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RESUMEN

El departamento de Sucre es considerado endémico para la leishmaniasis, en el
se presentan todas las formas clinicas de la enfermedad. Debido a las condiciones
de orden publico que afronta la region, 5048 familias han tenido que abandonar las
zonas rurales para desplazarse a la zona urbana, alojandose en lugares que
brindan el ambiente propicio para el establecimiento de nuevos microfocos de
infeccion, incrementando el riesgo de urbanizacion de la leishmaniasis. El objetivo
de este estudio fue determinar la seroprevalencia de la leishmaniasis en una

poblacion desplazada del barrio Altos del Rosario, Sincelejo, Sucre.

El 85,1% del personal que habitaba esta zona era desplazado y provenian de los
Departamentos de Sucre, Cérdoba, Magdalena, Bolivar, Atlantico y Antioquia. Se
encontré una prevalencia del 9,0%, las personas mas afectadas correspondian al
sexo masculino, al grupo etareo entre 14-44 afos y a estudiantes, la
seroprevalencia fue del 37%; se halld una positividad de la intradermoreaccion de
Montenegro del 42,5%, 40 de las 108 personas estudiadas presentaron titulos
altos de IgG y en 10 individuos se detectaron anticuerpos contra una proteina de
38 KDa de Leishmama. En la PCR no se obtuvo amplificacion del ADN de

Leishmania en ninguna de las muestras problema.

El estudio demostr6 una alta prevalencia y seroprevalencia en la poblacion
desplazada ubicada en la ciudad de Sincelejo y que Sucre sigue siendo zona

endémica para la leishmaniasis.

Palabras Claves: Leishmaniasis, Desplazados, Seroprevalencia, Montenegro,

Western blot, PCR, L. (V). panamensis.
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ABSTRACT

The department of Sucre is endemic for leishmaniasis, and all clinical forms of the
disease are present. Due to the political unrest in that the region, 5048 families
have been force to leave the rural areas to live in the urban area, where they have
their homes in places with favorable conditions for the establishment of new foci of
infection increasing the risk for the urbanization of leishmaniasis. The aim of this
study was to determine the seroprevalence of leishmaniasis in a displaced

population in the Altos del Rosario neighborhood in Sincelejo, Sucre.

In this sector, 85,1 percent of inhabitants were displaced from the departments of
Sucre, Cordoba, Magdalena, Atlantico and Antioquia. The prevalence of the
disease was 9,0 percent; they were mosty male, in the age group from 14 to 44
years old and students. The seroprevalence was 37 porcent, The Montenegro’s
intradermoreaction was positive in 42,5 percent of the study population, 40 of them
presented high titers of IgG and in 10 individuals, antibodies against the 38 KDa
protein from Leishmania were detected. PCR analysis showed no amplification of

Leishmara DNA in any of the samples.

This study revealed a high prevalence and seroprevalence in the displaced
population living in Sincelejo and that Sucre is still an endemic area for

leishmaniasis.

Keywords: leishmaniasis, Displaced people, Seroprevalence, Montenegro’s

reaction, Western blot, PCR, L. (V). panameris:s.
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INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad que afecta la piel, mucosas y visceras,
causada por un protozoo cinetoplastido, intracelular obligado, transmitido a través
de la picadura de insectos dipteros de la subfamilia Phlebotominae, géneros
Phlebofornus y Lutzomyia. Esta enfermedad afecta al hombre, al perro y diversos

mamiferos silvestres.

Esta enfermedad se presenta en areas tropicales y subtropicales del mundo y es
endémica en 88 paises en donde tiene un gran impacto en la poblacion; se estima
que hay dos millones de casos nuevos por aio y 1/10 de la poblacion mundial esta
en riesgo de infeccion (OMS, 2001). Hoy en dia, la leishmaniasis tiene, sin duda
alguna, una distribucion mas amplia que antes y ahora se describen casos en
areas anteriormente no endémicas (Desjeux, 1996). La mayoria del personal que
sufre alguna de las formas clinicas de esta enfermedad habita en zonas rurales

donde la interaccion con el vector y el reservorio del parasito es mucho mas facil.

El departamento de Sucre es considerado como de alto riesgo para la
enfermedad, se ha comprobado la presencia de esta infeccion parasitaria en la
region de los Montes de Maria, presentandose las formas cutanea y visceral.
(Ministerio de Salud, 1995; OMS, 1994).

Debido a factores medioambientales y politicos las personas estan abandonando
cada vez mas sus pueblos mudandose a barrios pobres de las ciudades, esta
tendencia ha servido para traer las enfermedades rurales a las areas urbanas, lo

que aumenta la incidencia de las infecciones (Wijeyaratne ef al., 1994).

Cerca de 5048 familias que habitaban las estribaciones de la region de los

Montes de Maria, se han desplazado hacia los barrios periféricos del municipio de



Sincelejo en el Departamento de Sucre (Red de Solidaridad, 2004). Segun datos
reportados por la Unidad de Atencidn y Orientacion a la poblacion Desplazada
(U.A.Q), las poblaciones de desplazados se estan asentando principalmente en
los barrios que conforman la zona norte como los de la comunas 6 (Altos del
Rosario, 17 de Septiembre), la zona noroeste en la comuna 7 (la vereda San

Miguel) y la zona suroeste en la comuna 3 (Sinai) (Alcaldia de Sincelejo, 2002).

Esta poblacion merece una atencidn especial debido a que su problematica es
aun mas compleja ya que por el mismo desplazamiento se alojan y proceden de
zonas que brindan el ambiente propicio para que se desarrolle una relacion
vector-parasito-reservorio involucrados en la transmision de la leishmaniasis a las

personas.

En el afo 2004 el Departamento Administrativo de Seguridad Social en Salud de
Sucre reporté que en el Departamento de Sucre se presentaron 120 nuevos casos
de leishmaniasis cutanea y 27 nuevos casos de leishmaniasis visceral de los
cuales el municipio de Sincelejo aportd 4 casos de leishmaniasis cutanea y 5
casos de leishmaniasis visceral, lo que nos indica que si no se disefan e
implementan estrategias para la prevencion y control de esta enfermedad se
puede llegar a un brote epidémico de leishmaniasis en el area urbana de
Sincelejo (DASSSALUD, 2004).

Por lo general la poblacion mas expuesta a contraer esta enfermedad son las
personas entre 15 y 50 afios de edad debido a que por su ocupacion entran en
contacto con el vector; si este vector se urbaniza como esta ocurriendo con
Lutzomyia evarnsi, vector de leishmaniasis visceral en Sincelejo (Bejarano &f al.,
2000), personas de ambos sexos y sin distincion de edades estaran en alto riesgo

de contraer la enfermedad y el numero de casos aumentaria significativamente.

Asi, para llevar a cabo la prevencion y el control de la leishmaniasis se necesita
conocer que personas han entrado en contacto con el vector, cuales padecen o

han padecido la enfermedad y cual es la especie de Leishmara presente en la



zona donde estan asentados los desplazados. Se propone para esto el empleo de
la reaccion de Montenegro para detectar el contacto previo con el parasito, el uso
de la técnica molecular PCR para caracterizarlo y las técnicas seroldgicas ELISA,
IFI, WESTERN BLOT para contribuir al diagndstico de esta enfermedad.



1. ANTECEDENTES

La leishmaniasis, causada por protozoos del género Le/shmania afecta al hombre,
el perro, roedores y mamiferos silvestres e incluye un espectro amplio de
fendmenos patologicos que presentan cuadros clinicos cutaneos, mucocutaneos y

viscerales.

La gran variedad de sus formas clinicas, su ecologia y la gran morbilidad por su
causa a nivel mundial ha hecho que sea declarada como enfermedad prioritaria de

controlar por la Organizacion Mundial de la Salud en 1990.

En Colombia, la leishmaniasis, en cualquiera de sus formas, constituye un
problema de salud publica, que afecta a un sector muy importante de la poblacidon
humana, especialmente aquella que habita en el area rural que es el sector mas
desprotegido en materia de programas de salud. Los casos nuevos de
leishmaniasis registrados en el pais en el 2003 fueron 9615 casos de los cuales el

97,9% correspondian a leishmaniasis cutanea (Sivigila, 2004).

En nuestro pais la leishmaniasis es conocida desde 1872 y cada vez se reportan
nuevos focos, principalmente en el sur del departamento de Huila y hacia el norte
de la Costa Caribe. En el caso del departamento de Sucre, Camacho, reporto los

primeros casos en 1978.

Gast Galvis, en 1944 anot6 el primer caso de leishmaniasis visceral en Colombia
en el sitio denominado Soledad, municipio de San Vicente de Chucuri,
departamento de Santander, en ese mismo ano, Galvis ef a/realizaron un estudio
epidemiologico en este lugar colectando algunos flebotomos, los cuales se

identificaron como Phlebotornus dubitans, P. gasti y P. evansi.



La leishmaniasis visceral fue descrita por primera vez en el departamento de
Sucre el 2 de abril de 1976 en un nifo de cinco anos de edad, originario de la

Pefia, municipio de Ovejas (Camacho, 1978).

La preocupacion por los aspectos ecoldgicos de los flebétomos, conllevd a la
realizacion de un inventario por Le Pape., 1991, reportando 11 especies para la
region de los Montes de Maria, departamento de Sucre, siendo la especie mas

abundante Luizomry.a evansi con un 47.4%.

En la vereda, Loma de Piedra, municipio de Sampues departamento de Sucre,
Cochero ef al/, 2003 registraron 10 especies de Luizomyias, donde el 92%

correspondian a Lulzomyia evansi.

En Sudameérica, especialmente en Brasil, Colombia y Venezuela, la migracion, y la
urbanizaciéon han contribuido al problema de salud publica que representa la
leishmaniasis. Un ejemplo claro es la migracibn masiva que ha estado
desarrollandose en la zona nordeste de Brasil, donde, debido a una sequia y a las
condiciones socioeconomicas, las personas tuvieron que abandonar sus
asentamientos rurales para establecerse en la periferia de ciudades como Sao
Luis, Teresina y Salvador do Bahia (Arias ef a/., 1996). En los suburbios pobres
Lu. jorgpajps el principal transmisor de L. /nfantun, esta en todas partes, los
perros son numerosos, las condiciones sanitarias son pobres, lo que crea un

habitat excelente para la leishmaniasis (Tesh, 1995).

En Colombia se ha informado de casos en varias zonas urbanas (Sincelejo,
Bucaramanga, Remedios, Silleta, Durania, Leticia y Neiva), lo cual supone la
evidencia de un ciclo de transmisidon doméstica urbana desconocido (Pardo &f a/,
1996; Sandoval €f a/, 1998; Vélez ef al/, 2001). Los asentamientos humanos no
planificados han aumentado en los alrededores de las ciudades, donde las
especies de Lulzomyia que son transmisoras se encuentran en una densidad

elevada en areas peridomiciliarias e intradomiciliarias (Sandoval ef al., 1556).



El fendmeno de urbanizacion en Sincelejo fue informado por Bejarano &f a/., 2001,
con la primera descripcion del transmisor de leishmaniasis visceral Lu. evans/i en
una zona urbana, en Medellin Agudelo ef a/, 2002 reportaron la presencia del

vector de leishmaniasis cutanea en el casco urbano.

En los suburbios pobres de Sanliurfa (Turquia), Mosul (Irak), Kandahar y Herat
(Afganistan), las densidades de poblacion son elevadas y las condiciones
sanitarias son malas, en consecuencia debido a una exposicion mayor al
transmisor P. seigentiy a L. meéjor, la transmision de leishmaniasis cutanea a los

humanos es especialmente intensa (Hewitt ef a/., 1999).

En Rio de Janeiro, el establecimiento y la propagacion de la leishmaniasis visceral
en areas periurbanas entre 1977 y 1990 esta relacionada con la afluencia de
humanos y perros procedentes de otras areas endémicas, en asociacion con la
presencia de Lu. jorigpaipis Yy Lu. infermeaia (Marzochi ef al, 1994). En el area
metropolitana de Valencia, estado de Carabobo, Venezuela, se describié un foco
suburbano autéctono, con una seroprevalencia humana de 17,8 % y el

descubrimiento de un espécimen de Lu. evansiinfectado (Feliciangeli ef a/, 1999).

El potencial de las pruebas basadas en la deteccion del ADN o de anticuerpos
monoclonales para la identificacion de LeisAmarnia en los humanos y flebotomos
ha sido demostrada por varios autores entre los que se puede mencionar a Ready
et al, en 1988, apoyandose en estas ventajas se ha tomado la técnica de PCR y
sus modificaciones para detectar y caracterizar los parasitos de Leshmana,
trabajos que demuestran la eficacia de esta técnica son las realizadas con PCR-
Touch down para identificar Leishmara de flebdétomos (Cochero ef a/, 2003),
PCR-Multiplex para detectar las infecciones mezcladas de los tres complejos del
Nuevo Mundo (Harris ef a/, 1998), PCR anidado para detecciéon de cantidades
extremadamente pequenas de ADNk de L. infanium (Noyes ef al., 1998), PCR-
Touch down realizado para determinar el complejo al que pertenecia el parasito

aislado de sangre periférica en perros (Rivero ef a/, 2003), RAPD-PCR para



caracterizar parasitos de Leshmania aisladas de muestra de sangre en humanos
(Lépez ef al., 2000).

Autores como Mathis ef a/, 1995, Medeiros ef a/, 2002, Ramirez ef al., 2000,
Weigle ef al, 2002, utilizaron variantes de la PCR para diagnosticar leishmaniasis

cutanea.

La prueba o reaccion de Montenegro es muy utilizada para realizar estudios
preliminares de leishmaniasis y es aplicada casi siempre cuando se realizan

estudios epidemiologicos (Cordova ef af,, 1993).

