 uM ) 1.25
Primer 13B ) 1.25

Mg Cl, . 1.0
Taq ) 0,0625

H20dd 45625

DTT 0,125

Tabla 2. Preparacion del master mix para la realizacion del PCR de acuerdo a

las condiciones de Belli et al., 1998 modificado con volumen de muestra 2.5 ul.

3.4. Amplificacion: El programa de amplificacidn es el siguiente:

Desnaturalizacion inicial 94°C 3 minutos
Desnaturalizacion 94° C 1 minuto

Templado 54 °C 1 minuto [~35 ciclos
Elongacidn 72°C 1 minuto

Extensién final 72°C 10 minutos
Conservacién: 4°C tiempo indefinido

3.5. Andlisis de la amplificacion

Para cada gel se preparo una solucién de agarosa al 1,5-1,8% en TBE 1x y
calentada hasta disolver completamente la agarosa, no deben verse ni

grumos nhi granulaciones.
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Se dejé enfriar la solucién hasta aproximadamente 55 °C. Se agrego
Bromuro de Etidio usar 5 uL para cada 100 mL de TBE 1X. Se preparo el

molde del gel y se vertio la solucién en el molde. (Belli et al., 1998)

Poner el gel en la cdmara de electroforesis y agregar TBE 1 X cuidando
de que este cubra el gel. Posteriormente sembrar las muestras en el

orden determinado.
Correr el gel a 150 voltios por el espacio de 20 minutos aproximadamente.

Finalmente observar la corrida en el transiluminador de Luz ultravioleta.

(Harris Eva et al. ,1998)

F. EVALUACION DEL TRATAMIENTO

Una vez realizado el diagnéstico, el médico procedié a realizar previamente
el electrocardiograma y otfros estudios pertinentes al caso para que los
pacientes no sufriesen dafios colaterales por el tratamiento con glucantime,

todo esto realizado por el equipo multidisciplinario.
1. PRIMERA EVALUACION

Se realizo la evaluacién de tratamiento con glucantime mediante la PCR de
pacientes que hayan finalizado su tratamiento(T1), a los cuales se les tomo
una muestra de sangre periférica como se indica anteriormente, de la cual
posteriormente se realizo la extraccion de ADN del pardsito para luego
aplicar la PCR. Estos resultados son reportados y entregados al hospital de
Rurrenabaque para su posterior entrega al paciente, y en algunos casos a los

pacientes directamente.
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2. SEGUNDA EVALUACION

Se realizo la segunda evaluacion al mes de finalizado el tratamiento (T2) con
glucantime mediante la PCR de pacientes, a los cuales se les tomo
nuevamente una muestra de sangre periférica. Se entregaron los resultados

igual que en la primera evaluacion.
3. TERCERA EVALUACION

Esta evaluacidn es igual a las anteriores con la diferencia que esta se realiza

a los seis meses de finalizado el tratamiento (T3).

V. RESULTADOS

Se estudiaron 90 pacientes del hospital de Rurrenabaque, algunos pacientes
provenientes de comunidades como el Rincén del tigre, Nueva idiamas,
Ixiamas, Tahua, Tumupasa, San Buena Ventura Bella Vista, Santa Rosita
entre otras.

. FROTIS

En una poblacién total de 90 pacientes que se les realizé el diagndstico de
Leishmaniasis mediante el frotis, dio los siguientes resultados:

RESULTADOS DE FROTIS

O POSITIVO
Bl NEGATIVO
COONO TIENE

6rafica No.1.Resultados de frotis.Muestra pacientes con resultado
positivo a la prueba
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Sélo el 20%(18) de la poblacion dio resultado positivo de estos pacientes. Y
el 60%(54) dio resultado negativo, y el restante 20% no cuenta con frotis

porque no se recomienda para pacientes con L.mucosa. (6rdfica No.1)

B. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

RESULTADOS DE
INMUNOFLUORESCIA INDIRECTA

7% 18%

B 1/32(+)
B 1/64(+)
39% 0 1/16(-)

36% O NO TIENE

Grafica No. 2.- Resultados de inmunofluorescencia indirecta.
Muestra el porcentaje de pacientes que resultaron positivos a

la inmunofluorescencia indirecta.

Con la inmunofluorescencia indirecta se obtuvieron mejores resultados que
con el frotis, ya que el 54% (49) de los pacientes dio serologia positiva, esto
considerando las diluciones 1:32 y 1:64 y el 39% (35) de los pacientes dio

resultado negativo como se observa en la grafica No.2.

C. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

De todos los pacientes que se recolectaron las muestras tanto de sangre
como de lesion todos dieron resultado positivo al PCR universal para la

Leishmaniasis (Foto 1)
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1 2 34 567 BOEN

<«— 120 pb

Foto No. 1 Productos de amplificacion de PCR a partir de 3 diferentes
especies de Leishmania. En cada carril se colocé 10 uL de muestra: 1 (Control
negativo (T. cruzi)), 2 (L. amazonensis PH8),3(L. brazilienzis M 2903),
4(L.donovani PP75) 5 (M1), 6 (M2), 7 (Marcador), 8 (M3), 9 (M4), 10 (M b),
11 (M6) (Siendo M = muestra).

En la foto No.1 Se observan los resultados de PCR tanto de los controles
positivo (ADN de cepas de referencia de Leishmania) como negativo (ADN
diferente al de Leishmania), observandose ademds una banda de 120 pb que
esta un poco superior al marcador de peso molecular (100 pb) Puede
evidenciarse ademds que las bandas de las muestras positivas se encuentran
a la misma altura que el control positivo lo cual es reportado como resultado
positivo, y que en el carril del control negativo no hubo amplificacién, lo cual

respalda la especificidad de la PCR.

ANALISIS DE LA POBLACION EVALUADA A T1, T2 Y T3
MEDIANTE LA PCR.

Debido a la distancia de ubicacién de los de los domicilios, falta de medios de
transporte y de buenos caminos, y a la dispersién de los pacientes en busca
de mejores posibilidades laborales, de los 90 pacientes que se presentaron al
diagndstico sélo quedaron 27 para la evaluacion de tratamiento con

glucantime.
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De los 27 pacientes el 92,59%(25) eran del género masculino y el 7% (2)

pertenecian al género femenino como se observa en la grdfica No. 3

FEMENINO

MASCULINO

DISTRIBUCION DE PACIENTES SEGUN GENERO

OFEMENINO
EMASCULINO

6rafica No. 3.Distribucion de pacientes seglin género. Notese la
mayor cantidad de pacientes del presente estudio es del sexo
masculino.

