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Resumen
Introduccién: La leishmaniasis es una zoonosis transmitida entre mamiferos a

través de la picadura del flebotomineo hembra, del género Lutzomyia. Esta
enfermedad parasitaria se presenta en tres formas clinicas: cutanea, mucocutanea
y visceral. Es endémica de areas rurales calidas y vulnerables. En Colombia, los
integrantes de los grupos armados transitan con frecuencia estas areas y se
desconoce la prevalencia de esta patologia en dicha poblacion. Este estudio
pretende determinar la seroprevalencia de LV en desmovilizados de las FARC en la
zona veredal Miravalle del departamento del Caqueta. Método: estudio de corte
transversal en la poblacion de 60 desmovilizados de las FARC en la zona verdal
Miravalle del Caqueta. Mediante analisis inmunoenzimatico (ELISA) se determiné la
seroprevalencia de leishmaniasis visceral. Resultado: 40 personas aceptaron
participar en el estudio, 52% correspondian al sexo femenino, el 30 % presentaba
lesiones de Leishmania, y recibian tratamiento con glucantime. La prevalencia de
Leishmania visceral (LV) fue de 1.6% y el 8.3% de las personas con leishmaniasis
cutanea y no hubo asociacion entre los diferentes grupos sanguineos y la
enfermedad. Discusion: Lo que nos lleva a pensar que pese a la baja incidencia o
prevalencia de LV siempre ha estado latente en el territorio nacional y por ser una
enfermedad de gran impacto es necesario hacer mas estudios sobre

seroprevalencia en diferentes grupos poblacionales.

Palabras clave: Leishmania sp, Acs IgG e IgM, seroprevalencia, inmunoensayo,

tratamiento.



Introduccidn

La leishmaniasis por ser una enfermedad de tipo zoonética y endémica en la mayor
parte del territorio nacional, es un evento de interés en salud publica por la alta
morbilidad que presenta en su forma clinica cutanea (LC), las complicaciones en su
forma mucocutanea (LM) y por el riesgo de mortalidad de la forma visceral (LV),
también conocida como Kala-azar, L. infantum/L.chagasi (1). Por estar presente en
mas de 98 paises tiene una incidencia de 0,2 y 0,4 millones de casos nuevos de LV
y 0,7 y 1,2 millones de casos de LC, el 90% de los casos de LV ocurren en paises
como: Bangladesh, Brasil, Etiopia, India, Sudan del Sur y Sudan (2).

América latina tiene la tasa de letalidad mas alta a nivel global por LV (6,6%
promedio anual), donde el 7% se relaciona con coinfeccion por VIH, ademas de la
mortalidad por diagnéstico tardio y las edades extremas (nifios y adultos mayores
de 50 afos) (2).

Mas de 20 especies son infectantes para el hombre y América latina tiene cerca de
15 especies, Colombia se ubica con 7 especies en todo el territorio nacional, esta
enfermedad esta asociada con determinantes como la malnutricion, precarias
condiciones sanitarias, los desplazamientos, escasos recursos entre otros (3), de
acuerdo con datos historicos, Colombia ha sido golpeada por el conflicto armado
por mas de 52 anos, dejando multiples victimas a través del tiempo y el
departamento de Caqueta no es la excepcion ya que por estar ubicado en la zona
de transicion de la cordillera de los Andes al sistema amazonico, lo convierte en el
corredor estratégico y de migracion sobre todo en los entre los afos de 1946 y 1962,
ademas de estar enmarcado por la violencia, el apogeo cocalero, la débil presencia
del Estado, las dificiles condiciones sanitarias y econdmicas de la zona, sin dejar
de lado que la mayoria de terreno es inaccesible; todo estos actores han servido de
incentivo para la formacién de grupos armados ilegales y accionar diverso (guerrilla,
paramilitares y las organizaciones de narcotrafico) que han hecho de este
departamento y de unos cuantos mas a nivel nacional lugares idéneos para

establecerse como una organizacién implicando a su vez el éxodo de ciertos grupos
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poblacionales afectadas por dichas actividades, ademas de los cambios en la
economia autdbnoma de la region y con ello la aparicion de muchas enfermedades
que por sus mismas condiciones se adaptan facilmente (4).

El informe de desplazamiento de Unidad para la atencién y reparacion integral a las
victimas (2013), establece que las victimas del desplazamiento forzado ven
disminuidas sus garantias de proteccion y acceso a servicios basicos en salud, dada
la falta de atencion médica especializada para atender de forma eficiente las
enfermedades endémicas como LV en donde la prevalencia e incidencia de esta
enfermedad va en aumento en comunidades victimas de la violencia (7). Este
estudio tiene como objetivo principal determinar la seroprevalencia de LV en
desmovilizados de las FARC en la zona veredal Miravalle del departamento del
Caqueta, entre los meses de diciembre de 2021 y enero de 2022 mediante analisis
inmunoenzimatico (ELISA), dado que la seroprevalencia al ser la manifestacion de
anticuerpos IgG e IgM a nivel sanguineo de esta enfermedad en la poblacién objeto
de estudio podria arrojar resultados importantes para reforzar los programas en
salud y sus formas de intervencién, seguimiento de la enfermedad y monitoreo de
tratamientos en las poblaciones afectadas, optimizando los recursos en salud
publica, asi como dar pautas en el disefo de politicas publicas con mayor eficacia

en la prevencion, control y tratamiento de esta enfermedad (4).

Planteamiento de Problema
La enfermedad adquirida por Leishmania sp afecta a mas a un centenar de

personas a nivel mundial y se estima que cerca de 350 millones de personas se
encuentran en riesgo de contraerla. Se calcula que cada afio se reportan alrededor
de 0,7 a 1,2 millones de nuevos casos, de los cuales 500.000 son de tipo visceral y
el resto a casos de LC y en un porcentaje menor a leishmaniasis mucocutanea,

cifras que en la actualidad contindan en estudio (9).

Aungue se estima que la leishmaniasis es la novena causa de morbilidad mas
grande entre las enfermedades infecciosas, esta enfermedad ha sido ignorada en

gran medida en las discusiones sobre las prioridades de las enfermedades
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tropicales (13), la falta de medidas sencillas para el manejo de casos y la escasez
de datos de incidencia actuales resulta en un fracaso por parte de los entes
territoriales en salud con lo que no se profundiza en la importancia que tiene esta

enfermedad emergente y desatendida (13, 14).

Las diferencias en las manifestaciones clinicas de la leishmaniasis se explican solo
en parte por la especie de organismo causante de la infeccion (9, 15), muchas
publicaciones delinean las respuestas inmunitarias murinas y humanas durante la
leishmaniasis; sin embargo, es improbable que la comprension de la inmunidad del
huésped descubra cdmo un solo género es capaz de causar un grupo tan
heterogéneo de enfermedades, asi mismo la informacion sobre los polimorfismos
genéticos del hospedador y del parasito ha podido proporcionar avances en el
analisis sobre la inmunopatogenia de la enfermedad y ha sido de ayuda para hacer

un tratamiento mas efectivo y viable en contra de estos microorganismos (15).

Por otra parte, desde el &mbito econdémico la salud enfrenta grandes retos y maxime
si son paises considerados endémicos para leishmaniasis con una economia
restrictiva, cuya brecha se ahonda mas entre las necesidades y la prestacion de los
servicios en salud; obligando a racionalizar los gastos y optimizar los recursos de la
salud, no sin antes sumarle la problematica que tiene Colombia que es el conflicto
armado y la posiciéon frente a esta enfermedad que por muchos afios ha sido
estigmatizante y catalogada en el pais como "la enfermedad subversiva" o la
"enfermedad de la guerrilla” , en donde no solo se ven afectados los soldados, si no
también miembros de la guerrilla, paramilitares y civiles que por algiin motivo se han
expuesto a la selva; pero si se ve mas a fondo en si la enfermedad no es la que
tiene relacién con el conflicto armado, sino la medicina para curar una enfermedad
tropical que afecta a los actores de la guerra y a los habitantes de la ruralidad la que

esta relacionada con el conflicto armado (16).

Por ello es importante conocer ¢cual seroprevalencia de Leishmania visceral en
desmovilizados de las FARC de la zona veredal Miravalle del departamento del
Caqueta? cuyo andlisis no se ha tenido en cuenta en esta poblacion, considerando

que podria ser un aporte valioso ya que esta enfermedad no mortal y curable en



una instancia es emblematica de las formas en que la biomedicina, la salud publica
y la guerra se han entretejido en el pais por décadas, ademas porque la produccion
de conocimiento biomédico se basa y se organiza en torno a la violencia y las
desigualdades estructurales que enfrentan los afectados por esta enfermedad en la
Colombia rural, cosa que podria contribuir a una optimizacion de los recursos en
salud publica, dar pautas para redireccionar el disefio de politicas en salud con

mayor eficacia en la prevencion, control y tratamiento de esta enfermedad (16).