En 1987, Vélez ef a/, realizaron estudios para la busqueda activa de casos en los
focos de San Roque, Montebello, San Carlos y Saisa donde se diagnosticaron 138
casos de leishmaniasis cutanea. En 1991 Vélez ef a/, le aplicaron la prueba de
Montenegro a 154 nifios con edades comprendidas entre 6 y 12 afos que
presentaron un brote epidémico de leishmaniasis en el municipio de Montebello, la
prueba fue positiva en el 65% (101 nifos) de los nifos. Vélez ef a/ (1995)
aplicaron y leyeron la prueba de Montenegro a 682 menores de 7 afos en el
municipio de San Andrés de Sotavento, Cordoba, el 79.5% de los nifios fueron
Montenegro positivo, sugiriendo un contacto temprano de la poblacion con el

parasito.

Sosa et a/ (2000) aplicaron la prueba de Montenegro en Salta municipio del norte
de Argentina para detectar leishmaniasis tegumentaria; al igual que Bruce ef a/
(2002) aplico Montenegro a 207 personas en el municipio de Machado, Brasil de
las cuales 24 personas resultaron positivas, indicando que estas habian estado en

contacto con el vector y el parasito.

La prueba de ELISA se ha empleado como una herramienta para el diagnostico
serologico de leishmaniasis visceral (Zijilstra ef a/, 1998; Kumai ef a/, 2001; Deus
et al, 2002; Sanchez ef al., 2003; Reithinger ef a/, 2002; Guimares &f a/., 2003),



leishmaniasis cutanea (O'Neil ef al, 1993; Ryan e&f al, 2002) y leishmaniasis

mucocutanea (Osorio ef a/,, 1998).

El test de inmunofluorescencia es una de las técnicas comunmente utilizadas para
detectar anticuerpos en muestras de suero, con la implementacion de esta prueba
se han obtenido buenos resultados, esto conforme a un estudio realizado por
Harrith ef a/ (1987), en donde la prueba mostré una sensitividad del 80% y una
especificidad del 98,5%, en muestras de suero de personas con leishmaniasis

visceral.

El western blot es una herramienta util para el diagnostico serolégico de
leishmaniasis cutanea; Monroy ef a/ (1997) realizaron un estudio
seroepidemiolégico en el area de Campeche, México y encontraron que el 78% de
los sueros de los pacientes con leishmaniasis cutanea reaccionaron con un
polipéptido de 105 KDa, en ese mismo afo Isaza y colaboradores utilizando como
antigeno L. (V) panamensis reportaron que en sueros de pacientes con
leishmaniasis cutanea americana reconocieron fracciones entre 50 y 200 KD; Mary
et al (1992) estudiaron la especificidad de los anticuerpos anti-Leisshmaria
infanturm en pacientes con leishmaniasis visceral y personas sanas en un area
endémica, encontrando que el suero de los pacientes con esta enfermedad
reconocian numerosos antigenos con un rango de peso molecular de 12 — 120
KDa, de estos los de 14-16 KDa, resultaron ser los mas especificos para
Leishmaria con un 92 y 95% de reconocimiento respectivamente, estableciéndose
de esta manera que la deteccion de anticuerpos contra estos antigenos podria
constituirse como herramienta potencial para el diagnostico de leishmaniasis

visceral.



2. ESTADO DEL ARTE
21. LEISHMANIASIS

Se conoce con el nombre de leishmaniasis a un grupo de enfermedades causadas
por varias especies y subespecies de parasitos del género Leishmania. El parasito
es transmitido a los mamiferos por la picadura de un insecto del genero Lutzomyia
en las Américas y del género Phlebofornus en el resto del mundo. La trasmision
puede ser zoonotica (de un animal a un humano) o antroponética (de un humano a

otro).
2.2. EL PARASITO

El agente etiologico de la leishmaniasis son protozoarios que se clasifican

taxondmicamente asi:

Reino Protista Haeckel (1866)

Subreino  Protozooa Goldfuss (1817) von siebold (1945)
Phylum Sarcomastigophora Honigberg y Balamuth (1963)
Subphylum Mastigophora Diesing (1866)

Clase Zoomastigophora  Calkins (1909)

Orden Kinetoplastida Honigberg (1963) Vickerman (1976)

Suborden  Trypanosomatina Kent (1880)
Familia Trypanosomatidae Doflein (1901) Grobben (1905)
Género Leishmania Ross (1903)

Revisado por Levine ef a/., (1980).

Las especies de parasitos pertenecientes al género Leishmania se agrupan en dos
subgéneros de acuerdo con el sitio donde se desarrollan en el insecto vector. En
el subgénero Leishmania se incluyen las especies que se desarrollan en el

intestino medio de los flebotomineos, como las especies del viejo mundo y el
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complejo mexicana del nuevo mundo, mientras que en el subgénero Viannia se
agrupan las especies que se desarrollan en el intestino posterior a la altura del
triangulo pilorico, dentro de la cual se incluyen el resto de las especies del Nuevo
Mundo (Muskus &f a/., 2002).

Mediante la utilizacion del analisis enzimatico se logrd precisar y comprender la
taxondmia de la Leishmania, es asi como el género quedo entonces dividido en
dos subgeéneros, Leishmamay Vianma, que incluyen 22 especies, agrupadas en
doce complejos. Tres especies no estan asignadas a ningun complejo (Figura 1)
(OPS, 1996).

2.2.1. MORFOLOGIA

Leishmania es un parasito diheteroxeno ya que involucra dos estadios de
desarrollo, amastigote y promastigote, que se diferencian alternativamente en el

curso de su ciclo evolutivo (Killick Kendrick, 1987).

La forma amastigote es la forma intracelular del parasito, adquirida dentro de los
macroéfagos de los huéspedes, son ovalados, de 2 a 5 micras de longitud, poseen
un flagelo rudimentario llamado rizoplasto, presentan nucleo con cariosoma central

y cinetoplasto.

El cinetoplasto, es una estructura ubicada en la base del flagelo que contiene ADN
extracelular, que consiste en minicirculos y maxicirculos. Los maxicirculos estan
presentes en cerca de 30 a 50 copias, cada uno con 20-40Kb de longitud, estos
poseen los genes que codifican para las enzimas mitocondriales (Schnur ef al.,
1995). Las secuencias de los minicirculos estan presentes en 10000-20000 copias
por cada cinetoplasto, con una longitud de 0,8 a 1Kb, su funcion es codificar para

los ARNs guia que controlan la especificidad del ARN editado (Blum et &/, 1990).

Los promastigotes se encuentran en el huésped invertebrado y es la forma que se
inocula al vertebrado, son alargados, miden de 10 a 12 micras de longitud por 3

micras de ancho, poseen nucleo central, un cinetoplasto que puede ser terminal o
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subterminal, posee un flagelo de casi igual tamano que el cuerpo, que le confiere
movilidad; se encuentran en el intestino del vector y en los medios de cultivo
especifico (OMS, 1994).

2.2.2. CICLO DE VIDA

El ciclo biologico se inicia, cuando el vector pica a un reservorio infectado, ingiere
junto con la sangre, los parasitos en forma de amastigote; muchos de estos son
destruidos en las primeras horas pero otros se transforman en promastigotes y se
multiplican (Walters ef al., 1989), después de tres dias los promastigotes migran al
intestino del vector donde se multiplican rapidamente por fision binaria (Walters,
1993). La transmision del parasito al proximo hospedero mamifero ocurre cuando
el insecto se alimenta de nuevo. En el proceso de alimentacion el insecto regurgita

promastigotes infectivos dentro del hospedero (Schlein ef al., 1992). (Figura 2).
FASE VECTOR FASE HUMANA
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Fuente: www.dpd.cdc.gov

FIGURA 2. Ciclo de vida de especies de Leishmania.
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2.3. LOS RESERVORIOS

Un animal reservorio es aquel que mantiene al parasito en la piel, sangre o
visceras, permitiendo que los vectores se infecten de ellos y persista el ciclo de
transmision. Algunos de los animales sufren lesiones y algunas veces no se
presenta ningun signo. En América existen muchos reservorios silvestres entre los

que encontramos:

El oso perezoso (Chologpus spp y Bradypus spp), que mantiene la zoonosis en la
cubierta arboreas, es el reservorio primario de L. (V). panamensis y L. (V).
braziliensis en varios paises como Brasil, Colombia, Costa Rica y Panama (
Molyneux ef al, 1983, Deane ef &/, 1985, WHO, 1990). Los marsupiales
(Didelphys spp) son importantes reservorios de leishmaniasis visceral en Colombia
(Travi ef al., 1994) y reservorio secundario de la L. (V). guyanensis (WHO, 1990).
El hormiguero menor (7amandua tefradactia), es un importante reservorio de L.
(V). guyanensis (Molyneux et al, 1983). El zorro (Cerdocyan thous) ha sido
encontrado infectado con L. (L). infamtun (Silveira et al, 1982), los roedores
(Rattus spp, Proechimys spp, Oryzomys spp) algunos actuan como huéspedes
secundarios y otros como primarios de L. (L) amazonernsis y L. (V). braziliensis
(Molyneux ef al., 1983; WHO, 1990).

El reservorio doméstico mas importante es el perro, principalmente de L. infantumn,
pero se han observado casos de infeccion por otras especies de Le/ishmania
(Agudelo et al., 2000).

2.4. EL VECTOR

El vector de Lesishmania en América es un flebdétomo del género Lufzomyia que
mide de 2 a 3 mm, alas erectas, patas relativamente largas (figura 3). Estos
insectos estan ampliamente distribuidos en el mundo; se encuentran en una gran

variedad de habitat que van desde el desierto al bosque lluvioso y al intradomicilio.
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Aungue algunas especies viven en el desierto, la mayoria se encuentran

distribuidas en las regiones tropicales y subtropicales.

Fuente: Leishmania_org - Leishmaniosi canina Eziologia.htm

FIGURA 3. Lufzorm.yia ingiriendo sangre de un mamifero.

La fauna flebotominea en Colombia consiste en 140 especies distribuidas en 15
subgéneros, 8 grupos de especies y 3 especies no agrupadas (Wolff y Vélez,
1994; Corredor ef a/, 1990); solo se han encontrado naturalmente infectadas con
Leishmania e incriminadas como vectoras: Lu. frapigoi (L. panamensis) Lu.
gomezi (L. panamensis) Lu. spinciassa (L. guyanensis) Lu. umbrauhs (L.
mexicana), Lu. olmeca (L. mexicana) y Lu. longpapis, Lu. evansi (L. infantum)
(Agudelo ef al, 2000, Agudelo, 1999).

La identificacion de las especies se hace principalmente por la morfologia interna

de la faringe, el cibario, la espermateca y terminalia masculina (Ferro ef al, 1994).

2.4.1. BIOLOGIA

Los vectores requieren nidos ecoldégicos con un alto grado de humedad
atmosférica y temperatura un poco mas fresca que el ambiente que los rodea;
generalmente son lugares con ciertos sitios sombreados como huecos de arboles,
grietas o fisuras, raices de arboles, nidos de animales, madrigueras y chozas
cercanas a zonas boscosas. En estos mismos sitios se encuentran los animales
silvestres que les sirven para alimentarse y que ademas son los reservorios del

parasito.
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Las hembras tienen un habito nocturno para buscar alimento, luego de ingerir
sangre, utilizan sus componentes para la formacion de huevos; la hembra pone
hasta 100 huevos en su ovoposicion en el suelo, después de seis a doce dias
salen unas larvas blanquecinas muy pequefias, las cuales crecen durante 20 a 60
dias y pasan por cuatro estadios, luego se transforman en pupas y demoran

inmoviles cerca de 7 a 14 dias.

Los vectores no pueden volar mucho trayecto y pican cerca de su habitat, su vuelo
es corto y logran desplazarse solamente hasta unos 200 6 300 metros de distancia
(Morrison ef al, 1993).

2.5. LAENFERMEDAD

La enfermedad es causada por diferentes especies de parasitos que son capaces
de producir gran variedad de manifestaciones clinicas, que varian dependiendo de
la especie de Leishmania involucrada, la respuesta del huésped y el tiempo de

evolucion de la enfermedad (Agudelo y Robledo, 2000).

En América, una gran variedad de manifestaciones clinicas han sido asociadas
con muchas de las especies de Le/ishmania. La leishmaniasis americana puede
ser agrupada en cuatro categorias clinicas: leishmaniasis visceral, leishmaniasis

cutanea, leishmaniasis mucocutanea y leishmaniasis cutanea difusa.

2.5.1. LEISHMANIASIS ViISCERAL

La leishmaniasis visceral americana se presenta desde el sur de los Estados
Unidos hasta el norte de Argentina. La mayor incidencia se manifiesta en el
nordeste de Brasil (OPS, 1996). Su vector principal es Lu. fongipalpis, con
excepcion de la Costa Caribe Colombiana y algunas zonas de Venezuela donde el

vector principal es Lu. evansi (Travi ef al., 1990; OPS, 1996).

Es una infeccidn producida por L. donovani L. infantum en el viejo mundo y L.

infantunn en el nuevo mundo. Las formas promastigotes invaden las células del
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sistema reticuloendotelial y luego se disemina por via linfatica y sanguinea para
localizarse en érganos; se caracteriza por hepatoesplenomegalia, fiebre y pérdida
de peso (Camacho, 1978; Eljaiek, 2003).

Cuando ocurre la invasion visceral se inicia la fiebre, casi siempre progresiva y
elevada, que dura semanas y se alterna con periodos afebriles; también de
semanas. En Ameérica, la leishmaniasis visceral afecta principalmente a nifios
menores de 5 afos; se asocia con desnutricion y puede evolucionar hacia la

muerte si no se instaura un tratamiento adecuado (Liew &f a/,, 1993).

2.5.2. LEISHMANIASIS CUTANEA

La leishmaniasis cutanea americana es producida por un grupo de especies de
Leishmania relacionadas genéticamente, pero ninguna de las manifestaciones
clinicas es unica de una especie en particular. Es causada por especies de
Leishmania del subgénero Viannia y Leishmania, se distribuye desde el sur de
los estados Unidos hasta el norte de Argentina. Solo Canada, Chile, Uruguay vy la

mayoria de las Islas Caribefias se encuentran libre de transmision (OPS, 1996).