Respecto a la edad de los pacientes, estuvo comprendida entre los 15 afios y

60 afos con un promedio de 30.63 afios. Los grupos de edades mds afectados

por la leishmaniasis fue el de 15-25 afios con 11 casos (40.34%), y el grupo

menos afecta es el de mayores de 40 afios se dieron 3 casos (11.11%) (6raf. No.4)

11%

33%

DISTRIBUCION DE PACIENTES
SEGUN EDAD

15% @41%

6rafica No. 4 Distribucion de pacientes segin edad. La poblacion

mas afectada es la comprendida entre 15-25 afios.
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DISTRIBUCION DE PACIENTES SEGUN LUGAR DE
PROBABLE CONTAGIO

EMONTE
ERIO
O AFUERAS DEL PUEBLO

6rafica No. 5. Distribucion de pacientes segtn lugar de probable

contagio

Cuando se estudio el lugar de contagio, se pudieron registrar varios sitios,
siendo el mds importante por su frecuencia: el ingreso al monte o la selva
con 20 casos (74%), y en la orillas de los rios fue la de menor frecuencia con

2 casos (7%). (6rafica No 5).

En cuanto al factor desencadenante de la lesion, la picadura de insecto fue

un factor en todos los casos.

Al analizar el tiempo de enfermedad se encontré que la mayoria, 21(77.77 %)
pacientes presentaron tiempo de enfermedad de menores a un afio al
momento del diagnéstico; y el tiempo de haber enfermado mds largo
correspondio a los doce y trece afios de haber padecido la enfermedad con

un porcentaje de 3.715%(1) como se observa en la (tabla No.3).
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Tabla 3. Frecuencia del tiempo de enfermedad en afios de los 27
pacientes.

Tiempo Enfermedad (afios)|Frecuencia| Pocentaje

77.77%
7.40%

<1

7.40%

3.715%

3.715%
100.0

Sobre las Formas Clinicas observadas, de los 27 pacientes, 23 pacientes
(85.19%) presentaron la forma clinica de Leishmaniasis Cutdnea (LC); 4

pacientes (14.81%) Leishmaniasis Mucosa o muco-cutdnea (grdfica No. 6).

DISTRIBUCION DE PACIENTES SEGUN LAS
FORMAS CLINICAS DE LEISHMANIASIS

6rafica No. 6 Distribucion de pacientes segun las formas clinicas de

leishmaniasis
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No.
PACIENTES

DISTRIBUCION DE LA LOCALIZACION DE
LESIONES CUTANEAS EN LOS PACIENTES

LOCALIZACION

Grafica No.7 Distribucion de la localizacion de lesiones cutaneas

en los pacientes.

La localizacion de las lesiones cutdneas fue principalmente en extremidades

inferiores con 9 pacientes (33.33%), la localizacion de lesiones ubicadas en

el tfronco fueron las menos frecuentes, con 3 pacientes (11.11%) (Gréfica No. 7).

Al estudiar el tipo de lesion cutanea, predominé el tipo ulcerativo en este

grupo de evaluacion de tratamiento.

Tabla 4. Distribucion de pacientes segln ocupacion

OCUPACION

Frecuencia | Porcentaje

Porcentaje
acumulativo

AGRICULTOR

37,00%

37,00%

AMA DE CASA

7,40%

44,40%

COMERCIANTE

7 ,40%

51,90%

ESTUDIANTE

11,10%

63,00%

GUIA TURISTICO

7,40%

70,40%

OTROS

29,60%

100,00%

Total

100,00%

100,00%
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Se evidencia por lo datos obtenidos que el grupo mds afectado es el de

ocupacion agricultor con 37%(10), y los grupos menos afectados son los de

ama de casa, comerciante y guia turistico con un 7,40% (2). (Tabla No.

Esto debido a la exposicion al vector.

LUGAR DE TRABAJO

Frecuencia

Porcentaje

4)

Porcentaje
acumulativo

FUERA DEL PUEBLO

14

51,90%

51,90%

PUEBLO

13

48,10%

100,00%

Total

27

100,00%

100,00%

Tabla 5. Distribucion de pacientes segtn el lugar de trabajo

De acuerdo al lugar de trabajo también se puede saber si la poblacién esta

en riesgo o no de contraer la enfermedad mientras trabaja, por lo cual la

mayoria de

48,10%(10) lo hace en el pueblo.(Tabla 5)

PROCEDENCIA

Frecuencia

los pacientes trabaja fuera del pueblo 51.90 %(13) y el

Porcentaje

Porcentaje

acumulativo

9

33,30%

33,30%

10

37,00%

70,40%

1

3,70%

74,10%

3,70%

77,80%

7,40%

85,20%

14,80%

100,00%

100,00%

100,00%

Tabla 6. Distribucion de pacientes segln su procedencia
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Otro factor importante que se debe mencionar es de la procedencia ya que
por las constantes migraciones se debe determinar que poblacion esta mds
afectada, si los colonos o los pobladores naturales de la regidn, es asi que el
37%(10) pertenece al departamento de La Paz con un alto porcentaje de
casos de leishmaniasis, seguido de | departamento del Beni con un 33.30%(9),
Sucre con un 14.80%(4), Santa cruz con un 7.4%(2) y finalmente Oruro y
Potosi con un 3.7%(1) cada uno. (Tabla 6)

Generalmente en dreas endémicas como la de trabajo es importante saber si
se recibié anteriormente el tratamiento, por lo cual el 85.20%(23) de la
poblacién no recibié tratamiento con glucantime, y el 14.80% si lo hizo. (Tabla

7)

Porcentaje
FrecuenciaPorcentajelacumulativa

4 14,80% 14,80%

23 85,20% | 100,00%

100,00% | 100,00%

Tabla 7. Frecuencia de pacientes que recibieron anteriormente
tratamiento con glucantime

D. EVALUACIONES DEL TRATAMIENTO
1. PRIMERA EVALUACION

Esta evaluacién a T1(al finalizar el tratamiento) se realizé mediante la PCR,
con los resultados obtenidos se registraron 20 pacientes con L. cutdnea con

resultado negativo y 3 con resultado positivo, 3 pacientes con L. mucocutdnea
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con resultado positivo y 1 pacientes con L. mucocutdnea con resultado

negativo (Tabla No. 8 y grdfica No.8).