Justificacidn

Las leishmaniasis es una enfermedad de tipo zoondtica cuya afeccion ataca la piel,
las mucosas y las visceras, invadiendo a los macrofagos, a través de la picadura de
un insecto flebotomineo hembra del género Lutzomyia (17).

Las manifestaciones clinicas estan ligadas a la especie parasitaria y a la respuesta
inmunoldgica del huésped las cuales pueden traer afectacion a nivel cutaneo, de la
mucosa o visceral. La introduccién en el organismo se puede dar por la invasion de
parasitos provenientes de un reservorio animal (ciclo zoondtico) o como
consecuencia de los parasitos que el fleb6tomo ha tomado de otro huésped como
el humano (ciclo antroponético) (6).

LV es frecuente en animales domésticos, asi como en el hombre especialmente en
poblacion infantil donde las tasas de mortalidad son sobre todo en areas endémicas,
significando un grave problema para la Salud Publica. Los caninos domésticos son
un importante reservorio de esta enfermedad (18).

El diagndstico oportuno de esta afectacion, asi como la especie es de gran
importancia ya que facilita un tratamiento eficiente y apropiado. De acuerdo con esto
la OMS ha recomendado que el tratamiento solo se debe iniciar tras la confirmacion
de la enfermedad o en algunos casos la especie, ya que se ha demostrado que las
especies infecciosas influyen en la eficacia de los tratamientos y por consiguiente
en las recomendaciones terapéuticas, ademas de optimizar los recursos en salud
dado que a su vez es limitado (19). Ademas de la importancia debido a la alta
toxicidad de los medicamentos empleados para el tratamiento y la
farmacorresistencia y el uso restringido de los medicamentos en los pacientes
confirmados (20, 21).
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Ademas de lo anterior se sumerge la problematica de las victimas de la violencia
que se han visto afectadas en su componente fisico y mental ya que por
desplazamiento forzoso o reclutamiento para las milicias han padecido
enfermedades trasmitidas por vectores como la malaria, la tuberculosis, el
paludismo o leishmaniasis propias de corredores donde hay presencia de grupos
armados, afectando en mayor proporcion a las poblaciones mas vulnerables y las
personas de mas bajos recursos (22).

Y es que el conflicto armado ha tenido un impacto en la prestacién de los servicios
de salud a nivel del territorio nacional, segun la cronologia a consecuencias de la
dificultad para desplazarse hasta el lugar de conflicto por temor e inseguridad,
generando limitaciones en los programas preventivos o correctivos (22).

Por ello es importante entrelazar los componentes de una Colombia cruzada por
factores de violencia y la expectativa de paz y las enfermedades adquiridas en las
areas de combate y las secuelas fisicas que estas han dejado con el paso de los
afios como es el caso de la leishmaniasis; ya que son muchos los excombatientes
hacia las diferentes urbes del territorio nacional, en las cuales las condiciones de
precariedad son bastante amplias mientras logran adaptarse a un nuevo estilo de
vida, costumbres, creencias y valores con el anhelo de adquirir una vivienda digna
y un oficio con el cual subsistir, ya que en la mayoria de los casos esta poblacion
son reubicados en zonas con condiciones sanitarias precarias lo que favorece el
deterioro su salud, afladiendo el problema que se tiene por la dificultad de hacer

parte de un sistema de salud completo y oportuno (23).

Objetivos

Objetivo General
e Determinar la seroprevalencia de LV en desmovilizados de las FARC en la

zona veredal Miravalle del departamento del Caqueta.

Objetivos especificos
e I|dentificar lesiones localizadas presentes en la poblacion objeto de estudio

comparado con los resultados de hemoclasificacion.
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¢ |dentificar la presencia de anticuerpos IgG y IgM contra Leishmania visceral
en desmovilizados de las FARC en la zona veredal Miravalle del
departamento del Caqueta.

e Describir algunos datos demogréaficos de desmovilizados de las FARC en la

zona veredal Miravalle del departamento del Caqueta.

Marco Teorico

La enfermedad Kala-azar o lesihmaniasis visceral (LV) es transmitida principalmente
por la picadura de insectos hematofagos de los géneros Lutzomyia spp. para el
Nuevo Mundo y Phlebotomus spp. para el Viejo Mundo (1, 5). Leishmaniasis por
ser un evento de interés en salud publica por la alta morbilidad que presenta en su
forma clinica cutanea, por las multiples afecciones a nivel de la mucosa y por porque
es la segunda en enfermedad después de la malaria que puede causar la muerte
en su forma visceral. (6). De acuerdo con informacién del Instituto Nacional de Salud
(INS) en el boletin correspondiente a la semana epidemioldgica 52 de 2021 se han
notificado 5.177 casos en todo el territorio colombiano, de los cuales 261 casos
corresponden al departamento del Caqueta con un aumento del 66.3% respecto del
afio anterior para la misma fecha (7). Esta enfermedad se relaciona con los cambios
climaticos en el departamento ya que por su ubicacidén geografica es propicio para
la reemergencia de diversas enfermedades transmitidas por vectores, bajo
diagndstico y disminucién en las acciones preventivas y de promocion de la salud
para disminuir la incidencia de la enfermedad influenciada por la pandemia por
COVID-19 (3).

Desde el ambito econdmico la salud enfrenta grandes retos y maxime si son paises
considerados endémicos para leishmaniasis en los cuales predomina una economia
restrictiva, cuya brecha se ahonda mas entre las necesidades y la prestacion de los
servicios en salud; obligando a racionalizar los gastos y optimizar los recursos (4),
fortaleciendo las estrategias existentes de prevencion (control de vectores,
reservorios y educacion a la comunidad sobre esta enfermedad) (5).

En el marco normativo segun la Asamblea Mundial de la Salud en su Resolucion

WHA 60.13 de 2007 como norma internacional para la Leishmaniasis, establece
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intensificar esfuerzos para fortalecer las acciones de vigilancia y control de la
enfermedad, asi mismo en la Resolucién CD49.R19, 2009 de la Organizacién
Panamericana de la Salud (OPS) enfatiza en la eliminacién y control de
enfermedades desatendidas. En el 2015, en el comité Regional de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) para las Américas CD55/15, especifica y hace hincapié
en el Plan de accién para la eliminacion de las enfermedades infecciosas
desatendidas todo direccionado a aumentar el diagndstico y la cobertura del
tratamiento de diferentes formas clinicas de la leishmaniasis (6).

Segun datos del Departamento del Caqueta hasta la semana epidemiologica 36 de
2020 el 22% de los casos se registro en el sexo femenino y el 78% de los casos en
el sexo masculino para LC, municipios como Florencia y San Vicente del Caguan
son los que mas casos han reportado en el departamento, considerando que la
mayor incidencia de casos es entre los 21 y 40 afios de edad en donde hay mayor
afectacion del sexo masculino, el 63,7% a poblacion subsidiada, el 17,6% al régimen
especial, el 1,1% a no asegurado, el 7,7% al contributivo y el 3,3% al Indeterminado;
siendo la mayoria de los casos del area rural, es decir, poblacion joven y expuesta
a la picadura del vector por sus actividades en areas zoonéticas del parasito (8).
Los casos de LC son los que mas se han reportado en el territorio colombiano con
cerca del 99.6 % de todos los casos de leishmaniasis, en contraste con la LV cuya
distribucion geografica se encuentra en los municipios afluentes del rio Magdalena
y en algunos departamentos se han presentado focos endémicos de la enfermedad,
estos departamentos son Tolima, Cundinamarca, Huila, Bolivar, Cérdoba, Sucre,
Santander y Norte de Santander (9-11).

De acuerdo con la vigilancia epidemiolégica de la Leishmaniasis en el territorio
nacional se considera un problema de salud publica y o que se quiere es la creacion
de programas para el control, mitigacion de la morbilidad y la mortalidad en LV, al
igual que fortalecer las estrategias existentes de prevencion (control de vectores,
reservorios y educacion a la comunidad sobre esta enfermedad) y asi poder brindar
un diagndstico veraz, oportuno y resolutivo de los casos (11).

Para el afio 2013 en el territorio colombiano, el Ministerio de Salud y Proteccion

Social, expidié el Plan Decenal de Salud Publica 2012 — 2021 y centro el accionar
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en la Dimension vida saludable y enfermedades transmisibles estableciendo como
propésito “Reducir la carga de enfermedades transmitidas por vectores (malaria,
dengue, leishmaniasis, enfermedad de Chagas) que producen discapacidad,
mortalidad y morbilidad” por medio del monitoreo, evaluacion y seguimiento de la
Estrategia de gestion integral EGI-ETV en cumplimiento de sus objetivos como:
reduccion progresiva y sostenida del numero de muertes por leishmaniasis visceral
por lo menos del 1% en todas las entidades territoriales y disminuir la morbilidad por
leishmaniasis por debajo de 100 casos por cada 100.000 habitantes en riesgo (9).
Asi mismo el Decreto Unico Reglamentario del Sector Salud y Proteccién Social 780
de 2016, en el titulo 8, articulo 2.8.5.2.14 indica que las zoonosis deben ser
notificadas por periodos epidemioldgicos, el cual se esta cumpliendo a través del
Sistema de Vigilancia en Salud Publica. Adicional a ello en la Resolucién 429 de
2016 se establece la Politica de atencion integral en salud (PAIS) y en la Resolucion
3202 de 2016 el Manual Metodoldgico para la elaboracion e implementacion de las
Rutas integrales de Atencién en Salud (RIAS) como lineamiento para la atencion
integral de pacientes con leishmaniasis (9).