Se inicia luego de un periodo de incubacion que dura entre dos semanas y dos
meses, con la aparicion de un noédulo pequefio en el sitio de inoculacion del
parasito, redondeado, indoloro, de base indurada y que aumenta progresivamente
de tamario, como consecuencia de la necrosis en el centro de la reaccion
granulomatosa inducida por la respuesta inmune, se ulceran (Weigle ef a/, 1993).
En ocasiones las ulceras también se infectan con bacterias presentandose una

ulcera pidgena, purulenta y dolorosa (Hepburn ef al., 1993).

En su evolucion natural dependiendo del agente etiologico la ulcera puede curar
espontaneamente, responder a tratamiento o ser dificiles de tratar con
medicamentos (Berman, 1997). Después que la lesidn sana, deja una cicatriz

caracteristica que ha sido descrita como bulbo de cebolla (Weigle ef a/, 1996).



17

2.5.3. LEISHMANIASIS MUCOCUTANEA

La Leishmania puede invadir la mucosa nasal o de los labios por contiglidad a
partir de la lesion de la piel o por invasion por via linfatica y sanguinea a partir de
la lesion a distancia, en este caso los parasitos invaden la mucosa naso-oro-
faringea. La mucosa mas frecuentemente afectada es la del tabique nasal, la
invasion a mucosa puede ocurrir simultaneamente con lesiones cutaneas activas
(OPS, 1996), aunque mas frecuentemente aparecen uno o dos arfos luego de la
lesion en la piel (Marsden ef a/., 1986), sin embargo el 16% de los casos no hay
antecedentes de lesiones en la piel (Jones ef al, 1987), sugiriendo que la picadura

produjo una infeccion asintomatica que luego se disemind a mucosas.

La invasion del parasito en la mucosa se observa inicialmente como una hiperemia
con congestion nasal (Marsden, 1986), que evoluciona a la formacion de nédulos
semejantes a granos de arroz, posteriormente aparece la ulcera, la perforacion del
tabique y la subsecuente invasion de tejidos contiguos, como el paladar blando y
duro, el tejido de los labios, cavidad oral, faringe, laringe y traquea. Esta forma
clinica esta asociada con Leishmania del subgénero Viannia, en Sudamérica la
especie mas involucrada es L. (V). braziiiensis, En Colombia L. (V). panamensis
es la especie mas aislada de los casos de leishmaniasis mucocutanea (Osorio ef
al, 1998 ).

2.5.4. LEISHMANIASIS CUTANEA DIFUSA

En algunas personas la infeccion con especies del complejo mexicana,
principalmente L. (L). amazonensis induce una inhibicion de la respuesta inmune
celular especifica contra el parasito (Convit ef a/, 7993) lo que facilita su
reproduccion y diseminacion, presentandose gran cantidad de lesiones en todo el
cuerpo sobre todo cara y extremidades, las lesiones son indoloras y no ulceradas
(OPS, 1996).
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2.6. EPIDEMIOLOGIA

En 1993 la OMS estimo la prevalencia global en 12 millones y una poblacion en
riesgo del orden de los 350 millones de personas, indicd asi mismo que el 90% de
todos los casos reportados de leishmaniasis visceral ocurrieron en Bangladesh,
India, Nepal y Sudan. En tanto el 90% de los casos de leishmaniasis cutanea

ocurrieron en Afganistan, Brasil, Peru, Arabia Saudita y Siria.

De acuerdo con los datos de 1997 de la OMS (WHO, 1997) la leishmaniasis
cutanea es la mas abundante, causada por mas de veinte especies de Le/ishmania
en diferentes partes del mundo, estimandose en 1500000 casos nuevos por ano.
En relacion con la leishmaniasis visceral, esta forma es potencialmente fatal y
tiene consecuencias mas severas en salud publica que la leishmaniasis cutanea,

se estima en 500000 el numero de casos nuevos por afio.

En Colombia, durante el periodo de 1985 a 1996, se informd de 55888 casos de
leishmaniasis, entre los que predomind la forma cutanea (95%). Se registraron
prevalencias que oscilaron entre 18,03 y 57,63, con una media de 61,1 por cada
100.000 habitantes (Cepeda, 1997); para el afno 2003 se presentaron 9615 casos
nuevos, de los cuales 9420 fueron de la forma cutanea, 70 de mucocutanea y 125
de visceral (Sivigila, 2004). Entre 1983 y 1992, el 65% de los casos de
leishmaniasis fueron los hombres y el grupo de edad mas afectado fue el de 15 a
44 aros (57.1% de todos los casos). Sin embargo, en este periodo se observé un
importante incremento de los casos en los menores de 15 afos (28% del total de
todos los casos entre 1981 y 1986 y 30% entre 1987 y 1992) (Ministerio de Salud,
1994).

La leishmaniasis cutanea es endémica en Colombia, ha sido notificada en casi
todas las regiones del pais, desde cero hasta 1700 msnm (Corredor ef a/, 1990),
se presenta especialmente en los bosques de la zona cafetera, zonas selvaticas
de la Costa Pacifica y del Amazonas como la Costa Caribe. Hasta el momento se

han aislado de pacientes seis especies de Le/shmania causantes de este tipo de
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leishmaniasis: Leishmania braziliensis, Leishmania panamens:s, Leshmania
guyanensis, Leshmania amazonensis, Leishmania mexicana y Leshmania
coiombiens:s. En relacion con leishmaniasis visceral, en Colombia el parasito
Leishmania infantum se ha aislado de Lulzomy.a lor.gpapisy de Lulzomy.a evansi
(Ferro et al., 1995).

El Ministerio de Salud Nacional considera a Sucre entre los departamentos en alto
riesgo de padecer leishmaniasis, debido a que sus condiciones ecolodgicas
favorecen la presencia del vector y por lo tanto la transmision del parasito; Estas
condiciones son elevaciones de 200 a 600 msnm, con un tipo de vegetacion

bosque seco tropical tipo secundario.

Para el afio 2004 en el departamento de Sucre se registraron 120 casos nuevos
de leishmaniasis cutanea y 27 casos nuevos de leishmaniasis visceral, pero se
debe tener en cuenta que se ha comprobado que hay 4 a 5 casos que no se
notifican o no se llegan a diagnosticar, por cada uno notificado (DASSSALUD,
2004).

26.1. DESPLAZAMIENTO DE LAS POBLACIONES FACTOR QUE
CONTRIBUYE A LA URBANIZACION DE LA LEISHMANIASIS.

Entre los factores de importancia para la extension e incremento de la
leishmaniasis se tienen especialmente cambios relacionados con nuevos
proyectos de urbanizacion, esto esta relacionado con el drastico aumento en el
desplazamiento de las personas y animales desde areas rurales a urbanas y
desde zonas endémicas a no endémicas, en las nuevas zonas de urbanizacion se
presentan las condiciones propicias para que se desarrolle la enfermedad.
Actualmente se describen nuevos casos en areas que anteriormente no se

presentaban.

La migracion de las personas incluyendo la urbanizacién puede resultar en un

incremento de la densidad de la poblacion en un area geografica determinada vy,
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por consiguiente, en wun incremento de la tasa de transmision. Los
desplazamientos de personas y animales a areas endémicas en los periodos de
actividad de los flebotomos vectores son una de las causas importantes de la
aparicion y deteccion de nuevos casos de leishmaniasis en humanos y caninos en

zonas no endémicas (Gallego, 2004).

En Brasil, la incidencia anual de leishmaniasis cutanea zoonbtica ha aumentado
de 6000 casos en 1984 a 34338 en el 2000, y en el noreste de este pais se ha
informado un incremento multiplicado por 10 en la transmision de esta enfermedad
durante los ultimos 12 afos (Brando e&f a/, 1999), la aparicion de estos casos
parece estar relacionado con la continua deforestacion y expansion urbana que se
ha intensificado ultimamente. En la regién del Amazonas Colombiano la migracion
humana, acompaniada por sus perros infestados, ha conllevado también a un

incremento en la prevalencia de la leishmaniasis.

La urbanizacion tal como sucede en Brasil, Colombia y Venezuela, se ha traducido
en la proliferacion de suburbios donde las condiciones sanitarias son pobres, en
los que pueden subsistir los flebétomos, perros y los parasitos de Leishmarnia
(Gallego, 2004).

En Colombia en el transcurso de los ultimos afios y debido al conflicto armado que
se presenta en algunas regiones, se ha incrementado el fendmeno del
desplazamiento de personas desde las areas rurales endémicas para la
enfermedad hacia el casco urbano, estos individuos traen consigo en muchas
ocasiones perros infectados y ellos mismos son portadores de las formas
amastigotas del parasito; ademas, se establecen en las zonas periféricas de las
ciudades, donde el ambiente es favorable para que se establezca el ciclo de

transmision y se presenten nuevos casos de infeccion.
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2.7. DIAGNOSTICO

El diagnostico definitivo de la leishmaniasis requiere la demostracion del parasito

por alguna prueba de laboratorio.

2.7.1. METODOS DIRECTOS

Varios procesos de laboratorio y varios tipos de muestra son usados para el
diagnostico parasitologico;, sin embargo, los métodos directos son los mas
utilizados por que presentan una alta especificidad, a pesar de que la sensitividad

es variable, entre estos estan:

2.7.1.1. EXAMEN DIRECTO

Consiste en obtener tejido ya sea del borde activo de la lesion o del centro de la

ulcera, extenderlo en laminas portaobjetos y colorearlo con Giemsa.

2.7.1.2. CULTIVO

Este procedimiento ademas de hacer diagnostico de la enfermedad posibilita la
posterior identificacion de la especie que esta causando la patologia por técnicas
de anticuerpos monoclonales, PCR e hibridacion. Para el cultivo de Le/ishmania
se han utilizado medios axénicos monofasicos o bifasicos, sin embargo el medio
mas iddéneo para el aislamiento primario es el conocido como NNN (Novy-Nicolle-
McNeal), en estos medios se hace la siembra de la muestra, se incuba a 26°C y
se observa cada semana al microscopio invertido en busca de las formas

promastigotes.

2.7.1.3. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Las pruebas utilizadas para el diagndstico molecular se basan en la deteccion de
ADN del parasito, una de las pruebas mas usadas es la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR). Es una técnica util en términos de especificidad y sensitividad,
la especificidad puede llegar a ser del 100% si se usan los primers apropiados
(Ashfor et al., 1995).
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Esta prueba permite amplificar segmentos especificos de ADN de los parasitos e
identificar su presencia en las muestras. Para amplificar el ADN blanco se hacen

varios ciclos:

e Etapa de desnaturalizacion del ADN por calor a una temperatura entre 93 a
95° C.

e FEtapa de alineamiento, donde se fijan los primers con una temperatura
entre 45 a 65° C.

e FEtapa de extension, donde la enzima produce la replicacion del molde de

ADN a una temperatura entre 70 a 74° C.

Mediante PCR se ha amplificado el ADN de especies de Leshmarna a partir de
muestras de sangre y biopsias de pacientes infectados usando los
oligonucledtidos LU -5A y LC-3L, que amplifican secuencias conservadas del
complejo donovanni, Lir / 13Y que amplifican la region variable del cinetoplasto
(Lopez ef al, 2000). Ramirez ef al, 2000 utilizaron los oligonucledtidos B1 y B2
para amplificar el ADN de especies de Leishmarna del subgénero Viannia. En el
2002 Medeiros ef al, utilizaron la PCR para diagnosticar leishmaniasis cutanea
americana en Brasil, usando los primers 13A y 13B (region conservada del

minicirculo KDNA de L. mexicana).

2.7.2. METODOS INDIRECTOS
2.7.2.1. METODOS SEROLOGICOS

La deteccion de anticuerpos es un método de apoyo al diagnéstico, su positividad
indica la respuesta humoral del huésped ante la presencia del parasito (Padilla ef
al, 1999). Las técnicas mas comunmente utilizadas son: IFl, ELISA y el
WESTERN BLOT.
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2.7.2.1.1. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFl)

Permite la deteccion de anticuerpos especificos frente aun determinado antigeno,
para lo cual se fija este en un portaobjetos y se incuba con el suero; si existen
anticuerpos especificos, se uniran a los determinantes antigénicos. Luego, en una
segunda fase se revela el inmunocomplejo adicionando un segundo anticuerpo

marcado (Sanchez, 1998).

Esta prueba ha sido utilizada en varios estudios entre los que se encuentran los
realizados por Edileuza ef a/ (2000), para diagnosticar casos de leishmaniasis
cutanea americana causada por L. braziliensis y Verzignassi ef a/ (1996), para
determinar los aspectos epidemiologicos de la leishmaniasis cutanea en el estado

de Paranad, Brasil.

2.7.2.1.2. PRUEBA DE ELISA (ENSAYO INMUNOENZIMATICO LIGADO A
UNA ENZIMA)

La prueba de ELISA se basa en la inmovilizacion en fase sdlida de una solucion
de antigeno la cual reacciona con el anticuerpo que se encuentra en los sueros de
los pacientes, este a su vez reacciona con el anticuerpo especifico unido a una
enzima y luego se visualiza la reaccion mediante la adicion del sustrato

enzimatico.

La prueba de ELISA se ha empleado para detectar leishmaniasis cutanea (O Neil
et al, 1993, Ryan ef al, 2002), leishmaniasis mucosa causada por L. (V).
panamensis (Osorio ef al, 1998) y leishmaniasis visceral en personas y perros
infectados con Leishmania chagasi (Zijilstra ef al, 1998; Kumai ef al., 2001; Deus
et al, 2002; Sanchez ef a/, 2003, Reithinger ef a/, 2002; Guimares ef a/, 2003;
Maalej ef a/,, 2003).

2.7.2.1.3. WESTERN BLOT

Es una técnica que combina la buena resolucion de la electroforesis en gel de

poliacrilamida, con la posibilidad de evaluar la capacidad de reaccion de los
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componentes separados con los anticuerpos presentes en los sueros de los
pacientes, una vez realizada la separacion electroforética del antigeno se realiza
una transferencia para que los polipéptidos queden accesibles para la reaccion
con los anticuerpos, luego se le adiciona un segundo anticuerpo marcado con una
enzima que va a reaccionar con el inmunocomplejo formado, este conjunto a su

vez reacciona con un sustrato enzimatico que ayudara a visualizar la reaccion.