Tipo de leishmaniasis|L. cutdnea| L. muco-cutdnea
o L. mucocutdnea

PCR positivo

PCR negativo

Total

Tabla 8. Distribucion de pacientes segin tipo de leishmaniasis y

resultado de PCR a T1

N
o

[EEY
ol

[
o

O PCR negativo
B PCR positivo

ol

No. DE PACIENTES

o

Leishmaniasis Leishmaniasis
cutanea mucocutanea

TIPO DE LEISHMANIASIS

6rafica No. 8.- Distribucion de pacientes segln tipo de leishmaniasis y
resultado de PCR a T1

Teniendo en cuenta que el fratamiento para pacientes con L. mucosa es 30

dias y de pacientes con L. cutdnea 20 dias.

62



VIVIANA PERALTA CHAME! FCEB-UMS.A.

Foto 2. Resultados de PCR después finalizado el tratamiento(T1),
Productos de amplificacion de PCR 1 (Control de agua cuarto blanco), 2
(control de agua cuarto azul),3(control negativo, ADN de T. cruzi),
4(control positivo : ADN de Leishmania) 5 (M1), 6 (inhibidor M1), 7
(M2), 8 (inhibidor M2), 9 (M3), 10 (inhibidor M4), 11 (M4), 12(inhibidor
M4),13(M5) 14 (inhibidor M5),15(M6) , 16 (inhibidor M6), 17(M7)

Foto 3. (Continuacion de la foto 2)1(inhibidor M7,) 2 (M8), 2
(inhibidor M8), 4 (M9), 5 (inhibidor M9), 6 (M10), 7 (inhibidor
M10), 8 (M11), 9(inhibidor M11)

Se observa en la foto 2 que se utiliza un control de inhibicién para evitar
falsos negativos, ya que hay muchas sustancias y medicamentos que pueden
inhibir el PCR en nuestro caso el glucantime, como se evidencia con M5 que
fue inhibida. Se considera negativo cuando no hay banda en el carril de la
muestra pero si en el carril del inhibidor como en los carriles 13 y 14 que
corresponden a M5, y es positiva cuando se observa una banda en ambos

carriles como en los carriles 5y 6 que corresponde a M1.Por tanto M1y M2
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dan resultado positivo y a excepcién de M5 todas las demds muestras dan

resultado negativo.

2. SEGUNDA EVALUACION Y TERCERA EVALUACION

Los pacientes a T2 evolucionaron mejor respecto al tratamiento con
glucantime, tres pacientes mds dieron resultado negativo a la PCR .como
muestra la (6rdfica No.9, tabla No. 9), sin embargo los pacientes con L.
cutdnea todos sanaron, al igual que un paciente con L. mucocutdnea, por el
contrario 3 pacientes con L. mucocutdnea volvieron a dar resultado positivo,

se muestran algunos de estos resultados a de PCR en la foto 4.

Tipo de L. cutdnea|L. muco-cutdnea

leishmaniasis

PCR positivo

PCR negativo

Total

Tabla 9. Distribucion de pacientes segin tipo de leishmaniasis

y resultado de PCR a T2
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O PCR negativo
B PCR positivo

0
1
|_
z
L
<
o
e)
p

Leishmaniasis Leishmaniasis
cutanea mucocutanea

TIPO DE LEISHMANIASIS

6rafica No 9.- Distribucion de pacientes segln tipo de leishmaniasis y
resultado de PCR a T2

<+<— 1200nb

Foto 4. Muestra los productos de PCR a T2: 1(control positivo), 2
(control negativo) ,3 (M1) ,4(M2), 5 (M3) ,6(M4), 7(M5), 8 (M6)

En la foto 4 se observan los resultados de PCR sin controles de inhibicidn,
considerdndose positivos aquellas muestras que cuenten con una banda en el
carril en el cual se las sembré (4, 5, 6 y7), y negativas aquellas que no

presenten banda (3 y 8).
A T3 se obtuvieron los mismos resultados que ha T2.
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VI. DISCUSION

El presente trabajo ha permitido evidenciar la capacidad de la técnica de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para el diagnéstico de la
leishmaniasis, para la evaluacién de tratamiento con glucantime de la
leishmaniasis, que frente a las técnicas convencionales dio mejores
resultados de diagnéstico, es de vital importancia en términos
epidemioldgicos y de control de la enfermedad, debido a que en zonas
endémicas, la sinfomatologia de esta enfermedad puede ser confundida con
otras enfermedades, esto es apoyado por autores como Harris E. et

al.,1998; Hernandez-Montes et al., 1998.

El uso de la PCR se ha convertido en la técnica preferida para realizar el
diagnostico de leishmaniasis puesto que los métodos parasitoldgicos
convencionales no son suficientemente sensibles, en el estudio realizado se
comprobd que esta técnica tuvo mayor sensibilidad y especificidad ya que los
90 pacientes con diagnéstico presuntivo de Leishmaniasis, el 100% dio

resultado positivo.

La sensibilidad de las técnicas microscépicas y las histopatoldgicas, se
hallan a partir del 17 hasta el 83% para el diagndstico de leshmaniasis
cutdnea (LC) (Andresen, K., et al 1996), dependiendo de la presentacion
clinica, de la especie del pardsito, de la téchica empleada, y de otros

factores.

Varios estudios han comparado el poder de diagnéstico la PCR de ADNK de
pardsitos de los complejos de Leishmania braziliensis y L. mexicana que

causan la LC, con técnicas convencionales. A excepcion de algunos casos, los

66



VIVIANA PERALTA CHAME! FCEB-UMS.A.

andlisis de basados en la PCR fueron mds sensibles que los métodos
parasitoldgicos cldsicos de diagnéstico (Aviles, H., et al ,1999; Bensoussan E.

etal.,2006; Medeiros, A. eta al.2002).