Asi mismo durante el acuerdo de paz firmado en noviembre 24 de 2016 para poner
fin al conflicto armado, se destacan 6 puntos importantes (12).

El primero: hacia un nuevo campo colombiano: Reforma rural Integral “RRI”,
segundo: participacion politica, tercero: fin del conflicto, cuarto: solucién al problema
de las drogas ilicitas, quinto: acuerdo sobre las victimas del conflicto y sexto:
implementacion, verificacion y refrendacion (12).

En este contexto es en el quinto punto en donde se debera implementar todas
intervenciones necesarias de reparacion de victimas implementadas con todos los
grupos del sector salud ya que como se sabe durante el tiempo en el que los ex
combatientes permanecieron en los campamentos durante la época de combate
carecian de una atencidn médica, servicio de urgencias, medicamentos,
permitiendo que enfermedades crénicas no hayan sido diagnosticadas a tiempo las
cuales se fueron incluyendo en el sistema de salud con intermediacion de Nueva
EPS (entidad que los vinculd a régimen subsidiado) una vez se inicié con la atencion
médica (13).
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Con lo anterior se hace imprescindible la atencién médica para los excombatientes
ya que fueron muchas los afios de exposicidbn a ataques de la guerra y a la
adquisicion de enfermedades selvaticas sin ninguna atencién profesional vy
oportuna, en donde algunas han tenido resolucion por si solas y otras con curacion
mediante remedios caseros lo cual podria repercutir en un futuro en la salud de los
excombatientes (13).

En Colombia se desarrolla el Plan Nacional de Prevencidon de la vinculacion que
junto con el ICBF con el apoyo de diversas entidades publicas y no
gubernamentales aunan esfuerzos en busca de restablecer los derechos de los
menores de edad desvinculados de estos grupo ilegales ya que son muchas las
secuelas acarreadas por la oleada del conflicto armado a través del tiempo siendo
este un causante del dafo a mujeres y hombres, traumatizando y dafando a las
familias y las comunidades, en donde la huella dejada es destructiva sobre todo en
las poblaciones mas vulnerables como los nifios y niflas ya que muchos de estos
han fallecido a causa de campos minados o en combate, ademas de los traumas al
vivenciar atrocidades como el asesinato de familiares, la tortura de sus padres,
madres, y vecinos, la destruccidén de sus viviendas y la muerte de sus mascotas
(14).

Son muchos los excombatientes que tienen marcas permanentes en su cuerpo
como consecuencia de enfermedades de tipo zoonéticas especialmente por
leishmaniasis, asi como amputacion de miembros a causa de artefactos explosivos,
por abuso sexual, tortura y entrenamientos pesados para la milicia, ademas de lo
anterior se le suma el estado nutricional que es de gran importancia en la defensa
contra agentes, por ejemplo si se presenta desorden del sistema inmune como
consecuencia de la mal nutricion podria ser responsable de infecciones
asintomaticas e incluso enfermedades graves, asi mismo podria aumentar la
susceptibilidad a enfermedades lo que ayuda a ser una limitante en la erradicacién

de esta zoonosis que ha causado tanta afectacidén por décadas a nivel mundial (15).
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A nivel nacional se han reportado siete especies de Leishmania de las 15 especies
gue coexisten en América segun la OMS (L. braziliensis, L. panamensis, L.
guyanensis, L. colombiensis, L. amazonensis, L. mexicana, asociadas con las
formas cutanea y mucocutdnea de la enfermedad y L. infantum asociada
principalmente a la forma visceral) (8, 9) que con ayuda de diversos factores de
riesgo tales como: pobreza, falta de saneamiento basico y presencia de posibles
reservorios silvestres o domeésticos, favorecen la presencia del vector y la
enfermedad, adicional a esto se suma el estado nutricional del huésped que es de
gran importancia en la defensa contra agentes, por ejemplo si el huésped presenta
desorden del sistema inmune como consecuencia de la mal nutricion podria ser
responsable de infecciones asintomaticas e incluso enfermedades graves, asi
mismo podria aumentar la susceptibilidad del huésped lo que ayuda a ser una
limitante en la erradicacion de esta zoonosis que ha causado tanta afectacion por

décadas a nivel mundial (10).

Por ello es importante conocer los factores genéticos del huésped, el contexto
inmunoldgico en que se produce la infeccidn y la especie, por lo variado de la
sintomatologia clinica de la leishmaniasis (9), ademas de la identificacion de la
especie infecciosa que ha pasado a ser un requisito esencial para el diagndstico y
el tratamiento (12), asi como para la comprensién de aspectos epidemiol6gicos
fundamentales como la identificacion de especies (9, 12).

Ciclo de vida

Las especies parasitarias del género Leishmania se agrupan en dos subgéneros:
el subgénero Leishmania que incluye las especies que se desarrollan en el tracto
digestivo del insecto (especies del Viejo Mundo y el complejo mexicano del Nuevo
Mundo), en tanto que el subgénero Viannia asocia las especies que se desarrollan
en el intestino posterior a la altura del triangulo pilérico como: L. panamensis, L.
braziliensis y L. guyanensis. Los parasitos de Leishmania tienen dos estadios en su
ciclo de vida: el primero en su forma promastigote que se encuentra en los insectos

o vectores, cuyo flagelo la de movilidad y el amastigote que es inmovil y se
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encuentra dentro de los macréfagos del huésped mamifero, el parasito debe
sobrevivir a tres microambientes diferentes: el primero en el tracto digestivo del
vector; segundo en el compartimiento extracelular de los hospederos cuando el
insecto inocula los promastigotes y tercero en los fagolisosomas de los macréfagos
(16).

En el tracto digestivo del vector el parasito sufre una serie de cambios bioquimicos,
morfolégicos y genéticos que lo llevan de una forma no infectiva (promastigote
prociclico) a una infectiva (promastigote metaciclico) permitiéndole sobrevivir al
nuevo ambiente dentro del reservorio, si bien se sabe la primera fase para el
desarrollo del parasito en el vector es el cambio de amastigote a promastigote
siguiente a las 18 a 24 horas de la ingestidon de la carga parasitaria, estos
promastigotes se someten a cambios de multiplicacion y estructurales pasando por
varios estadios morfoldgicos dentro del vector, en la actualidad se han descritos por
lo menos cinco formas durante el desarrollo del parasito Leishmania (subgénero
Leishmania):  promastigotes  prociclicos, nectoménadas, haptomdnadas,
promastigotes y por ultimo promastigotes metaciclicos (16).

Los promastigotes metaciclicos ingresan en los macrofagos dérmicos y se
diferencian en amastigotes replicativos para diseminarse a otros tejidos,
estimulando respuestas inflamatorias e infeccion persistente. El destino de estos
parasitos intracelulares define el tipo de enfermedad que se puede desarrollar ya

sea de tipo LC o mucocutanea hasta la LV, que puede ser mortal (17).

Moléculas asociadas a los cambios morfoldgicos, genéticos y bioquimicos de
Leishmania sp.

Durante el proceso de metaciclogénesis se sintetizan una serie de moléculas
expresadas exclusivamente en el promastigote infectivo (metaciclico); las moléculas
que mayormente han sido analizadas son son el lipofosfoglicano (LPG) vy la
glicoproteina gp63 expresadas considerablemente en la superficie de los
promastigotes, especialmente en el subgénero Leishmania en donde el LPG se
expresa en toda la superficie del amastigote formando un glicocalix, pero que
disminuyen o estan ausentes segun la especie o en el estadio de amastigote (17).
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El LPG es una molécula que posee una estructura conformada por cuatro dominios:
un lipido de anclaje tipo liso-1-o0-alquilfosfatidilinositol, un nucleo hexacarido, una
unidad repetitiva fosforilada, tipo PO4 -6 Galb1- 4 Mana-1 y un dominio terminal,
conformado en la mayoria de las especies caracterizadas por un disacarido o

trisacarido (ver figura) (16).
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Figura 1. Modificaciones del LPG durante el proceso de metaciclogénesis: A.
estructura del LPG en promastigotes prociclicos; B. estructura del LPG en

promastigotes metaciclicos.