El western blot es una alternativa en el diagnostico y la deteccidn de anticuerpos
anti-Leishmama con muy buena sensibilidad y especificidad, ademas de
suministrar una gran informacion sobre el perfil antigénico de los parasitos (Isaza
et al, 1997).

Isaza et al, 1997, Agudelo ef a/, 1999, utilizaron esta prueba para detectar
infecciones por Leishmarna que causan leishmaniasis cutanea americana en

Colombia.

2.7.2.2. INTRADERMOREACCION DE MONTENEGRO

Corresponde a una reaccion de hipersensibilidad tardia, evaliua la respuesta
inmune celular e indica contacto previo con el parasito, consiste en la aplicacion
de un antigeno compuesto por una suspension de promastigotes de Lesshmania
procedentes de cultivos. Estos parasitos fenolizados se  aplican
intraepidérmicamente al paciente y entre 48 y 72 horas se hace la lectura, es
positiva si se palpa un ndédulo inflamatorio de 5 mm o mas (Cordova ef a/, 1993,
Zipa et al., 2003).

La prueba de Montenegro aparece positiva después de 1 mes de haber entrado en
contacto con el parasito y permanece casi indefinidamente, aun después de haber
curado las lesiones. Tiene valor en evaluaciones epidemioldgicas, para determinar
la poblacion de mayor riesgo de infeccidn, la sensibilidad es superior del 90%, la

especificidad es alta en areas no endémicas para la enfermedad de Chagas.
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Desde que Montenegro en 1926, empled por primera vez la reaccion de
Montenegro para el diagnostico de la leishmaniasis mucocutanea, numerosos
investigadores en diferentes latitudes geograficas del mundo, han encontrado altos
indices de positividad en personas con leishmaniasis cutanea, leishmaniasis
mucocutanea y leishmaniasis visceral, constituyéndose en una herramienta para

los estudios epidemioldgicos.

2.7.2.3. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Ante la sospecha clinica de leishmaniasis es importante considerar otras
posibilidades diagndsticas ya que en las diferentes formas clinicas de
leishmaniasis pueden semejarse a otras entidades, el diagnostico diferencial de
leishmaniasis cutanea incluye: esporotricosis, ulceras pidgenas, tuberculosis
cutanea, lepra y lesiones neoplasicas; Para la forma mucosa se puede considerar:
sifilis tardia, lepra lepromatosa, paracoccidiodomicosis, esporotricosis e
histoplasmosis. En la forma visceral debe considerarse: enfermedad de Chagas,
brucelosis, salmonelosis, histoplasmosis, leucemia, anemia hemolitica, malaria y

sindrome de esplenomegalia tropical (Garcia ef al., 2002; Agudelo, 1999).
2.8. TRATAMIENTO

El tratamiento para la leishmaniasis debe instaurarse cuando existe el diagnostico
de certeza, en todas las formas de leishmaniasis, el medicamento de eleccion es
el antimonio pentavalente (Sb®) aplicado por via parental. Las preparaciones
comerciales del producto se consiguen como sales de antimonio. La sal mas
conocida en los paises americanos es el antimoniato de N-metilglucamina

(Glucantime®), otra de las sales es el estiboglucanato de sodio ( Pentostam®).

La dosis cuando se trata de lesiones cutaneas se calcula segun el antimonio, para
dar 20mg de Sb/Kg diariamente por via muscular durante 20 dias y hasta 28 si

existe compromiso de mucosas.
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En pacientes con lesiones mucocutaneas severas se utiliza la anfotericina B
(Fungizone), que es un antibidtico efectivo para estas formas graves de
leishmaniasis. También se han empleado métodos fisicos que pueden ayudar al
tratamiento: calor local, curetaje, crioterapia y aplicaciones locales de algunos

productos quimicos.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la seroprevalencia de la leishmaniasis en una poblacion desplazada

del municipio de Sincelejo, Sucre.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar que poblacion desplazada ha tenido contacto con especies de

Leishmania, mediante la aplicacion de la prueba de Montenegro.

e Detectar anticuerpos del tipo IgG contra antigenos de parasitos del género

Leishmania en sueros provenientes de la poblacion desplazada.

e |dentificar la especie de Leishmania encontrada en las muestras de sangre

recolectadas de la poblacion desplazada.
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4. METODOLOGIA
4.1. AREA DE ESTUDIO

El area de estudio se delimitd teniendo como referencia el listado de barrios con
asentamiento de desplazados suministrado por la alcaldia de Sincelejo y el
informe de los casos de leishmaniasis reportados por el departamento de
seguridad social de Sucre (DASSSALUD, 2004).

El area elegida para efectuar el estudio correspondié al barrio Altos del Rosario de
Sincelejo, departamento de Sucre, la cual esta localizada a 9° 12’ latitud norte y
75° 25 longitud oeste, posee una elevacion de 218 m.s.n.m con una temperatura
promedio de 27 °C y una humedad relativa del 80%. Este barrio es habitado en un
90% por personal desplazado y en los barrios circunvecinos se habia reportado la

deteccion de varios casos de leishmaniasis.
4.2. TIPO DE ESTUDIO Y SELECCION DE LA MUESTRA

Este estudio fue de tipo transversal. El calculo de la muestra se realizd utilizando
el programa Epi Info version 2002, teniendo en cuenta el numero de habitantes del
barrio (6000) y la prevalencia esperada de leishmaniasis en el barrio (8%); se
calculd un tamano de muestra de 298 aproximadamente, con un nivel de

confidencia del 99,9%.

4.2.1. POBLACION DE ESTUDIO

Se realizé una encuesta a los habitantes de este barrio con el fin de recolectar
informacion que nos permitiera inferir sobre la epidemiologia de la enfermedad en
esta zona (ANEXO A).

Los individuos encuestados fueron escogidos mediante un muestreo aleatorio

simple; inicialmente se encuestaron 298 individuos para hallar la prevalencia de la
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leishmaniasis en este barrio, del total de los individuos encuestados solo 108
accedieron a participar en la investigacion, a estos se les tomé la muestra de

sangre y se realizo la intradermoreaccion de Montenegro.
4.3. PREPARACION DEL ANTIGENO PARA LA PRUEBA DE MONTENEGRO

Como fuente de antigeno se utilizaron parasitos de Leishmania (Viannia)
panamensis MHOM/CO/UA140, aislado de un paciente colombiano con
leishmaniasis cutanea, cuya cepa se mantiene crioconservada en el banco de
cepas del programa de estudio y control de enfermedades tropicales (PECET).
Para el crecimiento en masa se tomaron 100 ul de parasitos del medio de cultivo
Nicoll, Navoy, Neal (NNN) normal y se cultivaron en 15 ml del medio (NNN)
modificado, en frascos planos de 250 ml (SCHOTT DURAN, Alemania) y se
incubaron a 26°C (incubadora, JOUAN S A., Francia) al quinto dia se recuperaron
los promastigotes en fase estacionaria temprana de crecimiento, se lavaron tres
veces con (PBS) tampoén salino fosfato pH 7.2, centrifugando cada vez a 2500 rpm
durante 15 min a 4°C (centrifuga refrigerada BECKMAN, California, USA) después
del ultimo lavado se descartd el sobrenadante se midio el precipitado obtenido y
se adiciono igual cantidad de una solucion que contenia (NaCl, NHCOs;, fenol,
agua destilada), la suspension se dejo por una hora luego se lavo con PBS pH 7.2
se hizo recuento de parasitos en una camara Neubaver (BOECO, Germani) y se
ajustd a una concentracion de 2x10° p/ml, utilizando la solucion anterior, se

envasaron en viales de 5 ml, se sellaron y se almacenaron de 2 a 8°C.

4.3.1. APLICACION DE LA INTRADERMOREACCION DE MONTENEGRO

A los 108 individuos escogidos se les aplico via intraepidérmica, 0.1 ml del
antigeno preparado en el tercio superior de la cara anterior del antebrazo, la
lectura de la reaccion de hipersensibilidad se efectu6 a las 48 horas posterior a su
aplicacion considerando como positividad una induracion igual o mayor a 5 mm en

el sitio de la inoculacion.
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4.4. RECOLECCION DE LAS MUESTRAS DE SANGRE

A las personas que se les aplico la prueba de Montenegro se les extrajo 5 ml de
sangre periférica por puncion venosa, 1 ml fue conservada en un tubo estéril que
contenia 100 pul de EDTA 0.2 M (Invitrogen-15576-028) que luego fue utilizada
para la extraccion de ADN, los 4 ml restantes fueron envasados en tubos de vidrio
estériles sin anticoagulante, previamente rotulados y luego fueron almacenados

hasta su utilizacién.

Todos los individuos incluidos en este estudio fueron informados previamente de
los objetivos del trabajo y se les diligencié un consentimiento por escrito al sujeto

en investigacion o a su representante legal (ANEXO B y C).

4.4.1. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE SANGRE

Las muestras de sangre que estaban contenidas en los tubos vaicutaner se
dejaron en reposo durante 1 hora con el fin de retraer el coagulo y se centrifugd a
2500 rpm por 15 min (centrifuga, ENGELS DORF T5, Germani) el suero obtenido
fue alicuotado en tubos de 1,5 ml y se congeld a —20°C hasta el momento que se
realizaron las técnicas de ELISA, IFI Y WESTERN BLOT.

4.5. DETERMINACION DE LA SEROPREVALENCIA

4.5.1. PRUEBA DE ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a una enzima)
4.5.1.1. OBTENCION DE ANTIGENO

La fuente de antigeno fueron parasitos de Leishmania (Viannia) panamensis
MHOM/CO/UA140, se tomaron 100 pl de parasitos de medio NNN normal y se
cultivaron en medio NNN modificado. Al quinto dia de cultivo se recuperaron los
promastigotes, se lavaron 3 veces con 10 ml de PBS pH 7.2 se centrifugaron a
2500 rpm por 15 min a 4°C, después del ultimo lavado el precipitado del parasito
obtenido fue fijado con formol al 4% por 1 hora a 4°C, después de este tiempo los

parasitos fueron lavados dos veces con PBS pH 7.2, antes del ultimo lavado
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fueron contados y ajustados a una concentracion de 5x10° p/ml con tampén

carbonato bicarbonato y utilizados directamente para la prueba de ELISA.

4.5.1.2. CONTROLES

Para la prueba de ELISA se utilizaron como controles:

NEGATIVOS: Sueros de personas sanas colombianas residentes en zonas no
endémicas para leishmaniasis, sin antecedentes de haber padecido la enfermedad

y con prueba de Montenegro negativa.

Control negativo 1 pool: mezcla de sueros provenientes de 10 personas.
Control negativo 2 pool: mezcla de sueros provenientes de 10 personas.
Control negativo 3 pool: mezcla de sueros provenientes de 10 personas.

POSITIVOS: Sueros provenientes de personas colombianas con IFl positivo y

Montenegro positivo.

Control positivo: Pool de quince sueros de pacientes colombianos atendidos en el
PECET, con diagnodstico parasitoloégico positivo de leishmaniasis cutanea
americana (LCA), causada por L. (V). panamernsis, con diferente tiempo de

evolucion.

4.5.1.3. FIJACION DEL ANTIGENO

Se dispensaron 100 pl del antigeno diluido en cada pocillo del plato de ELISA
(fondo en U maxi-sorp), se incub6é a 37°C en agitacion y camara humeda
(HEYLDOPH poly MAX 1040) , se dejo6 toda la noche a 4°C en camara humeda, al
dia siguiente se elimind el antigeno sacudiendo la placa enérgicamente, se
realizaron 3 lavados cada uno de 5 min con PBS pH 7.2 mas TWEEN 20 al 0.5%
(BIO-RAD- 170-6531) a 37°C y camara humeda.
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4.5.1.4. PROCEDIMIENTO DE LA REACCION

Se adicion6 150 ul de PBS-Tween 20 leche descremada 5% (PBST-L) en cada
pozo y se incubo durante una hora y media a 37°C en agitacion y camara humeda.
Se descartdé sacudiendo enérgicamente, se realizaron 3 lavados cada uno de 5
min con PBS-T y en camara humeda. Se realizaron diluciones de los sueros 1/400
en PBST-L al 2.5%. Se dispensaron 100 pl a cada pozo del suero diluido, cada
suero se agrego por duplicado, y se incluyeron 3 sueros controles negativos y un
suero control positivo, igualmente se dejo un pozo como blanco el cual llevo todo
menos suero. Luego se incubo por 1 hora a 37°C en agitacidon y camara humeda,
se descartd sacudiendo enérgicamente el suero diluido, y se lavd 3 veces por 5
min cada uno con PBST pH 7.2. Se procedié a dispensar 100 pl del conjugado
Anti-lg G humana marcada con peroxidasa diluida 1/1000 en PBST-L al 2.5%, se
incubd 1 hora a 37°C en agitacion y camara humeda, se descartdé sacudiendo
enérgicamente, se realizaron tres lavados cada uno de 5 min con PBST pH 7.2 en
camara humeda, se anadieron los sustratos OPD-H,O, (OPD, tampon Tris citrato,
H.O mQ, HxO, 30%) a razén de 100 pl por pozo y se incubd 20 min a 37°C en
agitacion y camara humeda, se paro la reaccion enzimatica afiadiendo a cada
pozo 50 pl de solucidn de parada ( H:PO, 0.3 M, HCI 0.5 M, agua destilada),
manteniendo en camara humeda hasta la lectura. El color obtenido al final de la
reaccion era de una tonalidad amarilla. Se leyé a 490 nm en el espectrofotometro
(BIO-RAD micro plate reader BENCHMARK ).

4.5.1.5. INTERPRETACION DE LA PRUEBA

Se considerd positiva toda densidad oOptica igual o superior a la suma de las

densidades Opticas de los controles negativos, mas dos desviaciones estandar.
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4.5.2. IFI INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA)
4.5.2.1. OBTENCION DEL ANTIGENO

Para la obtencion del antigeno de esta prueba se procedié de igual forma como se
obtuvo el antigeno para la prueba de ELISA, en este caso la concentracion de los

parasitos se ajustd a 6x10® p/ml con tampon carbonato-bicarbonato pH 9.6.