Demostrando que la PCR, es superior a los métodos parasitoldgicos para el
diagndstico del LC, identificando a pacientes cuyo frotis era negativo por la
examinacion microscépica. Sin embargo, la sensibilidad de las técnhicas de

diagndstico convencionales aumenta, si se utilizan en combinacién.

La inmunofluorescencia indirecta (IFI) es uno de los métodos seroldgicos
mds utilizados, cuya cuantificacion se correlaciona bien con el grado de
extension de la infeccion, aunque los titulos de anticuerpos no suelen ser

altos.

Los estudios de sensibilidad de esta técnica en otros paises revelan

resultados que van desde el 66,6% hasta el 82%.

La reaccién que se produce en la IFI no es especifica para los anticuerpos
anti-Leishmania, pues da reaccion cruzada con sueros de pacientes con
Enfermedad de Chagas, Ilupus eritematoso, malaria, toxoplasmosis,
amebiasis, paracoccidiomicosis, e inclusive con tuberculosis pulmonar.

(Guimaraes MC)

La sensibilidad de la IFI, en el presente estudio aunque moderadamente
buena, sélo detecté al 54%(49) de pacientes con leishmaniasis, pero no

difiere de los realizados en otros paises.

Como se esperaria de un cuadro mds avanzado, se observa que la sensibilidad

de la IFI en leishmaniasis tegumentaria (LT) con lesiones mucosas es mayor
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que en lesiones cutdneas, aunque no mds del 10%. Este resultado coincide
con los de otros trabajos publicados en Brasil. En caso de la enfermedad
cutdnea, no existe aumento significativo de la sensibilidad con relacion al
tiempo de evolucion de las lesiones. (Se  consigue en:

http://www.iics.una.py/n/pdf/revista/oddone2005%2015-18.pdf ; 6 de febrero de
2007)

Ademds, ante la posibilidad de que la presencia de eventuales casos de doble
infeccion Chagas-leishmaniasis pudiera provocar un falso aumento de la
sensibilidad de la IFI, que no tiene una diferencia significativa con el de

otros paises. (Se consigue en:
http://www.iics.una.py/n/pdf/revista/oddone2005%2015-18.pdf ; 6 de febrero de
2007)

El andlisis del frotis por microscopia en nuestro estudio fue de tan sélo un
20% de deteccion lo cual indica que seria mejor utilizar ambos métodos para
el diagnéstico ya que ambos sumarian un 74% total para deteccion del

parasito que provoca la Leishmaniasis., claro esto en ausencia de la PCR..

La PCR basada en los iniciadores 13 A y 13 B se ha utilizado con éxito en la
deteccién de ADNk de pardsitos de Leishmania sp., en diferentes estudios
epidemioldgicos, especialmente, para el diagndstico de la Leishmaniasis en
pacientes como lo corroboran Belli, Rodriguez y Harris 1998. La sensibilidad
y especificidad de esta técnica para la deteccion de leishmaniasis fue
realizada por varios investigadores (Belli, Rodriguez y Harris 1998) que
afirman que la técnica es la de mejor eleccion para la deteccién de
Leishmania, aunque no siempre esta disponible para la poblacién por su

elevado costo la opcién seria usar en conjunto todas las técnicas
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convencionales para aumentar la sensibilidad del diagndstico de esta

enfermedad.

Al realizar la evaluacién de pacientes tratados con glucantime la poblacién se
redujo hasta 27 pacientes que realizaron las 3 evaluaciones de fratamiento
con glucantime. Esto debido a que la poblacién se hallaba distribuida en
diferentes comunidades muy lejanas unas de otras, no se los encuentra en

sus casas, ho quieren realizarse la prueba, se mudaron de casa.

Por lo tanto los pacientes fueron 27, de los cuales el 85.19%(23) de los
pacientes tenian leishmaniasis cutdnea y el 14.81 %(4) pacientes tenian

leishmaniasis mucocutdnea.

A T1 los pacientes con L. cutdnea 85.187%(23) solo 20 dieron resultado

negativo de PCR, concordando con la evolucién clinica de la lesion.

En cuanto a los pacientes con L. mucosa uno dio resultado negativo a la PCR.
Cuando se realiza el PCR a T1 en las fotos 2 y 3 se realizan controles de
inhibicién (muestra mds el control positivo) de las muestras debido a que
muchos medicamentos pueden inhibir la PCR, y se utiliza el inhibidor para

saber si algo en la muestra de ADN esta causando que se inhiba la PCR.

A T2, (al mes de finalizado el tratamiento) Los pacientes con L. cutdnea el
85.19%(23) dieron resultado negativo a la PCR. En los pacientes con
leishmaniasis mucocutdnea mantuvieron los mismos resultados que en TI,
demostrando que para el tratamiento de pacientes con L. mucosa o muco
cutdnea se debe extender el tratamiento a 40 - 60 dias de acuerdo a la

evolucién o emplear otro tratamiento o, esto a su vez implicaria que el
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paciente deberia estar bajo observaciéon medica todo este tiempo ya que con
30 dias de tratamiento muchos pacientes tienen sintomas de cansancio
fisico, dolor de cabeza; pero no son tan alarmantes como los reportados con

anfotericina B.

Los resultados de evaluacidon de tratamiento mediante la PCR a T3 fueron los
mismos que ha T2, es importante realizar los controles para confirmar la

eliminacidn del pardsito después del tratamiento mediante la PCR.

Ademds se valoro el potencial de la PCR en la evaluacién de tratamiento de la
leishmaniasis, para determinar la efectividad del glucantime en la poblacion
en estudio. Los pacientes que presentaron resultado de PCR positivo después
de la evaluacién a T3, nos estarian indicando que puede darse una resistencia
del pardsito al glucantime o que la carga parasitaria sea tan alta que se debe
alargar el tiempo de tratamiento con glucantime a 60 dias. Aqui surge otro
problema, que el centro de salud que proporciona el fratamiento con
glucantime tiene el esquema de tan sdlo 30 dias y volver a realizar los
oficios correspondientes tardaria un algin tiempo, lo cual repercute en que
el paciente deje a medias su tratamiento. Puede inclusive darse en el
transcurso de es tiempo una re-infeccion de pacientes tratados. Otros
autores como Mollinedo y col.,, 2002 después de realizar el tratamiento
durante 60 dias, sino obtienen buenos resultados de curacién recurren a la
Anfotericina B, pero esta produce reacciones adversas severas, que dejan al
paciente sin poder trabajar lo cual hace que los pacientes prefieran no
realizarse este fratamiento, otros desconocen de este medicamento , sin
embargo algunos si desean sanar completamente pero la anfotericina B no

esta disponible ya que era facilitada a los pacientes por diferentes ONG a
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bajos costos y con hospitalizacién, pero muchas de ellas ya no se encuentran

en nuestro pais.