Los cambios del LPG durante la metaciclogénesis radican primero en el aumento
en el tamafo del LPG y segundo en sustituciones o modificaciones en la
composicidn de azucares que forman parte de esta estructura o que estan presentes
en el dominio terminal y esto sucede especialmente en la fase logaritmica o de
crecimiento como se ha evidenciado en L. donovani, cosa que no sucede con las
cepas de Leishmania del Nuevo Mundo (subgénero Viannia) cuya expresion es muy
disminuida, por ejemplo la cepa de L. brazilienzis expresa 10 veces menos LPG que
lo que expresa L. major (16).

La otra molécula es la glicoproteina gp63 la cual es una metaloproteasa que puede
presentar polimorfismos entre especies y que esta disminuida en los amastigotes.
Estudios relacionan el incremento de su expresion con la infectividad de los

promastigotes metaciclicos. Existen otras moléculas como una ARN polimerasa
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putativa, una ATPasa putativa y una proteina relacionada con la hsp70 las cuales
se relacionan con la forma promastigote metaciclico de L. major (17).

Nuevas moléculas se han descrito expresadas en los promastigotes metaciclicos
por ejemplo: SHERP y HASP, al igual que genes meta-1, mat-1, los genes meta-1y
mat-1 se han identificado en L. major, sin embargo, meta-1 también se le relaciona
con L. amazonensis, L. donovani, L. infantum, L. panamensis y L. braziliensis, 1o
que sugiere un grado de virulencia mas alto el de la primera en comparacion con
las otras especies; existen analisis en sueros de personas infectadas con
Leishmania sp usando la proteina o péptidos recombinantes del gen B o HASP-B
en los cuales se ha evidenciado la presencia de anticuerpos lo que sugiere que
estas moléculas o proteinas estarian asociadas en la estimulacion o restriccion de

la respuesta inmune del huésped (18).

Aspectos inmunolégicos
Al ingresar el parasito al anfitrion los promastigotes hacen contacto con factores del

complemento antes de invadir a los macréfagos presentes en el sitio de la
inoculacién, es por ello la importancia de las formas de los promastigotes
metaciclicos ya que son infectivos y por lo tanto evaden con mayor facilidad la
acciéon del complemento, a diferencia de los promastigotes prociclicos que son mas
susceptibles al accionar del complemento aun en ausencia de anticuerpos
antileshmania, sin embargo parece ser que cada especie tiene su propio grado de
resistencia, varias razones que explicarian el mecanismo de evasion del
complemento por parte de los promastigotes; primero hay una rapida invasion a los
macrofagos, segundo una inactivacion del sistema inmune ya que la saliva de los
fleb6tomos contiene potente actividad antihemostatica, vasodilatadora, asi como
moléculas inmunomoduladoras que puede inducir cambios en las funciones de los
macrofagos y facilitar el establecimiento de la infeccidén en el huésped (19) y tercero
una diferenciacién del promastigote a un estadio infectivo haciéndolo mas resistente
(20).

Una molécula relacionada en la resistencia al complemento es el LPG, por ser un

polisacarido heterogéneo que contiene lipidos y por encontrarse en la superficie del
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parasito le confiere ventajas en la patogénesis dado que éste incrementa el grosor
de glicocalix el cual impide o bloquea la insercion del complejo de ataque a la
membrana C5b-9, en donde la funcion es anticomplemantaria (21).

De acuerdo con estudios se sabe que los promastigotes metaciclicos tienen una
mayor capacidad para transformar la fraccion C3b del complemento a la forma
inactiva C3bi o para fosforilar la fraccion C3, la cual al estar fosforilada no es
hidrolizada en C3b y C3a, inhibiendo como consecuencia las vias clasicas y alterna
del complemento. Adicional a esto la glicoproteina gp63 junto con otras proteinas
cinasas presentes en los promastigotes metaciclicos se relacionan también con la
inactivacion de la fraccion C3b o la fosforilacion de la fraccion C3 y facilita la invasion
de los macroéfagos (22).

Seguidamente en la invasién de los macréfagos por los promastigotes, éstos son
atacados por enzimas lisosémicas y por radicales libres de oxigeno, sin embargo,
gracias a la proteasa gp63 y al LPG que intervienen en la supervivencia del parasito,
evitan la extincién de éste, ya que el LPG inhibe la fusion fagosoma-endosoma y
elimina facilmente los metabolitos téxicos del oxigeno como el anién superéxido y
radicales hidroxilos ademas puede intervenir en la desactivacion del macrofago, e
inhibiendo la proteina cinasa C, la cual esta relacionada con la respuesta oxidativa
del macréfago, ganando tiempo necesario para la conversion de promastigote a
amastigote el cual es mas resistente a enzimas hidroliticas y al pH acido encontrado
en el fagolisosoma (23).

En la actualidad existen dos formas de respuesta inmune celular afectando el
resultado de la infeccidon por Leishmania las cuales han sido bien definidas en el
modelo murino con cepas de L. major, la primera respuesta inmune esta relacionada
con la resistencia a la infeccion y la secrecién de citocinas como IL-2, IFNy y IL-12
y la segunda respuesta se asocia con susceptibilidad a la enfermedad y con la
secrecion de citocinas como IL-4, IL-10 y TGF-; sin embargo, los promastigotes
metaciclicos presentan poca capacidad de inducir la expresion de IL-12 e IFN-y
tanto en células mononucleares de sangre periférica como en monocitos humanos,
cosa que no sucede con los promastigotes prociclicos producto del estadio de

crecimiento cuya habilidad para inducir IL-12, IFNy, TNFa y IL-10 esta definida (23).
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En contraste con lo anterior son muchos los estudios que se adelantan en la
busqueda de multiples tratamientos mas efectivos que no impliquen mayor riesgo
para quienes los requieren, sin embargo, aun no se ha logrado elaborar una vacuna
efectiva para brindar proteccion especifica y duradera contra la leishmaniasis; entre
ellos, se ha considerado el uso de las proteinas salivales de los fleb6tomos como
blanco de una vacuna, pero no se ha tenido respuesta favorable en la estimulacion
en la produccion de IFNy, que es critica para la produccién de una respuesta tipo
Th1 determinante para una respuesta contra el parasito en el sitio de la picadura
(19).

Aspectos genéticos
Asi mismo, se han aplicado distintos protocolos moleculares para la identificacion

de diversas especies mediante aislamientos de casos clinicos (6, 24); y que a su
vez demuestran que los factores genéticos del huésped y la asociacion de los genes
clasicos del antigeno leucocito humano (HLA) de las clases | y Il ubicadas dentro
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), codifican moléculas
fundamentales para la presentacién de antigenos a células TCD8+ y TCD4+, como
bien se sabe las células TCD4 + son los principales precursores de interferén (IFN)
- que controla la fase logaritmica parasitaria al inicio de la infeccion por Leishmania
sp, mientras que las células TCD8+ contribuyen en la produccion de IFN-y y la
diferenciacién de las respuestas Th1 (25).

Estudios en poblaciones de América ilustran el papel de los genes HLA como
mediadores de la susceptibilidad a leishmaniasis cutanea (LC), en donde la especie
mas predominante es L. braziliensis, ademas se ha demostrado que varios alelos
de clase | (HLA-B) y clase Il (HLA-DQ) estan relacionados con la sensibilidad o
proteccion a LC como es el caso de pacientes en Venezuela o cierta poblacion
mexicana que indica que quienes tienen alelos DRB1*0407, DPA1*0401 vy
DPB1*0101 padecen un mayor riesgo a ser mas susceptibles a la enfermedad,
mientras que aquellos que presentan alelos DPB1*0401 y DR2 tienen un factor
protector hacia LC, de la misma manera lo sefala un estudio realizado al sur de

Brasil en el que se informa una predisponencia a lesiones cutaneas para varios
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alelos de clase | (HLA-B)y clase Il (HLA-DRB1), mientras que otro alelo HLA-
B confiere proteccién. Como se puede observar los diferentes de factores genéticos,
la etnia y las distintas formas génicas que hacen a cada individuo unico contribuye
a comprender los complejos mecanismos patdgenos subyacentes a la leishmaniasis
ayudando a identificar posibles vias moleculares comunes para el tratamiento y el
control (25).

Métodos diagndsticos
El diagnostico de la leishmaniasis esta dado por criterios clinicos, epidemioldgicos

y un analisis fisico con detenimiento que permite establecer un adecuado plan
terapéutico y la continuidad para el control de quienes hayan padecido esta
enfermedad y de quienes son presuntivos. Esta zoonosis produce una serie de
lesiones sobre la piel y en contraste con la Leishmaniasis visceral produce un
cuadro febril, anemia y esplenomegalia, ésta enfermedad es relevante ya que puede
ser oportunista si coexiste con VIH o con otra inmunosupresion, es por ello que se
han desarrollado numerosos métodos para la identificacion del parasito en los que
se encuentran: examen microscopico, cultivo, test de aglutinacion directa (DAT),
ensayo inmunoenzimatico (ELISA), Test de anticuerpos inmunofluorescentes (IFAT)
y reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR), para lo cual se requiere personal
de la salud experto, costos y tiempo (26).