4.5.2.2. CONTROLES

Para la prueba de IF| se utilizaron como controles

POSITIVOS: Sueros provenientes de personas colombianas con IFl positivo y

Montenegro positivo.

Control positivo: Pool de quince sueros de pacientes colombianos atendidos en el
PECET, con diagnoéstico parasitologico positivo de leishmaniasis cutanea
americana (LCA), causada por L. (V). panamensis, con diferente tiempo de

evolucion.

4.5.2.3. PROCEDIMIENTO DE LA REACCION

Se adicionaron a cada placa para inmunofluorescencia 30 pul de antigeno en cada
pozo, se dejo secar a temperatura ambiente durante toda la noche, luego se
sembraron las diluciones de los sueros en PBS pH 7.2 (1/8, 1/16, 1/32, 1/64 y
1/128), se incubaron a 37°C durante 1 hora en camara humeda (incubadora
HERAEUS Instrument function line), se realizaron 3 lavados, los dos primeros con
PBS pH 7.2 durante 4 min cada uno y el tercero con H.O mQ, se dejé secar a
temperatura ambiente, se adicionaron 30 ul del conjugado Anti-Human Ig G (FITC
conjugate SIGMA F-4512) diluido 1/50 y azul de Evans 1/100 en PBS, se incubd a
37°C durante 1 hora, se sacudieron las placas y se realizaron nuevamente los tres
lavados descritos anteriormente, se dejaron secar las placas a temperatura
ambiente y sin presencia de luz, se les agregaron tres gotas de glicerina y se les

colocd un cubreobjeto y se llevd al microscopio de fluorescencia (Sanitas Ltda).
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4.5.2.4. INTERPRETACION DE LA PRUEBA

Se considero positiva toda muestra de suero que presentara una fluorescencia en

una dilucion mayor o igual a 1:32.
4.5.3. WESTERN BLOT

4.5.3.1. OBTENCION DE ANTIGENO

Se utilizd6 como fuente de antigeno los parasitos de L. (V) .panamensis
(MHON/CO/UA140), la obtencion de este, se hizo de la misma forma que para la
prueba de ELISA, solo que en este no se realiz6 el paso en que los parasitos son
fijados en formol. Estos parasitos fueron contados y se ajustd su concentracion a
3x102 p/ml con tampén de muestra (4X Tris—HCI 0.5 M, PH 6.8; SDS y glicerol, 2-R
mercaptoetanol, azul de bromofenol, agua mQ) la suspension se incubd en bafo
Maria (BLAUDAMAG) durante 5 min a 90°C (temperatura de ebullicion), luego se

guardaron congelados debidamente marcados para su posterior utilizacion.
453.2. CONTROLES
Para el Western Blot se utilizaron como controles:

NEGATIVOS: Sueros de personas sanas colombianas residentes en zonas no
endémicas para leishmaniasis, sin antecedentes de haber padecido la enfermedad

y con prueba de Montenegro negativa.

Control negativo 1 pool: mezcla de sueros provenientes de 10 personas.

Control negativo 1.1 pool: codigo: 06/12/99.

POSITIVOS: Sueros provenientes de personas colombianas con IFl positivo y
Montenegro positivo.

Control positivo pool: 15 sueros positivos para L.(V).panamensis.

Control positivo 1.1: codigo: 3756,27/12/99.
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Control positivo 2.1: codigo: 3747,13/10/99

REACTIVIDAD CRUZADA: Suero de un paciente con enfermedad de Chagas,
proveniente de Chile, Cdédigo: CH119 nov/2002.

4.5.3.3. ELECTROFORESIS SDS PAGE

La electroféresis se realizd en gel de poliacrilamida en condiciones de
desnaturalizacion, se sometio la muestra preparada a una electroforesis vertical
(mini protean Il, elctrophoresis cell BIO-RAD U.S.A 1651801), luego de tener los
vidrios montados se agregaron 6 ml del gel separador (gel poliacrilamida al 12%:
4x Tris, HCI 1.5 M pH 8.8, SDS 10%, agua mQ, persulfato de amonio 10%,
TEMED) y se dejo polimerizar a temperatura ambiente, luego se adicion6 el gel
concentrador al 4% (sIn acrilamida/ bisacrilamida: 4x Tris-HCI 1.5M pH 6.8, SDS
10%, agua mQ, persulfato de amonio 10%, TEMED), se colocaron los peines
preparativos (un carril grande y otro pequeio) y se dejo polimerizar a temperatura
ambiente. Al carril pequerio se le colocaron 4 pl del marcador de peso (pretefido
de BIO-RAD-161-0363), en el carril grande se dispensaron 4 ul del antigeno, el gel
concentrador fue corrido a 50 v y el separador a 100 v constantes (power
/PAC/1000, BIO-RAD U.S.A).

4.5.3.4. ELECTROTRANSFERENCIA

Luego de haber obtenido el corrido se transfirid a una membrana de nitrocelulosa
(SIGMA-0130) utilizando el sistema de transferencia BIO-RAD (mini trans blot ®
electric transfer cell) siguiendo el método descrito por Towbin ef a/, 1979, antes
de montar el sistema de transferencia , se equilibro la nitrocelulosa, (millipore 0.45
pMm ), el papel filtro y las esponjas sumergiéndolas en el tampon de transferencia
(25 mM Tris, 190 mM de glicina (BIO-RAD: 161-0718), 20%V/V de metanol (JT
Beaker: 9070-68), pH 8.3) durante 30 min , se realizoé el montaje del sistema sobre
el fondo negro del casette, siguiendo este orden, esponja, papel filtro, gel,
nitrocelulosa, papel filtro, esponja. La transferencia se realizé por 1 hora a 100 v a

4°C, se bajo el casette y se desmontod sobre el fondo blanco, las nitrocelulosas se
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bloquearon toda la noche a 4°C (refrigerador Phillips, U.S.A) con leche
descremada (Colanta, Colombia) disuelta en Tris salino (TS) pH 7.6 que contenia
20 mM de Tris, 128 mM de HCIl y 5% P/V de leche descremada (TS-L).

4.5.3.5. REACCION INMUNOENZIMATICA

Se lavo la membrana durante 10 min con TS y posteriormente se ensambld (mini
PROTEANR Il multiscreen Aparatus,usa ), se dispensaron en cada pozo 460 pl de
suero de las muestras y controles diluidos 1/50 con TS-L al 2.5%, se incluyeron 2
sueros controles negativos, 3 sueros controles positivos y uno para la reactividad
cruzada, se incub6 durante 1 hora y media a 37°C y en agitacion, posteriormente
se realizaron 3 lavados de 5 min cada uno, el primero, con TS al 0.05% Tween 20
(TST) y los otros dos con TS unicamente, se dispensd 100 pl del conjugado 1gG-
Anti humana Fc especifica marcada con peroxidasa (SIGMA A 0170) diluida
1/1000 en TS-L 2.5%. Se incubo6 durante 45 min a 37°C en agitacion constante,
terminado el tiempo de incubacion se sacaron las membranas del multiscreen, se
realizaron tres lavados de 5 min cada uno, el primero, con TST y los otros dos con
TS. Para revelar la reaccion se utilizd el kit (PIERCE 34065 immunopure® metal
enhanced DAB sustrate kit), el cual utiliza como cromdgeno diaminobenzidina
unida a un metal. Se agitd a temperatura ambiente hasta que se observaron las
bandas, se detuvo la reaccion con agua de grifo, se secaron las membranas con

papel filtro hasta su posterior interpretacion.

4.6. IDENTIFICACION MOLECULAR DEL PARASITO
4.6.1. LISIS DE SANGRE TOTAL

Para la lisis de las células se mezcld 500 pl de sangre con el anticoagulante, 490
ul de buffer de lisis 2X (Tris- HCI 10 mM pH 7,4, EDTA 5 mM pH 8,0, SDS 1%, 10
ul de proteinasa K (fermentas-1801)), la mezcla se incub6 a 55° C por una hora y
se inactivo la proteinasa K a 95°C por 5 min, luego se centrifugd a 12000 rpm
durante 10 minutos. El sobrenadante resultante se tomd para la extraccion de

ADN con sales de alta molaridad.
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46.2. PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN CON SAL DE ALTA
MOLARIDAD

Se tomaron 300 pl de volumen del sobrenadante y se le adicion6 500 pl de acetato
de potasio 5 M, se mezclo por inversidon en hielo durante 15 min, luego se
centrifugdé a 12000 rpm durante 5 min a 4°C y se le extrajo el sobrenadante que
contenia la fase acuosa al cual se le adiciond 0,6 volumenes de Isopropanol (300
ul), se mezcld por invertido en hielo por 15 min, se centrifugd por 5 min a 12000

rpm y se descarto el sobrenadante.

Al precipitado se le agregd 1 ml de etanol al 70% para eliminar el exceso de
Isopropanol y sales, se centrifugd a 12000 rpm durante 3 min y se descarto el
sobrenadante, se dejo secar el pellet durante 15 min y se resuspendio en buffer
TE (Tris- HCI 10 mM pH 7,4, EDTA 1 mM pH 8,0), se almacen¢ a 4 °C hasta la

realizaciéon del PCR.

4.6.3. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Se realizd un protocolo de PCR con un juego de oligonucledtidos; cuya secuencia
se presentan en la tabla 1, que son especificos para amplificar el ADN que

corresponde al ARN de la pequena subunidad ribosomal 16s de Leishmania.

TABLA 1. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion del ADN de

Leishmania
CODIGO SECUENCIA DEL PRIMER
WSSUF TGG GAT AAC AAA GGA GCA
WSSUR CTG AGA CTG TAA CCT CAA AGC

4.6.4. PREPARACION DEL COCKTAIL O MEZCLA DE REACCION

Se prepard una mezcla de reaccion que contenia: agua destilada, buffer de PCR
10X (20 mM Tris-HCI pH 8,4, 50 mM KCI) (invitrogen y 02028b), DNTPs 0,5 mM,
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2,5 mM MgCl,, 100ng de cada primer, 2,5 unidades de tag Polimerasa (invitogen
10342-020), luego se le adicion6 3 ul de ADN por tubo, se llevd al termociclador en

las condiciones que explica la tabla 2.

TABLA 2. Condiciones de la reaccién de amplificacion utilizando los oligonucleétidos
WSSUF y WSSUR en muestras de ADN provenientes de humanos.

Etapa Temperatura| tiempo Namero de ciclos
Desnaturalizacion 95°C 2 min. 1

inicial

Desnaturalizacion 95° C 1min.

Alineamiento 54° C 1min. 29
Extension 72°C 1min.

Extension final 72°C 5min. 1

4.6.5. ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Se prepararon 750 ml de buffer TBE (40 mM Tris-borato, 1 mM EDTA, pH 8,0), en
100 ml de este se disolvio 1 gr de agarosa, se calentd la solucion sin dejar hervir y
con agitacion moderada constante, luego se dejo enfriar, se vertid en un molde
horizontal para geles con peine y se dejo gelificar y luego se sumergid en el

tanque de corrido (Bio-rad wide mini sub™ cell) que contenia los 650 ml de buffer.

Se prepararon 12,5 ul de cada muestra producto de PCR (10 ul de ADN problema
y 2,5 pul de buffer de carga 6x), se vertieron en los pozos del gel y se conecto la
fuente de poder (Bio-rad model 200/2.0) a 90 Voltios y 0,07 amperios durante 1
hora, terminado el tiempo el gel fue sumergido en 150 ml de una solucion que
contenia agua destilada y 17,4 pl de bromuro de etidio durante 30 min y en

agitacion constante.



39

4.6.6. INTERPRETACION DE LOS GELES DE AGAROSA

La visualizacion de los productos de PCR se realizé en un transiluminador con luz
ultravioleta 254/352nm.

Se calcularon los pesos moleculares de cada uno de los fragmentos de ADN de
las muestras amplificadas a partir del tamano del marcador de peso molecular
(Marcador de peso molecular de 100 pares de bases GIB); se realizo la grafica
distancia de migracion de las bandas en cm. vs logaritmo de la longitud en pares

de bases.

46.7. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos arrojados por las encuestas y los obtenidos experimentalmente fueron
sistematizados para su analisis, se correlacionaron los resultados obtenidos en el
programa estadistico Epi Info version 2002 que incluyd la ecuacion de Yates

corregido y la prueba de X2
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5. RESULTADOS

5.1. AREA DE ESTUDIO

El presente estudio fue llevado a cabo en el barrio Altos del Rosario, perteneciente
al municipio de Sincelejo, Departamento de Sucre; este barrio posee una
poblacion de 6000 habitantes distribuidos aproximadamente en 840 casas

localizadas en 14 hectareas, con un promedio de 6 habitantes por casa.

La vegetacion tipica ha desaparecido, debido a la tala para dar paso a las
viviendas, potreros y basureros (Fotografia 1). Los materiales mas predominantes

en la construccion de las viviendas son cinc y madera (Fotografia 2) (tabla 3).

TABLA 3. Caracteristicas de las viviendas del barrio Altos del Rosario, municipio de

Sincelejo, Departamento de Sucre.

CARACTERISTICAS NUMERO DE CASAS | PORCENTAJE (%)
Cinc con paredes de madera 163 54,6
Cinc con paredes de bahareque 61 20,6
Palma con paredes de bahareque 30 10,0
Eternit con paredes de cemento 14 4,7
Palma con paredes de madera 11 3,7
Cinc con paredes de cemento 8 2,7
Eternit con paredes de madera 8 2,7
Palma con paredes de cemento 3 1,0
TOTAL 298 100
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FOTOGRAFIA 1. Area de estudio (sitio utilizado como potrero y basurero en el barrio

Altos del Rosario, municipio de Sincelejo, Departamento de Sucre).

FOTOGRAFIA 2. Viviendas caracteristicas del barrio Altos del Rosario, Sincelejo- Sucre

(construcciones de cinc y madera).
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Ademas de aves de corral, burros (Equus asinus) y numerosos perros (Caris

1armihans) (Fotografia 3), algunos animales que se encuentran en el area son:
Tortolita Columbina minula

Chupahuevo Campgylortynchus aibobrunneus

Gallinazo Coragyps alralus
Chupaflor Ct.ysoiamps mosquileis
Ratas Railus railus

Cerdos Sus scrofa

FOTOGRAFIA 3. Principales animales encontrados en el area de estudio.