Un problema que se encontré fue la accesibilidad al medicamento ya que el
analfabetismo, la malnutricién, asi como los escasos recursos econdmicos de
la poblacién y la distancia de las zonas rurales hacia los establecimientos de
Salud, plantean un serio problema para la atencién de pacientes afectados

por la leishmaniasis.

También debe considerarse que el hombre al invadir el nicho ecoldgico del
flebé6tomo sin tomar las medidas nhecesarias como: educacién sanitaria,
vestimentas adecuadas para su proteccién al penetrar en el monte,
proteccion adecuada de las viviendas y control del vector, se expone a ser
picado y a padecer la enfermedad. Lo cual puede producir un brote de

leishmaniasis en la poblacion.

Los estudios clinicos epidemioldgicos nos permiten sefialar factores de
riesgo de exposicién a la enfermedad y disefiar estrategias de prevencion.
La edad y el sexo, constituyen factores de riesgo para leishmaniasis, pues,
las personas jévenes, o adultos jovenes, principalmente varones, incursionan
mayormente en dreas endémicas exponiéndose al vector transmisor. Lo cual
apoya a que el grupo que se dedica a la agricultura (37%) sea el mds
afectado en nuestro estudio y que este grupo a su vez se encuentre entre
15-25 aiios el cual representa al 41% de la poblacion afectada por esta
enfermedad, y no solo esto sino que también el género mds afectado sea el

masculino con el 92.59%.
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Por todas estas razones es importante realizar un diagnéstico rdpido y
confiable para no sdlo disminuir los casos sino también evitar los brotes de

leishmaniasis, motivo por el cual la PCR seria la técnica de mejor eleccion.

Otra utilidad importante de la PCR seria la de confirmar la eliminacion del
pardsito después del tratamiento de la leishmaniasis (Cdceres y col 2002),
esto apoyaria nuestro estudio de utilizar la PCR para la evaluacién de

tratamiento con glucantime en pacientes con leishmaniasis.
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VII. CONCLUSIONES

Se logro realizar el diagnéstico de la Leishmaniasis por métodos
convencionales en pacientes de la localidad de Rurrenabaque con diagnéstico
presuntivo de leishmaniasis, obteniéndose una baja deteccion con el frotis
sélo un 20% de pacientes dio resultado positivo, con la IFI el 54% de los
pacientes dio resultado positivo, aunque son técnicas de bajo costo y estdn

mds alcance de los pacientes.

Al determinar la presencia de Leishmania spp. a través de la amplificacién de
ADN en raspados, infiltrados de lesiones, sangre total de pacientes con
diagndstico presuntivo de Leishmaniasis, se pudo evidenciar que es la técnica
de mejor eleccion en el diagnéstico es la PCR, ya que sumadas las técnicas
convencionales sélo producen un 74% de deteccién mientras que la PCR un

100% de deteccidn.

La edad, si constituye un factor de riesgo para leishmaniasis, pues, las
personas jévenes, o adultos jovenes, resultaron ser los mds afectados en el
presente trabajo, es asi el grupo mds afectado fue el de 15-25 afios con 11
casos (40.34%), y principalmente fueron varones con un 92,59%(25) y el 7%

(2) fueron mujeres.

Como la principal ocupacion es la de agricultor con el 37%(10) y es
mayormente realizada por los colonos que llegan a la region, es también
considerado un factor riesgo para enfermar con leishmaniasis debido a la
exposicion con el vector, ademds el lugar de principal contagio fue el de
ingreso al monte con el 74%(20) lo cual frecuentemente realizan los

agricultores para lograr obtener una buena produccion de cultivos. No
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importa que desempefien diferentes ocupaciones el factor desencadenante

siempre es la picadura del mosquito.

Es importante saber si trabajan fuera del pueblo 51.90 %(13) ya que corren
mayor riesgo de contraer la enfermedad que los que trabajan dentro del

pueblo 48,10%(10).

El tiempo de enfermedad fue en el 77.77%(21) menores a un afio, lo cual
indica que la poblacién esta tomando conciencia en recurrir a un centro de
salud y no a utilizar remedios caseros para su curacion, o que éstos no son
tan efectivos, y el 22.23% restante no recurrié a un centro de salud y sus
lesiones sanaron espontdaneamente, o en el centro de salud no contaban con

el tratamiento.

La localizacién de las lesiones cutdneas es principalmente en extremidades
inferiores 33.33%(9), aunque las menos frecuentes sean en el tronco con una

buena educacidn sanitaria se evitarian muchos casos de leishmaniasis.

Las principal forma clinica observada es la de Leishmaniasis Cutdnea con el
85.19%(23) y la menos frecuentes fueron la leishmaniasis mucosa o

mucocutdnea (LM) con un 14.81%(4).

No importa de donde procedan todos tienen la misma posibilidad de
enfermar de leishmaniasis, es asi que el 37%(10) pertenece al departamento
de La Paz con un alto porcentaje de casos de leishmaniasis, seguido del
departamento del Beni con un 33.30%(9), Sucre con un 14.80%(4), Santa

Cruz con un 7.4%(2) y finalmente Oruro y Potosi con un 3.7%(1) cada uno.
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El 14.80% de los pacientes recibié anteriormente el tratamiento con

glucantime.

Se realizo el seguimiento del tratamiento con glucantime al finalizar el
tratamiento obteniéndose que el 77.78% de los pacientes sanaron, al mes y
a los seis meses de finalizado el tratamiento que el 88.88% de los pacientes
sanaron definitivamente, esto es corroborado por la cicatrizacién total de
las lesiones producidas por pardsitos del género Leishmania, con lo cual se
afirma que el glucantime administrado correctamente se convierte en un
buen tratamiento contra la leishmaniasis y la PCR en la técnica de eleccion

para la evaluacién del tratamiento.