El uso de métodos seroldgicos puede servir para el diagndéstico de casos en la forma
cutanea, aun cuando no haya mayor utilidad y muchos autores se contradigan ya
sea por la variabilidad en la eficacia, la sensibilidad y las reacciones cruzadas en la
prueba, frente a las especies del viejo y nuevo mundo, actualmente se describieron
protocolos de ELISA especie-especificos con valores de sensibilidad comparables
(84,6 % y 88,5 %) y una especificidad adecuada (96,2 %) en los que se propone el
uso de estas pruebas como complemento para el diagndéstico de formas cutaneas
causadas por L. braziliensis, L. guyanensis y L. amazonensis lo contrario sucede
con leishmaniasis visceral en donde la deteccién de anticuerpos especificos resulta
muy util para el diagndstico (27).

La prueba de ELISA es el mas usado para la deteccion de LV especialmente las que
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contienen el antigeno rK39 ofreciendo un diagndstico en lugares remotos, con una
sensibilidad de 80-100%; no obstante, hay reacciones cruzadas con Trypanosoma
cruzi, toxoplasma y tuberculosis haciéndolas menos especificas. Este método
cuenta con una serie de principios (3):

1. En la membrana son absorbidos el antigeno recombinante y una proteina
especifica conjugada con un fluorocromo.

2. En una muestra de un paciente con LV la proteina especifica se une a los
anticuerpos anti-Leishmania.

3. L a aparicién de la banda de color se da porque el complejo proteina-anticuerpo
es capturado por los antigenos recombinantes.

4. Realizar la lectura de la prueba entre 10y 20 minutos (3).

Diagnéstico de leishmaniasis cutanea y mucocutanea:

Examen directo.
Este método es rapido, econdmico y de facil realizacion en los centros de salud,

cuya sensibilidad es de un 85% a 90 % y su variabilidad esta dada por diferentes
factores como el tiempo de evolucion de la lesidn, la técnica de la toma y coloracion
de la muestra y la pericia de quien realiza su lectura. Se deben tomar tres muestras
de la misma lesion tanto del borde como del centro de la ulcera, sin embargo,
cuando una lesion es cronica se debe diagnosticar mediante aspirado, si ésta
presenta sobreinfeccion bacteriana, se recomienda suministrar tratamiento
antibidtico durante cinco dias previo a la toma del examen (28).

Biopsia.

Una vez realizado los tres examenes de forma directa cuyo resultado ha sido
negativo se procede a la realizacion de biopsia para concluir un diagndstico
presuntivo por leishmaniasis y que no ha sido verificable mediante microscopia, asi
mismo, se puede procesar por metodos de deteccion de ADN del parasito con una
sensibilidad mayor a 70% (28).

Cultivo.
Para la realizacion de cultivos como método diagnostico se debe tener en cuenta
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que este se realiza a pacientes con examen directo negativo, prueba de Montenegro
reactiva y biopsia no concluyente, pacientes de zonas no caracterizadas
epidemiolégicamente, con menos de 6 meses de evoluciéon y con tratamiento fallido
(28).

Pruebas seroldgicas.
En el caso de las pruebas serolégicas como las de deteccion de anticuerpos

circulantes que se recomiendan son inmunofluorescencia indirecta (IFl) y ELISA,
por ejemplo, a todo paciente sospechoso de leishmaniasis mucocutanea se le
deben realizar 3 examenes al tiempo: biopsia muconasal, IFl y prueba de
Montenegro ya que si esta ultima es reactiva orienta para la realizacion de una
biopsia y la remision del paciente a nivel especializado, aun cuando este examen
no sea una prueba diagnostica ya que en zonas endémicas pueden dar pruebas
positivas sin padecer la enfermedad se considera importante para la orientacion al

igual que las de tipo inmunoldgico (28).

Diagndstico de leishmaniasis visceral.
Para la determinacion de leishmaniasis visceral se debe tener en cuenta una serie

de paraclinicos como hemograma ya que en este se evidencian alteraciones como
anemia, trombocitopenia y leucopenia, ademas de tiempos de coagulacion,
serologia, examen parasitolégico directo mediante aspirado de bazo, sin embargo,
con este ultimo se corre el riesgo de producir hemorragias internas, a veces
mortales, si el procedimiento es practicado por personal no entrenado, el cual es
indicado cuando por aspirado de médula 6sea es negativo al recuento parasitario

pero persiste la clinica (28).

Examen parasitoldgico mediante aspirado de médula 6sea.
Se lleva a cabo para la observacion de amastigotes en el aspirado por puncién de

médula 6sea la cual debe ser realizado en instituciones de segundo o tercer nivel

por personal entrenado y con experiencia en realizar este procedimiento (28).
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Deteccidon de anticuerpos IgG e IgM.
La IFI como método de apoyo diagnostico es importante ya que al ser positivo indica

la respuesta humoral del huésped por la presencia del parasito, con una sensibilidad
superior a 90% puede presentar reacciones cruzadas débiles con leishmaniasis
mucosa Y la enfermedad de Chagas, en cuanto a la Reaccién de Montenegro esta
es siempre no reactiva durante la fase activa de la enfermedad y por lo general se

hace reactiva entre 3 y 6 meses posterior al tratamiento (28).

Tratamiento
Actualmente el tratamiento de las leishmaniasis en Colombia es sistémico, el uso

de alternativas terapéuticas esta condicionado a criterio médico y a condiciones
especificas (embarazo, lactancia). Ademas, se considera que no solo un
medicamento es efectivo para todas las formas clinicas de la enfermedad y que
para seleccionar el tratamiento hay que tener en cuenta: la farmacocinética variable
del medicamento en las formas visceral y cutanea, ademas de las mas de 20
especies que infectan a humanos y la resistencia adquirida a los antimoniales, el
estado inmunoldgico del paciente, el medicamento adecuado y la disponibilidad de
este (28).

La OMS, en 2010, sugirid una reorientacion en el tratamiento de esta zoonosis en
donde da como opcidn inicial para el tratamiento de las formas cutaneas el uso de
terapias locales: antimoniales intralesionales, termoterapia y antimicéticos, el
suministro de medicamentos de primera eleccidn esta indicado a los pacientes con
confirmacion parasitolégica los cuales NO presentan alteraciones cardiacas,
hepaticas o renales y como segunda opcion medicamentos sistémicos como sales
antimoniales Pentamidina, Miltefocina y antimicéticos, teniendo en cuenta la
especie parasitaria, el numero de lesiones, el tipo y ubicacion de esta ya que el
propésito del tratamiento es prevenir la mortalidad (LV), prevenir morbilidad (LC),
acelerar la curacioén clinica, reducir el numero de cicatrices , prevenir recidivas y

prevenir farmacorresistencia (28).

Son varias las publicaciones sobre el tratamiento de esta enfermedad, por mucho
tiempo se ha considerado el medicamento de primera linea el Glucantime que se
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viene utilizando desde hace 60 anos a pesar de ser téxico, esta droga es la mas
efectiva para tratar la leishmaniasis y la mas recomendada, a esto se le suman otros
medicamentos como el Miltefosine como segunda opcién por via oral, algunos
estudios como el del Centro Internacional de Entrenamiento e Investigaciones
Médicas Cideim, de Cali indican que el Miltefosine no es superior, ni inferior que el
Glucantime, pero que los nifios eliminan el Glucantime mas facilmente porque
orinan mas y asi el medicamento no alcanza su accion en el cuerpo (29).

No obstante, el Glucantime lo controla completamente el Estado y no se consigue
en ninguna farmacia. El gobierno adquiere el medicamento a través del fondo
rotatorio de la OPS, a Sanofi-Aventis un laboratorio farmacéutico francés y la
distribuye hacia los entes gubernamentales y estas a las cabeceras municipales; sin
embargo, al ser la leishmaniasis es una enfermedad desatendida y emergente que
en su mayoria le da a las personas de las ruralidades no es rentable ni para las
farmacéuticas elaborar un medicamento diferente, ni para las droguerias venderla
por su alto costo (28).

Adicional a esto se le aflade que mas de la mitad de la droga que el Estado adquiere
va para las fuerzas militares, a través del ministerio de Defensa, por ser una
enfermedad no solo de la guerrilla sino también del ejército, por eso durante afos
se ha dicho que el gobierno controla la droga en parte como una estrategia de guerra
porque si un guerrillero llega a un centro de salud a decir que la tiene es una posible
fuente de informacién para saber dénde puede estar ubicado un Frente y en
ocasiones estigmatizar a los pacientes de “posible guerrillera”, lo que le causa miedo
al momento de acudir al puesto de Salud y optar por tratamientos naturales,
aumentando de esta manera los subregistros. Al no ser facil su adquisicién ya sea
como estrategia militar en la lucha contra la guerrilla, surge la otra problematica que
es la del contrabando o el trafico de este medicamento por grupos ilegales para
hacer llegar la droga a lugares mas apartados (28).