En el 24,83% (n=74) del total de las casas encuestadas (n=298) se encontraron
110 perros, 15 de estos provenian de departamentos con problemas de orden

publico, factor que contribuye al desplazamiento de las personas (Grafica 1).



GRAFICA 1. Distribucién de los perros que habitan en Altos del rosario (Sincelejo- Sucre)

En cuanto a la presencia de Lufzomyia en el barrio, el 68,45% (n=204) del

personal encuestado respondid que estos estaban presentes en sus hogares y

1%

TOTAL 110 PERROS

10%

29%1 %

86%

‘l:l Magdalena B Sucre OCordoba Ono desplazados O Bolivar ‘

por departamentos de procedencia.
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alrededores, de estos el 61,7% manifestd que el lugar de la casa donde mas se

encontraba Lutzomyia era en los dormitorios (Grafica 2A) y el 57,9% afirmo que en

las horas de la noche (7pm a 12pm) es donde mas se presentan las picaduras

(Gréfica 2B).

A

TOTAL 204 PERSONAS

61,7%

31,3%

6,0%

Otoda M salay cocina Odormitorios O alrededores

GRAFICA 2. A. Porcentaje de los lugares de la casa donde se presentan con mas
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frecuencia las picaduras por Luizomyia en Altos del Rosario. B. Distribucién de las

horas cuando se producen las picaduras por Lulzomyia.
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De los 298 individuos encuestados 31 fueron considerados casos probables de
leishmaniasis (28 casos de leishmaniasis cutanea y 3 casos de leishmaniasis
visceral) (Grafica 3); de estas 26 presentaron la enfermedad antes de habitar en la
zona de estudio y 5 habitando en la zona (estas personas fueron observadas con
la enfermedad durante la realizacion de este estudio). La confirmaciéon por
diagnostico parasitologico de 27 casos se realizd en las instalaciones de
DASSSALUD, por personal especializado, la prevalencia puntual encontrada de

leishmaniasis fue 9,0%.

TOTAL 298 PERSONAS

91,0%

9,0%

‘l:l Leishmaniasis @ No leishmaniasis ‘

GRAFICA 3. Casos de leishmaniasis diagnosticados en Altos del Rosario (Sincelejo-

Sucre) en el periodo comprendido entre 1996 — 2005

Las 28 personas con leishmaniasis cutanea presentaron 20 lesiones secas
(64,5%) y 11 lesiones humedas (35,5%); con respecto al numero de lesiones
presentes por persona se evidencid que 7 personas poseian mas de una lesion, y

la parte del cuerpo donde mas se presentaron éstas fue en las piernas (Tabla 4).

El método mas utilizado para el tratamiento de la leishmaniasis fue la inyeccion
con Glucantime (73%), seguido por el uso de raices en forma de emplastos (20%),
otras practicas consistian en la quema de la lesion con acidos (3,3%) y en el uso
de antibidticos como la ampicilina (6,6%). Algunas (6,6%) de las personas

encuestadas combinaban varios métodos. Tanto hombres como mujeres utilizaban



45

las inyecciones de Glucantime como primera medida de tratamiento seguida del

uso de plantas, antibidticos y las quemaduras con acidos.

TABLA 4. Lugar de las lesiones cutdneas en habitantes del barrio Altos del Rosario

Sincelejo- Sucre).

NUMERO DE PORCENTAJE
PERSONAS (%)
LUGAR AFECTADAS

Pierna 15 48,3
Brazo 5 16,1
Cuello 3 96
Tobillo 1 3,25
Axila 1 3,25
Dorso 1 3,25
Cintura 1 3,25
Oreja 1 3,25
Cachete 1 3,25
Nariz 1 3,25
Hombro 1 3,25
TOTAL LESIONES 31 100

No se presentd una diferencia estadisticamente significativa por sexo en cuanto al
numero de encuestados que utilizaban Glucantime (567,1% en hombres y 42,9% en
mujeres) (p=0,63>p=0,05) y plantas (44,6% en mujeres y 55 4% en hombres)
(p=0,48>p=0,05). En cuanto al uso de acidos para cauterizar la herida solo uno de
los hombres lo utilizd, no se encontrd que esta diferencia fuera estadisticamente
significativa (p=0,79>p=0,05) (Grafica 4).

En lo que se refiere a los mecanismos que se utilizaban para controlar la picadura
de Lutzomyia se encontro que el 39,2% fumigaba, 7,2% usaba toldillo, 3,6%
abanico y el 50% no se protegia. Mas mujeres que hombres declararon que no
utilizaban nada para prevenir la picadura (56,5% frente 43,5%), pero esta

diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0,51>p=0,05) (Grafica 5).
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GRAFICA 4. Distribucién por sexo de los tratamientos aplicados a los habitantes del area

de estudio que padecieron leishmaniasis.
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GRAFICA 5. Conocimientos segln el género, acerca de las medidas utilizadas por los

habitantes de Altos del Rosario para prevenir la picadura de Lufzomyia spp.
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5.2. CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS DE LA POBLACION EN
ESTUDIO ESCOGIDA PARA LA REALIZACION DE LAS PRUEBAS.

Se escogid una poblacién de estudio de 108 individuos que eran representativos
de todos los grupos etareos, el 62% eran mujeres y el 38% eran hombres, el
17,5% de las personas llevaba en el barrio 6 afios (Grafica 6A y 6B). Se encontro
que el 61,3% de personas con antecedentes de leishmaniasis pertenecia al grupo
etareo comprendido entre 14 y 44 afos de edad; el mayor porcentaje de estas

personas pertenecia al género masculino (Grafica 7A).

B
A 501 50

45 O Hombres B Mujeres ‘ 45

<« 40+ 40-
35+
30+
25+
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104
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E
% FRECUENCIA
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0~ 12 3 4 5 6 7 8 9 10

1-4 >4-14 >14-44 >44-60  >60 TIEMPO BARRIO(afios)
EDAD (afios)

GRAFICA 6. Distribucién de la poblacién de estudio escogida para la realizacién de las

pruebas. A. Por sexo y edad. B. Por tiempo en el barrio.

El 851% de la poblacion es personal desplazado, la regibn que mas aportd
desplazados al area de estudio fue Sucre. El 60% de los individuos con
leishmaniasis provenian de la zona de los Montes de Maria pertenecientes a
Sucre y 20% de Bolivar. En su mayor proporcion los afectados eran estudiantes
(49,1%) (Grafica 7B y 7C). De los 20 individuos con antecedentes de
leishmaniasis incluidas en la poblacidon de estudio 18 eran desplazadas y 2

habitaban en el barrio.
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GRAFICA 7. Distribucién de personas con antecedentes de leishmaniasis. A. Por edad y

sexo. B. Por departamentos de procedencia. C. Por ocupacién.

5.3. APLICACION DE LA INTRADERMOREACCION DE MONTENEGRO

A 108 habitantes del barrio Altos del Rosario se les practico la intradermoreaccion

de Montenegro. La prueba fue positiva en 46 (42,5%) personas, con una mayor

frecuencia en el sexo femenino (n=30) que en el sexo masculino (N=16), esta

diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0,69>p=0,05) (Tabla 5).
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TABLA 5. Intradermoreacciéon de montenegro segun el sexo.

TOTAL
SEXO f + %
MASCULINO 40 | 16 | 38,7
FEMENINO 68 | 30 | 61,3
TOTAL 108 | 46 100

f= NUumero de personas, += NUmero de personas positivas, %= Porcentaje de las personas positivas.

El mayor indice de positividad se observé en individuos con edades
comprendidas entre 14 y 44 anos con 21 casos (456%), sin embargo,
porcentualmente también fueron importantes los individuos de 4 a 14 (32,6%)
afios y 44 a 60 (19.6%) afos(Tabla 6).

TABLA 6. Intradermoreaccién de montenegro segun grupos etareos.

TOTAL

Grupos etareos (afios) + %

>1-4 0 0
>4-14 15| 32,6
>14-44 21| 45,6
>44-60 9| 196

>60 1 2,2

TOTAL 46 | 100

+= Numero de personas positivas, %= Porcentaje de las personas positivas.

Todos los individuos con antecedentes de haber padecido leishmaniasis resultaron
positivos para la prueba de Montenegro. Por otro lado, de los 88 habitantes que no

tenian antecedentes de leishmaniasis, 26 (29,5%) fueron positivos.

De las 46 personas positivas, la mayoria presentaron papulas entre 5y 8 mm (25
casos), 16 presentaron papulas entre 10 y 15 mm y 5 personas reaccionaron con

areas mayores de 15 mm (Tabla 7).
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TABLA 7. Tamafo de la intradermoreaccion de montenegro en habitantes con o sin lesion

sospechosa de leishmaniasis cutanea.

Diametro de la Intradermoreaccién en mm | TOTAL

Habitantes 5a8 10a15 >15 f| %
Con lesion cutanea 10 6 4 20434
Sin lesién cutanea 15 10 1 26| 56,6
TOTAL 25 16 5 46| 100

f=Numero de personas con lesiones, %= Porcentaje de las personas.

Las personas que presentaron intradermoreaccion positiva poseian diferentes

ocupaciones: 45 6% eran estudiantes, 30,4% amas de casas, 8,7% comerciantes,

13,1% se dedicaban a oficios varios y 2,2% eran desempleados.

5.4. DETERMINACION DE LA SEROPREVALENCIA

5.4.1. NIVELES DE ANTICUERPOS TIPO IgG

Para la prueba de ELISA se establecido un punto de corte de 0,047. De los 108

individuos estudiados 40 presentaron densidades Opticas superiores al punto de

corte (Grafica 8).

GRAFICA 8. Niveles de IgG total en la poblacién estudiada. A. Fotografia del microplato

con los resultados obtenidos.
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GRAFICA 8. Niveles de IgG total en la poblacién estudiada. B. Distribucién de los
valores de las densidades opticas y el punto de corte.
5.4.2. TITULOS DE ANTICUERPOS TIPO IgG

En la prueba de IFI se encontré que 40 sueros presentaron titulos de anticuerpos

mayores e iguales a 1:32 (Fotografia 5) (Tabla 8).

FOTOGRAFIA 4. IFI positiva: muestra del suero de una persona con lesién activa de

leishmaniasis cutanea, titulo 1:128.
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TABLA 8. Titulos de IgG total en la poblacién de Altos del Rosario.

TITULO 1:32|TITULO 1:64 [TITULO 1:128) TOTAL
SEXO n % n % n % n %
Masculino | 10 | 925 | 4 3,7 0 0 14| 12,95
Femenino 9 8,3 14 | 129 | 3 27 |26] 2405
TOTAL 19| 175 | 18| 166 | 3 27 |40 37

n= Namero de personas positivas, %= Porcentaje del nimero de personas positivas.

Al correlacionar los datos obtenidos en las pruebas de ELISA e IFI en la poblacion
estudiada del barrio Altos del Rosario, se encontré una seroprevalencia del 37%
para ambas pruebas, 40 individuos (26 mujeres y 14 hombres) resultaron con
titulos altos de |gG especificos para L. (V). panamensis, con una diferencia no
estadisticamente significativa (p=0,89>p=0,05); el 50% de estos individuos

pertenecian al grupo etareo comprendido entre 14 y 44 afios de (Tabla 9).

Con la aplicacion de las técnicas de ELISA e IFl encontramos anticuerpos
circulantes en 6 individuos que habian padecido de leishmaniasis; las dos
personas que tenian antecedentes de leishmaniasis visceral, al igual que 12 de las
18 que padecieron de leishmaniasis cutanea no presentaron titulos altos de 1gG,
34 personas sin antecedentes de haber sufrido la enfermedad fueron

seropositivos.

En cuanto a la ocupacion de los individuos que presentaron valores de IgG altos,
el 23,9% (n=11) eran estudiantes y el 43,4% (n=20) eran amas de casa, seguidos

por comerciantes 10%, oficios varios 15,7% y desempleados 7%.

TABLA 9. Resultados de las pruebas de ELISA e IFl en la poblacién de Altos del Rosario.

MASCULINO | FEMENINO TOTAL
TECNICAS f + f + f + | %
ELISA 40 14 68 26 108 | 40 | 37
IFI 40 14 68 26 108 | 40 | 37

+= NUmero de personas positivas para las pruebas, %= Porcentaje de las personas positivas.
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De las 18 personas con antecedentes de leishmaniasis cutanea, 6 resultaron
reactivos para las pruebas de ELISA e IFI, es de resaltar que el individuo que tenia
la lesion activa fue el que presento la mayor densidad optica (0,1495) y uno de los
titulos mas altos (1:128). Las dos personas con antecedentes de leishmaniasis

visceral no presentaron niveles y/o titulos altos de 1gG.

5.4.3. WESTERN BLOT

Se tomaron los 40 sueros de los individuos reactivos por ELISA y positivos por IF|
y se les realizo esta prueba para observar el numero de sueros que identificaban
la proteina especifica para L. (V). panamensis. El 25% (n=10) de los sueros

reconocieron la proteina de aproximadamente 38 KDa (F otografia 5).

De las 10 personas que fueron reactivas para el western, 2 (20%) tenian
antecedentes de leishmaniasis cutanea (1 con lesion activa y 1 con cicatriz) y 8

(80%) no poseian antecedentes.

En esta prueba se utilizd un suero de un paciente con enfermedad de chagas
proveniente de Chile, pais donde no se han reportado casos de leishmaniasis,
este suero reconocidé varias proteinas del perfil antigénico que presenta
Leishmania, pero no reconocio la proteina de 38 KDa especifica para L. (V).

panamensis.