Se aplicé la reacciéon en cadena de la polimerasa en el diagnostico y
evaluacion de tratamiento con glucantime en pacientes con leishmaniasis de
la localidad de Rurrenabaque, concluyendo que la PCR es la téchica que
mejores resultados dio tanto en el diagndstico como en la evaluacion post

tratamiento de la leishmaniasis.
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VIII. RECOMENDACIONES

Los datos obtenidos de evaluacion de tratamiento deben ser solventados,
con un estudio que tenga un ndmero mayor de muestras, que sean
representativos para un andlisis estadistico y se pueda dar un juicio de valor

aun mds sélido.

En estudios en los que se fuese a evaluar la eficacia de un tratamiento para
la leishmaniasis se recomienda utilizar técnicas que ayuden a diferenciar la
infeccion de una reinfeccién para no pensar que se esta produciendo
resistencia del pardsito al medicamento, entre las técnicas que nos pueden
ayudar para realizar esta diferenciacion se encuentran las isoenzimas, que
serian muy Utiles pero para aplicarla se necesita del cultivo de la cepa de
leishmania del paciente, esta ho es la Unica técnica ya que existen técnicas
como el RAPD y RFLP que facilitarian esta diferenciacion, sin la necesidad

del cultivo.

El contar con el domicilio correcto de los pacientes para realizar los
controles, y que estos realmente estén interesados en realizarse las

evaluaciones post-tratamiento.
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ANEXO 1
ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA

Fecha de la encuesta: .......... loiid CODIGO.......eeec...

Mes Dia Afo
INFORMACION GENERAL

........................................ eevvevnevneeneneeneenid v,
1. Apellido paterno  Apellido materno Nombres

3. ,Sexo: Femenino Masculino |:| |:|

4. Estado civil: Soltero(a) Casado(a) :bivorciado(a) |:|Viudo(a) |:|O‘rro []
5. ProcedenciQ: .........cecveueeneencineeeeeneneiecscneise e

6. Residencia habitual...........cccoovininininnesceecnes

7. Residencia aCtual.........oeveeeeeeeeeeeeeeeeeee e

8. Tiene usted familia: si [] No [_]
9. Cudntos miembros hay en su familia.............

10. Donde usted vive consideran que es un drea:

Urbana [ ] Periurbana [ Rural [ ]

11, OCUPACION?......oeeeeeeeeeeiss s

12. Lugar donde trabaja actualmente?...........ccovmerneuncereenecenenne

13. Horas del dia en el que trabaja?...........ccccoeovirrernrnrerrerneenenns

14. Describa el tipo de ropa que usa para
TPADAJAN.....ooe e

INFORMACION CLINICA

15. Ha enfermado alguna vez de leishmaniasis o espundia: SI |:| NOIZ|
16. Indique la fecha en la que enfermo: ....................

17. Ha visto otros casos (indique la localidad y el lugar): ST I:l NO I:l

18. Acudié al médico o centro de salud: Si |:| No D

19. Le realizaron fratamiento: Si D No D



20. Que medicamentos ha usado:

21.Que ha utilizado:  Yerbas

22. Usted y su familia realizan su

23. El agua que usted consume es:
Del grifo de la pila |:|

Del rio |:|

De la lluvia |:|

Del pozo |:|

Glucantime D
Anfotericina BD
Se ha curado solo |:|
Otro |:|

Pélvora |:|

Acido (pila) [ ]
Antibidtico [ ]

Otro |:|
aseo en:

Su casa |:|

En el Patio |:|

[
[

En el rié

Otro

Carro repartidor |:|

24. Para dormir usa mosquitero: Si D No D

25 Cuando usa mosquitero:

26. Durante el dia usa repelente ?

27. Cuando usa repelente:

2. Todos los dias
3. sdlo cuando viaja

4. Nunca usa

1. Una vez por semana D
2. Todos los dias |:|

3. sdlo cuando viaja |:|

4. Nunca usa |:|

sil] No[ ]

1. Una vez por semana

HimpEyn



28. Usted sabe que es la leishmaniasis (Describa): Si D No D
29. Conoce al flebétomo (mosquito que produce la espundia) Si D NoD
30. Con qué nombre lo conoce?............coocvvvereeeneee.
31. Vio algln animal con leishmaniasis  Si D No D
32. Qué animal ha visto con leishmaniasis?....................
33. Sabe cémo se transmite la leishmaniasis: (Describa)........................
34. Sabe cémo prevenir? (describa).........c.ccceueeveeieereerrerrrnnne.
3B. Alguien de su familia enfermd con leishmaniasis?  Si D No D
36. Quién(es)......coeueveeeenenne.
37. Cudndo ? (fecha).................
38. Que edad(es) tiene(n): ......ocoeeeeeveeeeeeeeen.
39. Fueron atendidos por un médico: Si D No D
40.Qué diagndstico le dio?.............cc.........
41. Que tratamiento le realizarén?..............cccccoevvvernne..
42. Alguna vez personal de salud ha fumigado en los domicilios: Si D No D
43. Cudndo? Indique la fecha: .......coovorverreieneennees
44, Cémo es su vivienda? Techo: .o,
Paredes: .......cccccouueunee.

PisOt .o
45. Las ventanas y las puertas tienen malla milimétrica: Si || No []



DATOS CLINICOS.-

LESION CUTANEA

Fecha de inicio de la lesion: ..o,

LESION MUCOSA:

Fecha de inicio de la lesion: ..o,

UBICACION ANATOMICA DE LA LESION



ANEXO 2
Leishmaniasis cutanea

Fotografia del pie derecho de un paciente con L. Cutdnea
tipo de lesién de verrugosa

Fotografia del brazo derecho de un paciente con L. Cutanea .
Tipo de Lesién ulcerativo



ANEXO 3

FOTOGRAFIAS DE LEISHMANIASIS MUCOSA

Fotografia de un paciente con L. Mucosa visto de perfil
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ANEXO 4
MAPA DE BOLIVIA INDICANDO EL AREA DE ESTUDIO
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ANEXO 5

Programa Nacional de Leishmaniasis
Mapa Epidemiolégico por Municipios y Niveles de Riesgo
Bolivia - 2004

Seccion

[_] sin Transmisién
[ Baja transmision
[ Mediana transmisién
Bl ~'t= transmisién
Il Hipertransmisién



ANEXO 6

PBSO.1M

Na Cl 2.33g

Na2 HPO4 anhidro 5.68¢g

KH2PO4 anhidro 1.89g
0

NaH2PO4 anhidro 1.78¢

Levar a pH 7.2 .Enrasar a 1000 mL .