Existen varios grupos de investigacion en Colombia que buscan un tratamiento
efectivo, pero menos traumatico a esta enfermedad como es el caso de la
investigadora de la Universidad Nacional Lucy Gabriela Delgado y el grupo de

investigacion que han venido trabajando en la creacion de unos parches que
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recubren las llagas sin necesidad de ser un procedimiento invasivo, concluyendo
que, si el Glucantime es inyectado funcionando de adentro hacia afuera, por qué no
idear algo que actue de afuera hacia adentro (30).

Pero lo que hoy pasa en gran parte del territorio nacional si es una muestra de los
problemas de salud publica y los mas afectados son y seran los pueblos que antes
atendian heridos en combate y que ahora sin guerra, reciben y recibiran personas

especialmente nifios con leishmaniasis (29).

Metodologia
Tipo de estudio: Se realizé un estudio de corte transversal descriptivo observacional.

Poblacidn (universo): se realizé en el asentamiento de desmovilizados de las FARC

de la zona veredal Miravalle del departamento del Caqueta.

Muestra: El proyecto fue no probabilistico y la seleccién de la muestra se hizo por

conveniencia, todos los integrantes han estado expuestos al vector. Se tomé la
muestra a 40 personas que voluntariamente quisieran participar, el tamafio total de

la poblacion en la comunidad estudiada es alrededor de 60 personas.

Descripcion de variables: se tuvo en cuenta la edad, el sexo y las cicatrices en la piel

que fueron sugestivas a leishmaniasis en el grupo de desmovilizados de la zona

veredal de Miravalle en el departamento del Caqueta.

Disefio e instrumentos para la recoleccion de la informacion: Se tabularon los datos

sociodemograficos de la poblacién en estudio en software Excel 2019.
Criterios de inclusion:

e Que vivan en el asentamiento de desmovilizados las FARC zona veredal

Miravalle.
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Criterios de exclusion:

e Ninos menores de un ano de nacidos.

e Mujeres embarazadas.

e Personas con enfermedades como VIH, Cancer o inmunodeficiencias

primarias.

e Personas que no quieran participar en la investigacion

Operacionalizacién de las variables:

Objetivos Variables Indicador | Definicion Tipos de Nivel de
variables medicion
Identificar Lesiones en | SI Una lesién cutdnea | Cualitativa Nominal
lesiones piel NO es una parte de la dicotémica
localizadas piel que tiene un
presentes en la crecimiento o
poblacién objeto apariencia anormal
de estudio en comparacion con
comparado  con la piel que la rodea.
los resultados de | Grupo O Un grupo sanguineo | Cualitativa Nominal
hemoclasificacion. | Sanguineo | A es una clasificacion | policotomica
B de la sangre de
AB acuerdo con las
caracteristicas
presentes en la
capa exterior de los
glébulos rojos y en
el suero de la
sangre.
Identificar la | Resultado Positivo Prueba Cualitativa Nominal
presencia de | de la Negativo | inmunoenzimética dicotomica
anticuerpos IgG y | prueba de indirecta para
IgM contra | ELISA determinar
Leishmania anticuerpos
visceral en IgG+IgM frente a
desmovilizados de Leishmania visceral
las FARC en la en suero/plasma
zona veredal humano.
Miravalle del
departamento del
Caqueta.
Describir algunos | Edad Afios Tiempo que ha Cuantitativa | De razon
datos vivido una persona | discreta
demograficos de u otro ser vivo
desmovilizados de contando desde su
las FARC en la nacimiento.
zona veredal | Genero Masculino | Género es un Cualitativa Nominal
Miravalle del Femenino | término técnico dicotémica
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departamento del especifico en
Caqueta. ciencias sociales
que alude al
«conjunto de
caracteristicas
diferenciadas que
cada sociedad
asigna a hombres y
mujeres»

Control de Sesgo y error
Sesgo de Seleccion: es una investigacion de tipo transversal y se tenia una

poblacion accesible bien delimitada, se decidié hacer un muestreo no probabilistico
tomando a todas las personas del asentamiento con unos minimos criterios de
exclusion claros, para hacer la inclusién consecutiva sin descartar a nadie (31), el
error fue que no todos aceptaron participar voluntariamente. Este sesgo también se

conoce como sesgo de autoseleccion o participacidn con voluntarios.
Sesgo de informacidn: Para evitar este tipo de sesgo se realizo la entrevista con

registro inmediato de los datos en una tabla de Excel, los tubos con las muestras de
sangre fueron rotulados y guardados inmediatamente después de la toma para

evitar confusion con las muestras.
Sesgos de confusidn: Las muestras fueron procesadas por duplicado y tenian

controles internos de la prueba para evitar posibles errores de la prueba, se utilizd

un kit con registro sanitario para diagnostico en muestras humanas.

Obtencién de muestras: Para el analisis de anticuerpos I1gG e IgM para LV en las

muestras de los asentamientos de desmovilizados en el territorio anteriormente
mencionado se contd con la ayuda de Naciones Unidas para la obtencion de las
muestras previa aceptacion del consentimiento informado y la informacién requerida
brindada de forma clara a la poblacién. Para la recoleccion de las muestras (suero
y sangre total con etilendiaminotetraacético -EDTA ) se tomaron 40 muestras de
sangre total en un tubo colector (tapa amarilla que no contenga anticoagulantes y
tapa lila con EDTA) por venopuncion, se dejo por 30 minutos para que se coagulara
y luego centrifugar a 3500 rpm por 10 minutos para obtener el suero, dado que
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estas muestras no se procesaron de inmediato se refrigeraron a 2 a 8°C en viales
individuales al igual que las muestras de sangre total para la hemoclasificacion se
conservaron en su tubo original en cadena de frio y se enviaron hasta la facultad de
salud de la Universidad Surcolombiana de la ciudad de Neiva para su analisis y
posible deteccién de anticuerpos IgG e IgM mediante ensayo inmunoenzimatico
(ELISA) kit comercial, conservando la cadena de frio mediante un triple embalaje.
La prueba seroldgica que se realizé aplica para la realizacion de la prueba in vitro
para la determinacion cuantitativa de anticuerpos IgG e IgM contra Leishmania
visceral en suero humanos mediante la técnica de Microelisa en placa, adicional a
esto se realiz6 hemoclasificacion a las 40 muestras en sangre total con aditivo
EDTA.

Prueba seroldgica

ELISA hace la deteccion indirecta de anticuerpos (Acs) IgG e IgM utiliza antigenos
especificos a Leishmania visceral con los cuales se recubren los micropocillos
ELISA. En la primera etapa de incubacion, los anticuerpos contra Leishmania
contenidos en la prueba o el control se fijan especificamente a los antigenos
inmovilizados. Al final de la incubacion, los componentes excesivos son eliminados

por lavado.

Eliminacién de conjugado mediante lavado (segunda etapa de lavado) y afiadir
TMB/Sustrato (etapa 3), se forma un color azul que se transforma a amarillo
después de parar la reaccién. La intensidad de este color es directamente

proporcional a la cantidad de Acs IgG o IgM en la muestra.

La absorbancia de los controles y muestras se determiné mediante el uso de un
lector de micropocillos ELISA el equipo utilizado fue 800 microplate reader de
Biotek. Los resultados de los pacientes se obtuvieron por comparacion con un valor

de punto de corte o expresados en unidades (U/ml).

Se usaron los 40 sueros colectados en tubos de tapa amarilla con gel, tomados

segun el procedimiento descrito anteriormente, se tuvo en cuenta que los sueros no
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estuvieran lipémicos o hemolizados las muestras se descongelaron una sola vez al

instante de realizar el procedimiento pasando de congelacion a refrigeracion.

Los insumos como micropocillos, solucién de lavado, substrato, conjugado,

controles, cut off y solucién de parada fueron puestos a temperatura ambiente antes

de iniciar el ensayo.

Se preparo la solucién de trabajo [WAHS] -Diluyendo 1 porcién con 19 porciones de

agua desionizada fresca.

Se sigui6 procedimiento exactamente como describe el inserto del kit

v

Una vez atemperados los insumos junto con las muestras se trasfieren 50 Ul
en cada pocillo de la placa por duplicado al igual que los controles y el

calibrador o cut off.
Se incubd la placa por 60 min a 37 °C

Se lavaron los pocillos 3 veces con [WAHS], asegurandose que los pocillos

sean llenados completamente y espirados (liquido remanente: < 15 pl).
Posterior a ello se adicion6 100 pl de conjugado a los micropocillos utilizados.
Se coloco la placa a Incubar por 30 min a 37 °C

Se realizé lavado de los pocillos 3 veces con [WAHS], asegurandose que los

pocillos sean llenados completamente y espirados.