5.4.4. CORRELACION DE LOS RESULTADOS

La tabla 10 muestra los resultados obtenidos en todas las pruebas aplicadas a la
poblacion de estudio. Del total de individuos estudiados 10 resultaron positivos en
todas las pruebas aplicadas, de estos 8 no presentaban antecedentes de haber
padecido la enfermedad y 2 tenian antecedentes de leishmaniasis cutanea (uno
tenia lesion activa y el otro cicatrices). De las 26 personas no desplazadas 8
(30,76%) resultaron con prueba de Montenegro positiva, 9 (34,61%) presentaron
titulos altos de 1gG y 5 (19,2%) reconocieron la proteina especifica para

Leishmania.
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Al correlacionar los datos obtenidos se encontré que el sexo femenino (64,3%), el

grupo etareo comprendido entre 14-44 anos de edad (45%)

y los estudiantes

(39,8%) fueron los grupos que mostraron un mayor porcentaje de positividad en la

reaccion de Montenegro y las pruebas de ELISA, IFI, Western Blot (Grafica 9).
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FOTOGRAFIA 5. Resultados del western blot. Linea 1. Marcador de peso molecular

(pares de bases). Linea 2.Muestra 16. Linea 3.Muestra 17. Linea 4.Muestra 18.
Linea 5.Muestra 21. Linea 6.Muestra 22. Linea 7.Muestra 23. Linea 8.Muestra 24.

Linea 9.Muestra 27. Linea 10.Muestra 28. Linea 11.Muestra 30 (positiva). Linea

12.Control negativo. Linea 14.Control positivo.

TABLA 10. Resultados de las pruebas de Montenegro, ELISA, IFl y western Blot en la

poblacién de Altos del Rosario

PERSONAS ESTUDIADAS 108

Sin antecedentes= 88

L Visceral= 2

L Cutanea= 18

Montenegro (+)

Montenegro (-)

Montenegro (+)

Montenegro (+)

Elisa e IFI (+) 26 8 (--) 6
Elisa e IFI (-) (---) 54 2 12
Western (+) 2 6 (--) 2
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GRAFICA 9. Distribucién de los porcentajes de positividad obtenidos en las pruebas

aplicadas a los habitantes del barrio Altos del Rosario, Sincelejo. A. Por sexo. B.

Por grupo etareo. C. Por ocupacion.

5.5. IDENTIFICACION MOLECULAR DEL PARASITO

Las 40 muestras positivas por ELISA e IFI fueron sometidas a un PCR utilizando

los oligonucledtidos WSSUF/WSSUR, se obtuvo la amplificacion de un fragmento

de 600pb en el control positivo de la muestra (ADN de L. (V). panamensis), en las

40 muestras problemas no se obtuvo la amplificacion del fragmento (Fotografia 6).
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FOTOGRAFIA 6. PCR utilizando los oligonucleétidos WSSUF/WSSUR. Linea 1. Marcador
de peso molecular 100 pares de bases (GIB). Linea 2. Control positivo (ADN de L.

(V). panamens:s). Linea 3-12: muestras problemas.
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6. DISCUSION

La leishmaniasis es una enfermedad que se encuentra ampliamente distribuida en
Colombia, donde se reporta una prevalencia de 27,2%; en el departamento de
Sucre, la prevalencia de esta enfermedad es de 39,7%, el porcentaje de
leishmaniasis encontrado en la poblacion desplazada del barrio Altos del Rosario
(9,0%) podria considerarse como alta, si se compara con la hallada por Amador ef
al, 2005 en Cordoba (2,3%).

La alta prevalencia de casos de leishmaniasis para las formas cutanea y visceral
encontrada en este estudio refleja el incremento en el numero de casos que se

presenta cada ano en el Departamento de Sucre.

Es de resaltar que la poblacion estudiada estaba formada mayoritariamente por
individuos del sexo masculino, sin embargo en la poblacion encuestada habia un
ligero predominio del sexo femenino (62,9%), la representatividad de los hombres
se vio afectada por que las encuestas se realizaron durante el dia y es de suponer

que los hombres en edad productiva se encontraban trabajando.

El barrio Altos del Rosario es una comunidad relativamente nueva, donde el
61,23% de la poblacion tiene menos de 6 afios de residencia en esta zona y en su
mayoria son personas desplazadas provenientes tanto del Departamento de Sucre
como de otros, donde se presentan ambientes propicios para que se de el ciclo de

transmision de la leishmaniasis.

Por otra parte, el sitio de la lesion esta relacionada con la picadura del vector y las
actividades llevadas a cabo por el hombre en los sitios ecologicos donde habita la
mosca, las lesiones por lo general suelen aparecer en las extremidades por ser las
areas mas expuestas (Zambrano ef a/., 2005), esto indica el principal indicio para

que los habitantes desplazados procedentes de los departamentos de Sucre,
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Cordoba, Bolivar y Magdalena mostraran lesiones en tronco y extremidades, dado
al menor cubrimiento de estas, que se observa en estas regiones a causa de las
altas temperaturas, similar a las del brote descrito por Zambrano ef a/, 2005 en la
Guajira, también, nuestros resultados concuerdan con los encontrados por Clive ef
al, 1997 en un estudio realizado en los Andes peruanos en el que la localizacion
de las lesiones sobre el cuerpo se relacionaban con las condiciones climaticas de

la zona.

En la poblacion estudiada prevalecio el tratamiento con las inyecciones de
Glucantime, a diferencia del hallazgo de otros autores (Isaza ef a/, 1999,
Vasquez ef al, 1991, Weigel &f al, 1994). Los hombres expresaron preferencia
por la quemadura con metales calientes y sustancias quimicas y, en un estudio
similar estos tratamientos se denominaron fuertes ya que ulceran la lesion como
consecuencia directa de su aplicacion (Vasquez ef al/, 1991). Las mujeres
preferian el uso de plantas y antibidticos, tratamientos denominados menos
fuertes (Vasquez ef a/, 1991). Esto muestra la tendencia del hombre a acceder a
recibir tratamientos mas agresivos por la creencia cultural del mayor umbral de

dolor en estos.

Desde el punto de vista de salud publica, entre la poblacion, llama la atencion la
no aplicacion de medidas para prevenir la enfermedad, lo cual sugiere el poco

seguimiento de los programas de educacion y control en la zona de estudio.

Se observd que el rango de personas comprendidas entre 14 a 44 afos, el sexo
masculino y los estudiantes fueron los mas afectados en este estudio, o que esta
de acuerdo con lo reportado por el Ministerio de Salud, para los factores de riesgo
relacionados con la leishmaniasis cutanea en Colombia (sexo masculino y la
poblacion econdmicamente activa); nuestro estudio difiere con lo reportado por el
Ministerio en lo relacionado a la ocupacion, ya que para este tienen mayor riesgo
de infeccidn aquellas personas que trabajan en el campo. Las personas con

antecedentes de leishmaniasis visceral manifestaron haberla adquirido cuando
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tenian 5 anos o menos de edad, lo que esta en concordancia con uno de los
factores de riesgos establecidos por el Ministerio de Salud para contraer la forma

visceral de esta enfermedad.

La prueba de Montenegro constituye una herramienta util en estudios
epidemiologicos, para verificar la exposicion previa de la poblacion a los antigenos
del parasito del género Leishmarna. Se evaluaron 108 habitantes del barrio Altos
del Rosario mediante la prueba de Montenegro, encontrandose un porcentaje de
positividad del 42,5% (46/108), cabe resaltar que en las visitas realizadas al barrio
no se verifico la presencia de otras enfermedades que pudieran determinar

reacciones cruzadas con los antigenos de Leishmania.

En otras poblaciones, diversos estudios han mostrado porcentajes de positividad
similares o inferiores al reportado en el presente trabajo; es mayor al encontrado
en las localidades de San Andrés de Sotavento, Cordoba, Colombia (40%) (Vélez
et al, 1995) y en la zona rural del estado de Bolivar, Venezuela (Ricardo &f al,,
1998).

Muchos autores han encontrado indices de positividad mayores al aqui sefalados;
en el municipio de Montebello, Antioquia, Colombia, Vélez &f a/, 1991 encontraron
un indice del 64%, en la rancheria Miguel Hidalgo, municipio de Comalcalco,
Tabasco, México, Candelaria €f a/, 1993 hallaron un indice del 56% y en la zona
baja de Trujillo, en los Andes venezolanos, en la comunidad rural de Albarico la
poblacion mostrd un indice del 45% (Gonzales €f a/,, 1994), lo que nos indica que
los resultados de la prueba de Montenegro pueden variar de una poblacién a otra,
dependiendo de los grados de exposicion que hayan tenido las personas al
parasito, en nuestro estudio el indice de positividad encontrado sugiere que se
deben implementar medidas de control y educacion adecuadas en esta zona para

evitar que los individuos sigan en contacto con el vector y el parasito.

Con relacion al sexo la mayor parte de los casos con intradermoreaccion positiva

ocurrio en individuos del sexo femenino (61,3%), este hallazgo esta en
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concordancia con muchos focos de leishmaniasis cutanea en otras comunidades.
Vélez ef al, 1991, realizaron un estudio en una poblacion de Montebello,
Antioquia, Colombia encontrando un 68% de positividad en las mujeres, siendo
estas el 56% de la muestra estudiada, al igual Scorza &f a/, 1985 en la poblacion
urbana de la ciudad de Trujillo, Venezuela hallaron un 62% de positividad en las
mujeres, constituyendo estas el 52,2% de la muestra. Estos resultados se
justifican por la mayor exposicion de las mujeres en las horas vespertinas y en el
peridomicilio inmediato al realizar actividades propias del hogar (lavado de

utensilios, barrido y aseo de patios).

Debido a que 8 (30,76%) de las 26 personas no desplazadas y 38 de las 82
desplazadas resultaron con prueba de Montenegro positiva y a que no se presento
una diferencia estadisticamente significativa con respecto al sexo de las personas
y la positividad de la intradermoreaccion de Montenegro, tanto hombres como
mujeres estan igualmente expuestos a adquirir la infeccion en la zona de estudio y
no es la ocupacion que juega un papel relevante, ya que se encontré un alto
porcentaje de positividad en todas las ocupaciones, lo anterior se podria explicar
por las caracteristicas del ambiente de las zonas de procedencias y el barrio
donde habitan (hay presencia de Luizomyia, reservorios, personas con
leishmaniasis cutanea y casas en su mayoria de madera con techos de cinc), lo
que favorece una exposicion similar para todas las personas de la localidad

estudiada.

Todos los grupos de edad presentaron indices de positividad, esto es semejante a
lo encontrado en un area endémica del estado de Campeche, México (Andrade ef
al, 1990).

Con relacion del tamafio del area de reaccion la mayoria de los habitantes con
intradermoreaccion positiva presentaron papulas (induracion) con diametros entre
5 y 8 mm. Hallazgos similares han sido reportados por otros autores en

poblaciones rurales de Venezuela (Aguilar, 1985, Gonzales ef al/, 1998); sin
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embargo, en el estado de Anzoategui, se han reportado areas de reaccion mucho

mayores, siendo el diametro promedio de 13,3 mm (Bravo &f al., 1995).

Las técnicas de ELISA e IFl son pruebas seroldgicas que miden los titulos de
anticuerpos antileishmania presentes en muestras de sueros, son muchos los
estudios y los autores que han encontrado diferencias en cuanto a la sensitividad y
especificidad de estas pruebas (Deus ef a/, 2002, Edileuza ef a/, 2000), este
estudio difiere un poco con estos autores debido a que en ambas pruebas se
encontraron resultados iguales, es decir, los sueros reactivos por ELISA fueron

positivos por IFI.

Se encontré que de los 108 individuos encuestados, 40 presentaron niveles y
titulos altos de anticuerpos tipo 1gG, lo que nos da una seroprevalencia del 37%
para los habitantes desplazados del barrio Altos del Rosario, siendo mas alta que
la reportada por Aguilar ef a/ (1985) en el area metropolitana de Valencia, estado
de Carabobo, Venezuela en un foco suburbano autéctono que fue del 17,8%, esto
indicaria que en el tiempo de realizar nuestro estudio la poblacion estuvo mas
expuesta al contacto con el parasito por lo que detectamos mas numero de

personas con una respuesta inmune humoral contra Le.shmania.

En el presente trabajo, se evaluo la reactividad de los anticuerpos antileishmania
presentes en sueros de 6 personas que tenian antecedentes de leishmaniasis
cutanea y 34 que eran personas sin antecedentes de la enfermedad, frente a una
proteina de L. (V). panamenss, la cual tiene un peso molecular relativo de 38Kda,
mediante la técnica de Western Blot; 10 personas (2 con antecedentes y 8 sin
antecedentes) reconocieron la proteina, lo que nos indica que estos poseian en
sSus sueros una representatividad de anticuerpos que la reconocieran, 30 sueros (4
con antecedentes de leishmaniasis y 26 sin antecedentes) no reconocieran la
proteina nos sugiere que estas personas presentaban anticuerpos que reconocian
otras proteinas de L. (V) panamensis, a reacciones cruzadas con parasitos

relacionados como T7rpancsoma , 0 a que los titulos de anticuerpos no eran
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suficientes como para reconocer la proteina. En el estudio realizado por Garcia ef
al (2002) encontraron que esta proteina era reconocida por todos los sueros
evaluados provenientes de personas con lesion activa y antecedentes de

leishmaniasis cutanea.

La reactividad cruzada de antigenos de distintos géneros y especies de
tripan6somatidos es considerado el principal inconveniente para el diagnoéstico
serologico de la leishmaniasis en areas donde ambas enfermedades coexisten
como es el caso del Departamento de Sucre. En este estudio se utilizé un control
de reactividad cruzada para 7ripanosoma (suero de un paciente con enfermedad
de Chagas, proveniente de Chile, zona geogréafica donde no se han reportado
casos de leishmaniasis), este reacciond con varias proteinas presentes en el
antigeno de L. (V). panamernsis expuesto en las membranas de nitrocelulosa,
pero no reconocio la proteina de 38 KDa, lo que nos indica que existe una similitud
en el perfil antigénico presentado por especies de Leishmarnia y Trnpanosomas, al
igual que lo reportado en los estudios realizados por Isaza efal., 1997 y Fichoux ef
al, 1999; y que la proteina de 38 KDa es especifica para Leishmanaya que solo
la reconocieron las muestras de sueros de personas con anticuerpos

antileishmania (Garcia &f a/., 2002).