Para usar diluir 1/10 .



UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN AN
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS"

BIOQUIMCAS |
CARRERA DE BIOQUIMICA

“APLICACION DE LA REACCION EN CAD ELA
POLIMERASA EN EL DIAGNOSTICO Y EVALUACION

DE TRATAMIENTO CON GLUCANTIME E,%rb
PACIENTES CON LEISHMANIASISDE LA “
P

LOCALIDAD DE RURRENABAQ

1

ANTE: VIVIANA PERALTA CHAMBI



CONTENIDO -

.  INTRODUCCION

Il. OBJETIVOS

4
. MATERIALES Y METOD §'

e‘h%
QP

F\’{L/J LTADOS Y

E N

RE

"



CONTENIDC

.  INTRODUCCION

Il. OBJETIVOS

4
Il. MATERIALES Y METODD:

dh%
QP

V. SULTADOSY
DI ONES

V. RECC



Leishmania causan un grup
enfermedades denominadas |




The life-cycle of leishmaniasis in humans

click to play




SUBGENUS'LEISHRANIA

Spacles Clinlcal Syndrome Geographic Distribution

L. Donovani {complex) VL {PKDL, CWCL) e

L. infantum vHowel =
sub-Ssharan Afric

L of . VL (NWCL) Cantral and South America

I L. Mexicana (complex) NWCL (DCL) Tewas, Mexcico, Gentral and South America

' L. amazonensis N CL (ML, DCL, VL} Panama and South Amerioa

Lalnacs oweLe iy g s O

L. major owaL Ttk Noth e, Sabel i of nativaeeral Afce,
Ethiopin, Sudan, Kanya

L. aethiopica OWCL {DCL) Ethiopia, Kanya

SUBGENUS WANNIA

L. (V.) braziliensis NWCL (ML) Gertal and South America

L. (V.) guyanensis NWCL (ML) Bouth Ameria

[. {"l,,l" ) pmanmnsis NWCL (ML) Certiral America, Venezusln, Golombia, Ecusdor, Pan

MWCL Peru {westem slopss of Andes)

L. (V.) peruviana

\bbreviations: VL, visceral leishmaniasis; PKDL, post-kala-azar dermal leishmaniasis; OWCL, Old World cutaneous
eishmaniasis; NWCL, New World (American) cutaneous leishmaniasis; DCL, diffuse cutaneous leishmaniasis; ML, mucosal
eishmaniasis. Clinical syndromes less frequently associated with the various species are shown in parentheses.
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En Bolivia la tasa de incidencia
100.000 habitantes

TEMDEMCIA SECULAR Y TASA DE INCIDENCIA DE LA LEISHMAMIAS!S
BOLRIA GESTION 1996 AL 2005
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SITUACION EPIDEMIOL
POR MUNICIPIOS

MUNICIPIOS TASA
Trinidad 11.2
Eilzeralta 18.2

Guayaramerin 6.0
Reyes 10.8
Baures 9.3
Exaltacion 33
Maogdalena 11.2
San Andras 3.5
Santa Rosa 3.1

SanJuagquin  20.1
San Borja 17 4

Loreto 25.3
Rurrenabaque 5/.0
San Ilgnacia o(.8




SITUACION EPIDEMIOLOGIC
MUNICIPIOS

MUNICIPIOS TASAS

Guanay 14,1
Apolo 412
nquisiv 60.0
rupana 3333
Palos Blancos 2142
klamas 71.4

San Buenaventura 190.3
Caranawi 4763

C hulumani 33,2
Yanacachi 136
Cajuata 37,6
La Asunta 14 .4
Coroico 778

B

MUNICIPIOS TASAS

LaFaz 1,0
Avyata 16.0
Aucapata 23
Combaya 3,6
Quime 15
Coripata 37 0

lchoca 42

&5 .
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TRATAMIENTO DE LA'L

diferentes formas de leishmaniasis
recomendado por la OPS/OMS, es é
antimoniales pentavalentes, a dosi

(425 mg de an



Modo de empleo y posolog

e Cutanea:
Dosis diaria: 20 mg./kg. Peso.
Duracién del tratamiento: 20 dias imprescindible.”

« Mucosay Visceral:
Dosis diaria: 20 mg./kg. Peso.
Duracion del tratamiento: 30 dias imprescindi

L4 nhibiclon de (3 biositesis de enerola en 105 amastijotes pareceser pare
Oel mecanismo de accion de 105 antmoniales pentavalentes


http://www.animfactory.com/af_people_a_l_doctor_nurse_variant_page_nurse_needle.html

De acuerdo con las normas del Ministerio de Salud antes de niciar el
tratamiento, todo paciente debera tener;

Diagnostico parasitologico y evaluarse clinicamente para descartar alteraciones
cardiacas 0 renales. Si hay medios disponibles, a los mayores de 50 afos y a
quienes se les detecten alteraciones clinicas, debera practicarseles los
examenes paraclinicos correspondientes, incluyendo  electrocardiograma,

pruebas e funcion renal y hepatica.




 En areas endémicas el diagnos
eishmaniasis es practicamente b
a presentacion clinica, el tefido d
niopsia y aspirado como metodo
confirmacion y ocasionalmente edlan,‘_g
el uso de la prueba de Montenegfo:" Fﬁ, .