Se adicionaron 100 pul de reactivo substrato (tapa verde) a los micropocillos

empleados.
Se incubd la placa por 30 minutos a 17-25 °C libre de la luz.
Se agreg6 100 pl de solucién stop cuidadosamente.

Por ultimo, se midio la absorbancia dentro de los 30 minutos con una longitud
de onda de referencia de 450 - 630 nm en el analizador que cuenta con un

software integrado donde se programaron las muestras y la prueba a analizar

Los resultados se reportaron en U/ml, segun casa matriz.
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De acuerdo con los lineamientos de calidad del inserto del kit las muestras cuyas
absorbancias <9 U/ml fueron consideradas negativas, las que fueron >11 U/ml como

positivas y las que se encontraron entre 9-11 U/ml en zona gris.

Analisis estadistico: Con los datos obtenidos, edad, género y cicatrices en la piel, en

concordancia con los resultados de la prueba de laboratorio se realizé estadistica
descriptiva, se analizé con prueba chi cuadrado, después se realizé V-Cramer para
medir la asociacion de dos variables categéricas para las variables que obtuvieron
menos del 20% de las celdas con frecuencias esperadas con valores menores a 5
y prueba de bondad de ajuste para los variables que obtuvieron mas del 20% de las
celdas con frecuencias esperadas con valores menores a 5, se utilizé el software
estadistico IBM SPSS Statistics Version 25.

Consideraciones éticas: En la mente de las personas no se tiene un imaginario sobre

las secuelas que ha dejado el conflicto armado en el pais, sobre todo en la poblacion
infantil y adolescente que han sido participes de ella convirtiéndolas en grupos
vulnerables, por esta razén esta investigacidon se realizd considerando las
disposiciones éticas de la Resolucidon 8430 de 1993, la cual establece las normas
cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud. Segun el
Articulo 11, se considera como Investigacion con riesgo minimo para los
participantes, ya que este estudio fue prospectivo y se realizé una venopuncién que
no genero un riesgo para la salud de las personas y se empleo el registro de datos
a través de una encuesta, no sin antes tomar en cuenta quienes querian hacer
parte de este trabajo o quienes no, ya que algunos no permiten la realizacion de
examenes de laboratorio 0 médicos para descartar patologias como leishmaniasis,
paludismo, lumbalgias mecanicas, atrofias osteomusculares por manipulacion de
artefactos explosivos, sin tratamiento, se hizo uso de un consentimiento informado
y para el caso de menores de edad se cont6 con el permiso de sus cuidadores ya
que por ser una situacion de conflicto y posconflicto hace de este contexto un

ambiente desafiante para la intervencién de la comunidad por tener un alto grado
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de vulnerabilidad y por las secuelas que la guerra ha dejado impregnados en sus
vidas en donde priman caracteristicas de desconfianza, estancamiento econémico

y pobreza (14).

Principios de bioética

No maleficencia: Para la realizacién de este proyecto se obtuvo la informacion de la

revision de datos adquiridos en una encuesta realizada en el momento de la toma
de muestras de sangre, los participantes tuvieron un riesgo minimo contra su

integridad.

Justicia: Toda la informacién que se adquirié de las encuestas, de los examenes de

laboratorio fueron tratados de forma igualitaria, sin hacer discriminacion de ningun
orden ni por ningun motivo, sin tener en cuenta aquellos que cumplieron con los

criterios de exclusion.

Autonomia: Para la realizacién del proyecto, se tuvo en cuenta las personas que

cumplieron debidamente con los criterios de inclusién, donde se empled el

consentimiento informado que contempla informacién para fines cientificos.

Confidencialidad: La informacion que se obtuvo de los resultados del proyecto se
consignd en una base de datos que solo los investigadores de la Universidad
Surcolombiana y estudiante de la maestria en Salud Publica de la Universidad del
Rosario pueden tener acceso, por tanto, es considerada sensible y de caracter
restringida en su divulgacion, manejo y utilizacion, de manera que sera utilizada bajo

estricta confidencialidad y privacidad a cargo del investigador principal.

Beneficencia: Generar informacion sobre la seroprevalencia de la Leishmania en

personas desmovilizadas de las FARC y que han estado expuestas al parasito, que

promovera la futura creacidn de protocolos de vigilancia epidemiolégica
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pretendiendo mejorar las posibilidades de la intervencion para prevencion o

tratamiento.

Alcance: Este proyecto fue encaminado a conocer factores como la seroprevalencia

de Leishmania en personas desmovilizadas de las FARC que estuvieron expuesta
al vector por mucho tiempo. Esta investigacion servira de referencia para otros
estudios y conocer como esta la poblacién objeto de estudio. La Universidad se
beneficiara de este proyecto como institucion de referencia generadora de
investigacion en el sur del pais y con articulos cientificos en el area de estudio.

Costo — beneficio: Esta investigacion busco beneficiar a las personas que viven en

zona veredal Miravalle, por ser personas que se acogieron al acuerdo de paz
firmado con las FARC, excombatientes que han sido expuestos al vector, para lo
cual fue necesario proporcionar algunos datos y una muestra de sangre. Para la
institucion el costo tampoco es significativo puesto que la totalidad del estudio es
financiado por recursos propios. La Universidad Surcolombiana y Universidad del
Rosario se beneficiaran al poder obtener articulos cientificos publicados en revistas
indexada y para los investigadores sera util profundizar en temas de salud publica.

Impacto: El Impacto sobre las personas que viven en zona veredal Miravalle, a la

comunidad cientifica y universitaria se generé al proporcionar informacién
importante sobre el diagnostico, informacion seroldgica del parasito. En el ambito
académico se estd generando conocimiento aportando casos a la literatura
cientifica a nivel nacional y local. A nivel académico se enriquece el conocimiento

especifico sobre la informacion especifica para la region.

Tratamiento y proteccidn de datos: En cumplimiento de la Ley 1581 de 2012 y del

Decreto 1377 de 2013, mediante los cuales se dictan disposiciones para la
proteccion de datos personales y en el desarrollo del derecho constitucional que
tienen todas las personas a conocer, actualizar y rectificar la informacion que se
haya recogido sobre ellas en bases de datos o archivos, los investigadores son
responsables del tratamiento de los datos personales, cuya informacion obtenida se

hace en el desarrollo de la investigacién, se comprometen con el cumplimiento de
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la normativa mencionada.

De la misma manera, y en desarrollo de los principios de finalidad y libertad, la
recoleccion de datos se limitd a aquellos datos personales que son pertinentes y
adecuados para la finalidad para la cual son recolectados o requeridos conforme a
la normatividad vigente. Salvo los casos expresamente previstos en la Ley, no se

recolecto datos personales sin autorizacion del Titular.

Los investigadores se comprometen a dar un adecuado uso y tratamiento de los
datos personales (sensibles 0 no sensibles) de sus titulares, bajo la debida custodia
y politicas de seguridad de la informacion, que aseguren que terceros no accedan

a informacion sin la debida autorizacion.

Declaracién de no conflicto de intereses: Los investigadores declaran que no tiene

ninguna situacion de conflicto de interés real, potencial o evidente, en relacién con
la ejecucion del proyecto. Se comprometen ante el Comité de Etica de la
Universidad Surcolombiana a comunicarles de manera inmediata, si por alguna
razon me enfrentara a un conflicto de interés, que pueda afectar el desarrollo de la
investigacion. Para los derechos de autoria se regira segun normativa vigente de la

Universidad Surcolombiana y la Universidad del Rosario.

Resultados

Se realiz6 un estudio de tipo descriptivo transversal para determinar la
seroprevalencia de Leishmania en desmovilizados de las FARC en la zona veredal
Miravalle en el departamento del Caqueta, donde n = 40 con un minimo de edad de
10 afios y un maximo 63 afios (Tabla 1) (Grafica 1), Durante la fase inicial se realizé
la capacitacion y retroalimentacion de la enfermedad (leishmaniasis), ciclo bioldgico,
forma de transmision (vector, reservorio), epidemiologia, formas clinicas,

tratamientos y metodos de mitigacion de la enfermedad en forma de conversatorio,
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adicional a esto se hizo una caracterizacion individual mediante encuesta en donde
se obtuvo los siguientes datos evidenciando que de los 40 participantes en el
estudio 21 correspondian al sexo género femenino y que 19 al masculino (grafica2),
se determiné que el 17.5% con lesiones sugestivas de Lishmania sp correspondian
al género masculino versus 12.5% al género femenino, el 70 % no presentaba
lesiones en piel y que solo el 30% si presentaba lesiones en piel (Tabla 2) (Grafica
3y 4), ademas las lesiones por Leishmania sp no estaba asociadas al género (Tabla
3). Se hizo andlisis usando chi cuadrado para encontrar asociacion entre las
variables género y lesiones en piel con un valor de P = 0,369, se usé la prueba de
Cremer para establecer la alta o baja intensidad de asociacion entre las variables
género y lesiones en piel (Tabla 4). La mayoria de los desmovilizados que hicieron
parte del estudio indicaron no tener enfermedades de base como diabetes,
hipertension, problemas cardiacos, renal y solo una persona indico padecer ataques
de epilepsia; adicional a esto todos los participantes argumentaron desempefiar un
oficio dentro del grupo y solo dos personas indicaron haber tenido la enfermedad
mas de una vez entre los afios 2004- 2010 y 2013. Se realiz6 hemoclasificacion a
las 40 muestras para establecer alguna asociacion o afinidad que predispusieran a

las personas con esta enfermedad (Grafica 4).