Se determind que el sexo femenino, los estudiantes y el grupo etareo comprendido
entre 14 a 44 anos fueron los que estuvieron mas contacto con el parasito,
obtuvieron los titulos mas elevados de IgG, y detectaron la proteina especifica de
L. (V) panamensis, sin embargo, la diferencia con respecto al sexo masculino y a
los otros grupos etareos no fue significativa indicando que la leishmaniasis puede
afectar a todas las personas que habitan esta zona sin discriminar sexo,
ocupacion o grupo de edad, todos estan en el mismo riesgo de adquirir la

infeccion.

Las dos personas con antecedentes de leishmaniasis visceral y 12 con

leishmaniasis cutanea presentaron positividad en la prueba de Montenegro, pero
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no presentaron anticuerpos tipo IgG contra L. (V) panamensis lo que puede
explicarse por que estas personas padecieron la enfermedad, por lo tanto
desarrollaron respuesta inmune celular y humoral, pero los anticuerpos no estaban
presentes al momento de la aplicacion de este estudio, debido a que su respuesta
humoral habia declinado. En un estudio realizado en el Ecuador por Furuya &f a/
(1991) se encontro que el 86,2% de 29 personas con leishmaniasis cicatricial
(personas con antecedentes de leishmaniasis cutanea) mostraron reaccion de

hipersensibilidad tardia al antigeno de L. (V). panamers;s.

Seis personas con antecedentes de leishmaniasis cutanea fueron positivos para
Montenegro y presentaron anticuerpos contra Leishrmana, pero solo dos de ellas
reconocieron la proteina de 38 KDa, lo que nos indica que estos individuos
tuvieron la enfermedad y por consiguiente desarrollaron ambas respuestas

inmunes (celular y humoral).

Se estudiaron 108 personas de las cuales 88 personas no presentaban
antecedentes de haber padecido leishmaniasis, de estas 26 resultaron con prueba
de Montenegro positiva, anticuerpos contra L. (V). panamerisis y 2 detectaron la
proteina de 38 KDa. Este hallazgo es frecuente y ha sido sefalado por otros
autores, corresponden a infecciones por Leishmaria que no llegan a producir
lesiones cutaneas visibles (leishmaniasis subclinica) por que no son capaces de
estimular al sistema inmune (Gonzales &f a/, 1998, Pifano, 1962). Cincuenta y
cuatro individuos sin antecedentes fueron negativos para todas las pruebas, lo que
indica que estos no han tenido contacto con el parasito. Ocho personas sin
antecedentes presentaron prueba de Montenegro negativa, anticuerpos tipo 1gG y
de estos 6 reconocieron la proteina especifica de L. (V) panamens:s, estos
resultados pueden deberse a situaciones como:
1. a que tuvieron contacto con el parasito y desarrollaron una respuesta
inmune desviada a Th2, debido a que la cantidad de antigeno a la cual se
expusieron fue alta, 0 a que la célula presentadora de antigeno fue el

linfocito B (Agudelo &f a/, 2000), probablemente éstas personas podrian
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estar desarrollando una leishmaniasis cutanea difusa o una leishmaniasis
visceral en las que la prueba de Montenegro resulta negativa por estado de
anergia y la respuesta inmune humoral es elevada. Si estos individuos se
hubieran expuesto a una menor cantidad de antigeno y, el macréfago y las
células dendriticas actuaran como células presentadoras entonces la
respuesta inmune seria desviada a Th1 y la prueba de montenegro
resultaria positiva.

2. Presentaban anticuerpos contra otras infecciones como enfermedad de

Chagas, esporotricosis, tuberculosis cutanea, lepra, entre otras

La técnica de la PCR tiene ventajas sobre métodos seroldgicos y clinicos debido a
que es independiente del estado inmune, al ser una prueba directa que detecta la
presencia de ADN del parasito en la muestra (Reale ef a/, 1999). Ademas la
utilizacion de oligonucleotidos que tienen como blanco el ADNk es una ventaja
adicional si se tiene en cuenta la abundancia de esta molécula dentro del parasito
(Ashford ef al, 1995).

En la PCR que se realizd en este estudio se utilizé sangre periférica y los primers
WSSUF/WSSUR para amplificar la pequena subunidad ribosomal 16s del ARN del
Leishmania, se visualizdé un fragmento de 600 pares de bases correspondientes a
esta region en el ADN del control positivo de leishmaniasis (L. (V). panarmensis),
en las muestras problemas no se origind ningun producto de amplificacion. Esto
probablemente se debid a muchos factores: 1. a que la cantidad de parasitos de
Leishmania en sangre periférica era baja, sin embargo se extrajo ADN de 5 ml de
sangre, si la PCR detecta te6ricamente un parasito de un millon, nuestros
resultados indican que no habian amastigotes con secuencia de ADN blanco en

las muestras, 2. el tipo de muestra no era el adecuado.

La muestra de sangre periférica se tomo debido a que constituye una ventaja en
este tipo de estudio, si se tiene en cuenta que es facil de tomar, procesar y de

repetir, asi mismo ahorra tiempo y facilita el trabajo en campo. En estudios
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realizados por Lachaud &f a/, 2002 y Fichoux &f a/ ., 1999, utilizando la PCR para
detectar parasitos de Leishmana infanlurm en muestras de sangre de perros y
personas donantes se hallaron muy buenos resultados; cabe destacar que en este
estudio se tenian dos personas con antecedentes de leishmaniasis visceral que
solo resultaron reactivos para la intradermoreaccion de Montenegro y no para las
otras pruebas incluyendo la PCR, lo que se puede explicar por el cumplimiento del
tratamiento con Glucantime, y a que estas personas habian padecido la

enfermedad hacia muchos aros (8 y 20 afios respectivamente).

Mathis ef al, 1995, emplearon la PCR con cebadores que amplifican la pequena
subunidad ribosomal 16s del ARN de Leshmarna en muestras de sangre de
perros y humanos, ellos detectaron parasitos con una baja sensitividad (64%) en
comparacion con la sensitividad obtenida con muestras de biopsia (80%)., sin
embargo, Pirmez ef al., 1999, Ramirez €f a/, 2000, Weigle ef a/, 2002, Medeiros
ef al, 2002, utilizaron la PCR con muestras de biopsia, aspirados de lesiones
cutaneas, obteniendo muy buenos resultados, lo que indica que estas son las

muestras adecuadas para la deteccidn de casos de leishmaniasis cutanea.

A pesar de que en las muestras problemas no se obtuvo amplificacion, los
resultados obtenidos con el control positivo (amplificacidon del ADN de L. (V).
panamersis) indican que las condiciones en las que se realizé la PCR son
adecuadas para amplificacion de ADN y pueden ser utilizada para estudios

similares.
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7. CONCLUSIONES

La prevalencia de la leishmaniasis reportada en la poblacion de Altos del

Rosario fue de 9,0% mas alta que la reportada Cdrdoba.

El porcentaje de positividad encontrado en la prueba de Montenegro fue alto
(42,5%).

La seroprevalencia encontrada en la zona de estudio fue del 37%.

El sexo femenino, el grupo de edad comprendido entre 14 a 44 afios y los
estudiantes fueron los que estuvieron mas contacto con el parasito, obtuvieron
los titulos mas elevados de IgG, y detectaron la proteina especifica de L. (V).

panarmensis.

No se logré identificar la especie de Leishmania que estaba infectando a la
poblacion desplazada, debido a que el tipo de muestra no fue el adecuado o

que en estas no se encontraba el parasito.

El 25% de las muestras analizadas por Western Blot reconocieron la proteina
de 38 KDa especifica para Leishmania, en la poblacion estudiada se

detectaron altos titulos de anticuerpos.

Del grupo de personas que no presentaron antecedentes de la enfermedad,
algunas resultaron positivas para la prueba de Montenegro, ELISA, IFl y
Western Blot, esto sugiere que estos individuos probablemente estuvieron en

contacto con el parasito pero que no desarrollaron la enfermedad.

El 85,1% de las personas que habitan en el area de estudio son desplazados,

provienen de departamentos como Sucre, Magdalena, Cérdoba y Bolivar.
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La presencia de casos de leishmaniasis cutanea en esta poblacidon, sugiere
que existe un riesgo real de urbanizacion de la enfermedad, considerando
ademas que potenciales insectos vectores estan presentes en la zona, lo cual

evidencia la necesidad de adoptar medidas preventivas y de control.
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8. RECOMENDACIONES

Es necesario realizar estudios que involucren el vector y los reservorios de

Leishmania.

Es importante que se coordine con las entidades de salud publica los
programas de control teniendo en cuenta a los reservorios como elementos
relevantes durante el ciclo de transmision, definir estrategias que permitan

controlar el vector y en consecuencia a la enfermedad.

Se requiere disenar estrategias de control mas apropiadas, en los que se
involucre a los insectos transmisores, los perros y a las personas que
habitan en los nuevos medios urbanos; para esto es importante la
coordinacion multidisciplinar entre las autoridades sanitarias y otros
sectores, tales como la educacion, el desarrollo urbano y el medio

ambiente.

Finalmente es crucial la vigilancia permanente, basada en sistemas alerta

temprana.
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ANEXO A

ENCUESTA SEROEPIDEMIOLOGICA DE LEISHMANIASIS EN EL MUNICIPIO DE SINCELEJO

Nombre: Edad: Sexo:

Ocupacioén: Lugar de nacimiento: Lugar de

procedencia:

Hace cuanto tiempo habita en este lugar: --—-- Dias -—- Meses --—-- Afos
Antecedentes familiares o personales de L. Visceral :----- S NO

Si, quienes? Cuando; --—- Dias  -—- Meses -—-—- Afos
Antecedentes familiares o personales de L. Cutanea: ---- Sl — NO

Si, quienes? Cuando; --—-- Dias  -—- Meses - Afios
Sitio, donde N° lesiones___Tipo de lesion; ---—— Hdmeda - seca
Ha sido diagnosticado o ha recibido asistencia médica: ----- S NO

Como: Tratamiento:

TIPO DE VIVIENDA

Palma, paredes de bahareque __ Palma, paredes de cemento__
Eternit, paredes de cemento __ Cinc, paredes de cemento __
Cinc, paredes de bahareque __ Cinc, paredes de madera __
Palma, paredes de madera__ Eternit, paredes de madera __

Numero de habitantes en la vivienda:_

N¢ de perros en la vivienda:__ Zona de la que provienen;

Presencia de fleb6tomos ( alu, palomilla, jején, lutzomyia): ---—--- Sl NO
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En que lugar de la casa: ----- Toda -—--- Cuartos - Sala -—---- terraza o patio

Hora: ---- madrugada ----- mafiana ---— tarde --——-- noche —- A toda hora

Presencia y distancia de los arboles:

Conoce usted de que los fleb6tomos transmiten un parasito que puede causar graves problemas
de salud:

Las autoridades sanitarias del municipio han realizado controles o han informado acerca del peligro
que representa convivir con los
flebétomos:

Si, ha habido control por parte de las autoridades, ; que medidas de control ha tomado usted para
contrarrestar los vectores?:

OBSERVACIONES:

DIAGNOSTICO: Positiva Negativa

Reaccion de Montenegro

Prueba de Elisa Reactiva__  No reactiva_
IFI
Western blot Reactiva__  No reactiva_

PCR
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ANEXO B
CONSENTIMIENTO INFORMADO NUMERO 1

YO CON C.CN°

COMO REPRESENTANTE LEGAL DE

Quien es menor de edad, declaro conocer los parametros del estudio
‘SEROEPIDEMIOLOGIA DE LA LEISHMANIASIS EN POBLACIONES
DESPLAZADAS ASENTADAS EN EL BARRIO ALTOS DEL ROSARIO, SUCRFE”

que se realiza en la universidad de sucre y cuyos objetivos especificos son:

e 1. Determinar si la poblacién desplazada ha tenido contacto con especies de

Leishmana, mediante la aplicacion de la prueba de Montenegro.

e 2. Detectar anticuerpos del tipo IgG contra antigenos de parasitos del genero

Leishmana en sueros provenientes de la poblacion desplazada.

e 3. Identificar la especie de Leishmania encontrada en las muestras de sangre

recolectadas de la poblacion desplazada

SOY CONSCIENTE DE LOS PROCEDIMIENTOS Y LAS PRUEBAS PARA
LOGRAR LOS OBJETIVOS MENCIONADOS CONSISTIRAN EN EXTRACCION
DE SANGRE POR PUNCION VENOSA Y QUE LOS RIESGOS A MI PERSONA
SON MINIMOS SEGUN LO ESTIPULADO EN LA RESOLUCION N° 008430 DE
1993 DEL MINISTERIO DE SALUD.

FIRMA:
CC DE
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ANEXO C

CONSENTIMIENTO INFORMADO NUMERO 2

YO CON C.CN°

COMO REPRESENTANTE LEGAL DE

Quien es menor de edad, declaro conocer los parametros del estudio
‘SEROEPIDEMIOLOGIA DE LA LEISHMANIASIS EN POBLACIONES
DESPLAZADAS ASENTADAS EN EL BARRIO ALTOS DEL ROSARIO, SUCRFE”

que se realiza en la universidad de sucre y cuyos objetivos especificos son:

e 1. Determinar si la poblacién desplazada ha tenido contacto con especies de

Leishmana, mediante la aplicacion de la prueba de Montenegro.

e 2. Detectar anticuerpos del tipo IgG contra antigenos de parasitos del genero

Leishmania en sueros provenientes de la poblacion desplazada.

e 3. Identificar la especie de Leishmarna encontrada en las muestras de sangre

recolectadas de la poblacion desplazada

SOY CONSCIENTE DE LOS PROCEDIMIENTOS Y LAS PRUEBAS PARA
LOGRAR LOS OBJETIVOS MENCIONADOS CONSISTIRAN EN EXTRACCION
DE SANGRE POR PUNCION VENOSA Y QUE LOS RIESGOS A Ml PERSONA
SON MINIMOS SEGUN LO ESTIPULADO EN LA RESOLUCION N° 008430 DE
1993 DEL MINISTERIO DE SALUD.

FIRMA:
CcC DE