Reaccion en cadena de la polimerasa




Reaccion en cadena de la polimera -

Para controlar el proceso, necesitamos controlal

- - -
;-. A 0z P -
desnaturalizacién - Hibridizacion Extension de o Ciclo,_ . &
95°C 50-60°C La cadena

Si repetimos €

Multiples ciclos daran un'i
el numero de copias
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A.OBJETIVO GENERAL

W,
 Aplicar la reaccion en cadena

polimerasa en el diagnostico y
de tratamiento con glucantime
' con leishmaniasis de |

la 4
=
~ "

loC



B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Realizar el diagnaéstico de la leishmaniasi
metodos convencionales en pacientes
localidad de Rurrenabaque con diagn@s
presuntivo de Leishmaniasis. .

Determinar la presencia de Leishmanie Sp'ﬁﬁ

o

)

Ll ¢,
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DIAGRAMA
DE TRABAJO

T

POBLACION DE
RURRENABAQUE

Y COMUNIDADES CERCANAS

EPIDEMIOLOGICAS

E
TOMADEN ESTRA }

LLENADO DE ENCUESTAS }

N pu B

[ Lo |

)

.

\[ DIAGNOSTICO DE

PACINETES

!

—



!

[ Entrega de resultados

acientes con leishmaniasis po

Analisis de la salud de los
P r
el equipo multidisciplinario

Inicio de tratamiento
. con glucantime

Evale Evalugciong T2

i 5Ty A
P ‘h—
Evaluacion a T3 ANALISIS DE RESULTADOS

5



MASTER MIX

Heactivos

[C] inicial

[C] Final

Yol ftubo
ul

Yol'total
Ll

Buffer

10

1%

1.25

875

dNTPs

5mid

0,2 mM

0.3

3.5

Primer 134

10 uhd

1.0uM

Pnmer 138

10 uM

1.0 uM

Mg Cl=

23 mM

2.0 mM

1.0

Taq

5 Ulimi

0.125 Uliml

04373

31.9375




Extraccion de ADN

0
Et " C 9

Transferir fase acuosa

(superior) aun nuevo tubo ] .
SANGR/\ ' -!-
vV s A

INCUBAR (95-100 °C) :# 3 & -'- SIS

{ FeHSf l
ol absoluto y

cloroformo, ﬁt:cﬁetato de Na

. 4
Agregar 20 ul de

- J'u. - H20 esteril

{5

s L
w O

Deja

——

Transferir fase acuosa (supe€
un nvao tubo

7

.

LN

' SD Centrifuga : . ;-
- ]
Afadir el mismo vol. de cloroformo 5
l Guardart a (
SD Centrifugar '
Eliminar el sobrenadante




ELECTROFORESIS EN GE

Muestras Patron B

-I--ui&-- =




Desnaturalizacion inicial 94°C

Desnaturalizacidn 94° C
Templado - 54 °C
longacion : y2*°C

Extension
Conservacion:
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RESULTADOS DE FROTIS




RESULTADGS DE
INMUNOH_UORESCIA INDIREC

[&% 18%

@ 1/32(+)
SN
3% nv60 |
¥%  ONDTIENE




Productos de amplificacion de ,E.‘

1 (Control negativ I — RS .5.“

2 (L. amazoneniMs PH )
3(L. brazilienzis M 2903), ‘Lr i-E
4(L. donovani PP )

5 (M1), 6 Wdor),
3(M3), 9 (M 4), 10 (M5),

1




ANALISIS DE LA POBLAC
T1, T2Y T3 MEDIANTE LA

DISTRIBUCION DE PACIENTES SEGUN GENERO

E FEMENINO
MASCULINO

vy

FEMENINO

MASCULINO




—— %

DISTRIBUCION DE PACIENTES
SEGUN EDAD

11%

15% @41%
\ 33%

 El grupo mas afectadofte




7%

DISTRIBUCION DE PACIENTES SEGUN LUGAR DE

19%

 El Monte fue el lugar

PROBABLE CONTAGIO

MONTE
RIO
E AFUERAS DEL PUEBLO




DISTRIBUCION DE PACIENTES SEGUN LAS
FORMAS CLINICAS DE LEISHMANIASIS

15%

85%




DISTRIBUCION DE LA LOCALIZACION DE LESIONES
CUTANEAS EN LOS PACIENTES

10

8

No. 6

PACIENTES 4 & L
2
0
N \

&

&
O

.

N

\\Q’(Q \@@
Z%

LOCALIZACION




Distribucion de pacie

ocupacion
AGRICULTOR 10 4 g 37,00% | 37,00%
AMA DE CASA 2 . 7,40% sar A -m ;
COMERCIANTE g - 740% Koot ogs '
ESTUDIANTE | 3 11,10% 3 %hu
A TURISTICO 2 7,40% 70,40%
. - 29,60% | 1+ 100 00"

Total

e La mas afectada

"
100,00% _ " 100,00%




Distribucion de pacientes St
procedencia

| 33,30% ] 33=0%

-

e La Pazy Ben
afectados

BENT 9
LA PAZ 10  3700% | 7040% ’
ORURO 1 ' 3,70% 7217 W 5 -
POTOSI 1 3,70% £
SANTA CRUZ 2 7.40% 823}%

4 14.80% 00,00%
Tota 100,00%




Frecuencia de pacientes que reCTayerom
anteriormente tratamiento con gluc M ne

1

. -!'.To_' 14,80%
&
No 23 85,20%

. o"'ﬁrn 100.00%

-
‘o

' ir_l
‘% 100,00 -

&

P 100,000

e La mayoria nOfe

—



1.

leishmaniasis

PCR positivo

PRIMERA EVALUA

aried

PCR negativo

Total

20
23 b

No. DE PACIENTES

N
o

=
al

[BY
o

)

O PCR negativo

Leishmaniasis Leishmaniasis
cutanea mucocutanea

TIPO DE LEISHMANIASIS

B PCR positivo




SEGUNDA Y TERCERA EVA

leishmaniasis

PCR positivo 0
PCR negativo 23
Total 23

No. PACIENTES

O PCR negativo
B PCR positivo

Leishmaniasis Leishmaniasis
cutanea mucocutanea

TIPO DE LEISHMANIASIS
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para un analisis estadistico y se pueda dar u
valor aun mas solido.

-

En estudios en los que se fuese a evaluar [;
un tratamiento para la leishmaniasis se recc

AlF i F

P -

utilizar técnicas que ayuden a diferenciar la lpfeceig
una re infeccion a

tratamiento.
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