EDAD
n 40
Media 35,675
Mediana 35,5
Minimao 10
Maximao 63

Tabla 1. Namero de participantes, minimo y maximo de edad.
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Grafica 1. Grupo de edades.
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Grafica 2. De los 40 desmovilizados participes del estudio 21 corresponden al

género femenino y 19 al género masculino.

Tabla cruzada GENERO *LESION EN PIEL
LESION EN PIEL

Sl NO Total
GENERO  Masculino Recuento 7 12 19
% del total 17,5% 30,0% 47,5%
Femenino Recuento 5 16 21
% del total 12,5% 40,0% 52,5%
Total Recuento 12 28 40
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% del total 30,0% 70,0% 100,0%

Tabla 2. Porcentaje de poblacion con lesiones aparentes por Leishmania sp vs genero.

Pruebas de chi-cuadrado

Significacion Significacion
asintética Significacion exacta
Valor Df (bilateral) exacta (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson ,8072 1 ,369 )
Correccién de continuidad® ,306 1 ,580
Razon de verosimilitud ,808 1 ,369
Prueba exacta de Fisher ,494 ,290
Asociacion lineal por lineal , 787 1 375
N de casos validos 40

a. 0 casillas (0,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es 5,70.

b. Sélo se ha calculado para una tabla 2x2.

Tabla 3. Asociacidn entre lesiones vs género.

Medidas simétricas
Significacion

Valor aproximada

Nominal por Nominal Phi 142 ,369
V de Cramer ,369
N de casos validos 40

Tabla 4. Asociacidn con lesiones en piel.
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Grafica 3. Numero de personas con lesiones por Leishmania sp segun género.

LESIONES EN PIEL

12(30 %)

——28(70 %)

Grafica 4. Porcentaje de personas que presentaron lesiones vs quienes no

presentaron lesiones presuntivas de Leishmania cutanea.

Para el diagnostico serolégico se corrieron las 40 muestras por duplicado y se
obtuvo hallazgos en donde solo el 2.5% presento seropositividad para anticuerpos
IgG (Acs IgG) y el 97.5% no presento resultados positivos para Acs IgG e IgM contra
Leishmania visceral.G
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Hemoclasificacion
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Grafica 5. Asociacion sanguinea con Leishmaniasis sp

Para el analisis de asociacion entre grupos sanguineos y lesiones en piel se emple6
chi cuadrado como prueba de bondad de ajuste (Tablas 5y 6). El 17.5 % de los
participantes con grupo sanguineo O+ presentaban lesiones aparentes para
Leishmania sp o tuvieron la enfermedad en algin momento frente a un 40% del
mismo grupo que aun no han tenido la enfermedad, el 10% correspondieron a los
de grupo sanguineo A+ relacionados con leishmaniasis en contraste con el 17.5%
del mismo grupo sanguineo que no han tenido leishmaniasis y el 2.5% con
hemoclasificacién B+ presentaron algun tipo de lesiéon en comparacion con el 7.5%
restante que no ha tenido esta afectacion, y ninguno de los participantes con
hemoclasificacion sanguinea AB+ presento asociacion con esta enfermedad en
nuestro estudio y el otro 70% de los participantes no presentaron lesiones (Grafica
5).

Chi cuadrado como prueba de bondad de ajuste
GRUPO SANGUINEO

N observado N esperada Residuo
O+ 23 10,0 13,0
A+ 11 10,0 1,0
B+ 4 10,0 -6,0
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AB+ 2 10,0 -8,0
Total 40

Estadisticos de prueba

GRUPO
SANGUINEO
Chi-cuadrado 27,0002
gl 3
Sig. asintotica ,000

a. 0 casillas (0,0%) han esperado
frecuencias menores que 5. La
frecuencia minima de casilla esperada
es 10,0.

Discusion

En Colombia se ha identificado diferentes especies para Leishmaniasis cutanea a
partir de lesiones en piel, segun Salgado y Cols (2019) reporta 36 estudios para LC
en pacientes en forma clinica, donde departamentos como Antioquia (10/36), Narifio
(9/36), Meta (8/36), Tolima (8/36), Choco (7/36), y Valle del Cauca (7/36). Existen
pocos reportes sobre LM, en donde departamentos como Caqueta, Choco,
Cundinamarca, Meta, Narifio, Putumayo y Valle del Cauca han reportado esta forma
clinica; en cuanto a casos por LV solo han sido dos articulos (32), los resultados de
este estudio coinciden con los datos de este autor ya que solo se obtuvo (1/40) el

2.5% de seropositividad de las muestras analizadas.

Segun Lugo y Cols, (2015) en su estudio sobre seroprevalencia en caninos durante
los 8 afios en las 13 entidades federales de Venezuela concluye que Leishmaniasis
Visceral Canina (LVC) es endémica en la gran parte del territorio con una
prevalencia del 14.8% de los caninos estudiados; los estados con mayor prevalencia
de LVC fueron los estados Lara (19%), Guarico (18%) y Anzoategui (16%) (33).
Zambrano H, y cols. (2015), realizaron un estudio de campo por un brote urbano de

Leishmaniasis que se confirmd en siete nifios por aspirado de medula 6sea o bazo

41



donde se evidenci6 la presencia de amastigotes de Leishmania sp, y por estudio
serologico mediante Inmunofluorescencia Indirecta (IFl), ademas de realizar un
estudio de seroprevalencia en 1182 caninos (IFI y rK39) reportando un 6.1%; de los
animales positivos (34, 35). Paternina y Cols (2016), analizaron 122 muestras de
perros de los municipios de Ovejas, Sampués y Sincelejo por (IFl) para la deteccién
de Acs anti-Leishmania detectando un 69,6% (IC95% = 61,1 — 78,2), el municipio
con mayor seropositividad fue Sincelejo con un 72 % (IC95 % = 61,1 — 82,8),
seguido del municipio de Sampués con un 68,4% (IC95% = 52,3 — 84,5), mientras
gue el municipio de Ovejas con un 55,5% (IC95% = 21,2 — 86,3) (36). Vasquez y
Cols (2019), en su estudio sobre seroprevalencia en una poblacion de Cajamarca
Perud, demostro la presencia de anticuerpos IgG anti-Leishmania, equivalente a una
seroprevalencia del 2,9% (5/173) de la muestra (IC 95 %: 1 a 5%), en contraste con
un estudio realizado en los distritos de Paccha y Chadin en la misma provincia de
Chota (28,3%) (37). La mayoria de los estudios en seroprevalencia se ha realizado
en poblaciéon canina y se evidencia pocos estudios de prevalencia en poblacién
humana, se evidencia una alta seroprevalencia en animales en cuanto los
resultados de Vasquez y Cols que se realiz6 en Peru la prevalencia fue de 2.9 % en
humanos comparada con el 1.6% en este estudio.

Conclusiones

Estudios realizados sobre prevalencia se encuentra muy pocos, y en poblacion
desmovilizadas no hay registro, es importante porque, aunque fue una reducida
poblacibn se encontré6 Acs anti-leshmania LV, después de 5 afios de
desmovilizacion adn persiste una titulacion de estos anticuerpos dadas las
condiciones de exposicion al vector y por estar en una zona endémica a la

enfermedad.
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Recomendaciones

Para estudios posteriores se recomienda hacer tamizaje en mascotas
pertenecientes a la zona, pareadas junto con la de sus cuidadores ya que pueden

ser reservorios de esta enfermedad.

Intensificar los estudios sobre seroprevalencia de LV en las diferentes zonas
veredales de desmovilizados de las FARC y en poblacion rural de zonas apartadas
ya que la mayoria de los datos son obtenidos de estudios en poblacion canina y asi
de esta manera tener mayores datos estadisticos, para orientacion diagnostica

oportuna y de evaluacién del comportamiento de la enfermedad a nivel geografico.

Esta enfermedad catalogada como emergente y desatendida se encuentra dentro
del marco legal para la notificacion obligatoria lo que constituye un reto para los
entes territoriales ya que puede haber subregistros dadas las condiciones de acceso
geografico a ciertas comunidades alejadas de la periferia y carentes de saneamiento

basico.
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