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Experiencias diagnosticas y
terapéuticas de la leishmaniasis
tegumentaria americana en el Instituto
de Medicina Tropical de Caracas,
Venezuela, 2004-2009

Alfonso J. Rodriguez-Morales, Pedro Navarro, Olinda
M. Delgado, Virginia Coraspe, Sylvia Silva, Luis A.
Colmenares, Mariselys Miquilareno, Amando Martin
Instituto de Medicina Tropical Félix Pifano, Universidad
Central de Venezuela, Caracas, Venezuela
Introduccion. La leishmaniasis tegumentaria
americanacontintasiendounadelasenfermedades
tropicales endémicas de mayor relevancia en
Venezuela que, dado el creciente fenémeno de
globalizacion, afecta no sélo poblacion de zonas
endémicas sino también a los viajeros.

Materiales y métodos. En el presente trabajo
se evaluaron 108 pacientes con leishmaniasis
tegumentaria americana, haciendo evaluacion
clinica, epidemiolégica y diagnostico con la prueba de
intradermorreaccion, demostracién de amastigotes
en frotis con tincién de Giemsa y la prueba de
inmunofluorescencia. Los pacientes se trataron con
series de antimoniato de meglumina (3 y 4,5 g/dia
por 10 dias), con seguimiento durante seis meses.
Resultados. Del total, 50,9 % era del sexo
masculino y 49,1 % del femenino; 72,2 %, adultos;
76,9 %, residentes de zonas endémicas cercanas
al IMT (estado Miranda); 8,3 %, residentes de otras
zonas endémicas de Venezuela, y 14,8 %, viajeros
que habian estado en zonas endémicas. Todos
los pacientes presentaron lesiones localizadas
en miembros inferiores, 64,8 % con una sola
ulcera. La evolucion fue satisfactoria en todos los
casos, alcanzando la curacion clinica al final del
seguimiento.

Conclusiones. EI diagnéstico y tratamiento
oportunos de la leishmaniasis tegumentaria
americana, asi como un buen diagnéstico
diferencial, permiten lograr altas tasas de curacion
clinica de la enfermedad. Sin embargo, sigue siendo
necesario mejorar la disponibilidad de herramientas
diagnodsticas y alternativas terapéuticas, aun
limitadas, dado el poco interés existente en
investigacion y desarrollo de nuevos antiparasitarios
para esta importante enfermedad tropical.

Confirmacion parasitologica de
infeccién asintomatica en tejidos
extralesionales de individuos de areas
endémicas para leishmaniasis cutanea
mediante PCR
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Centro Internacional de Entrenamiento e
Investigaciones Médicas, Cali, Colombia
Introduccién. La informacion epidemioldgica y
clinica sugiere que la infeccion con Leishmania
persiste indefinidamente después de la infeccion
asintomatica y de la sintomatica. No obstante,
la presencia de parasitos en individuos con
infeccidon asintomatica en areas endémicas para
leishmaniasis cutédnea, no se ha demostrado.

El objetivo de este estudio fue proveer confirmacion
parasitolégica de sujetos con prueba inmunolégica
de infeccidén asintomatica.

Métodos. La poblacion de estudio (n=30) incluyd
cinco grupos familiares, cada uno con un caso
historico de leishmaniasis cutanea. Ademas del
caso histérico, se incluyeron cuatro convivientes
(sanos o asintomaticos). Cinco individuos sanos
de area no endémica sirvieron de controles. Se
tomaron muestras de 10 ml de sangre periférica
y dos hisopados de mucosa nasal, conjuntiva y
amigdala. La deteccion de Leishmania Viannia se
hizo mediante PCR del ADNKk.

Resultados. Se amplific6 ADNk de Leishmania
en 4/5 (80 %) participantes con leishmaniasis
cutanea histérica y en 6/15 (40 %) individuos
asintomaticos, en una o mas de las muestras de
conjuntiva, sangre, amigdala y mucosa nasal; esta
ultima fue la muestra con mas casos positivos. No
se amplific6 ADNk en los participantes sanos de
area endémica o no endémica. A partir del ARN de
las muestras que fueron positivas para el ADNK,
se confirmé la presencia y viabilidad del parasito
mediante gRT-PCR de la molécula 7SL ARN.
Conclusiones. Mediante PCR del ADNk y gRT-
PCR del 7SLRNA, se demostrd la presencia y
viabilidad de L. Viannia en tejidos aparentemente
sanos en individuos asintomaticos y en pacientes
que tuvieron leishmaniasis hace méas de cinco afnos.
Estos resultados muestran que L. Viannia persiste
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en la poblacion asintomatica y en individuos
que presentaron cura clinica, y establece bases
metodoldgicas para comprender el papel de esta
poblacion en la transmision de la leishmaniasis
cutanea en Colombia.

Financiacion. Colciencias convenio 797-2009,
NIH/Fogarty contrato D-43TW006859 y NIH/NAID
contrato U19A1065866

Identificacion de especies de
Leishmania en Colombia por PCR-
RFLP del gen Hsp70

Rafael Villarreal, Carlos Muskus, Marcel Marin
Programa de Estudio y Control de Enfermedades
Tropicales, Universidad de Antioquia, Medellin,
Colombia

Introduccidn. La leishmaniasis afecta mas de 12
millones de personas en 88 paises del mundo, de
los cuales 72 son subdesarrollados. En Colombia se
presentan una gran variabilidad de especies, entre
las que se encuentran Leishmania panamensis,
L. braziliensis, L. guyanensis, L. infantum, L.
mexicanay L. amazonensis.

La vigilancia clinica y epidemiolégica de la
leishmaniasis en Colombia demanda la utilizacion
de herramientas sensibles y especificas, no sélo
para el diagnostico sino para la identificacion de
las especies de parasito. Para esto se deben hacer
estudios que conduzcan a la validacion clinica y
epidemioldgica de blancos moleculares, por lo
cual en el presente trabajo utilizamos la técnica de
PCR-RFLP basada en la amplificaciéon y digestién
del gen de la proteina de choque térmico de 70
kDa (Hsp70), el cual se conserva en la mayoria de
las especies de Leishmania.

Materiales. Se estandariz6 una PCR-RFLP del
gen Hsp70 siguiendo condiciones previamente
descritas en la literatura cientifica. Se extrajo ADN
de parasitos en cultivo empleando un kit comercial,
y se amplifico unaregion de 1.300 pb delgen Hsp70.
Los fragmentos amplificados fueron digeridos con la
enzima Haelll para diferenciar todas las especies;
para lograr una diferenciacion mas especifica entre
L. panamesisy L. guyanensis, se emple6 la enzima
Bccl, debido a que presentan algunas similitudes
en el perfil de bandas generado con Haelll y, con
base en un mapeo in silico, se pudo obtener un
perfil especifico de especies.

Resultados. Se amplificé un producto Unico y
del tamano esperado en todas las especies de
Leishmania evaluadas. Los amplificados fueron
digeridos y produjeron un patron especifico de
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bandas para cada especie, los cuales brindan
la posibilidad de diferenciar las especies de
Leishmania presentes en nuestro pais.
Conclusidén. Este estudio amplia mas el uso de
nuevos marcadores para la tipificacion de cepas
de Leishmania de cultivo.
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El PCR-miniexén es una prueba util
para el diagnodstico de leishmaniasis
cutanea en pacientes colombianos
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Introduccién. En Colombia no se cuenta con una
prueba molecular validada para el diagnéstico de
leishmaniasis cutanea. El examen directo permite
un diagndstico oportuno aunque poco sensible
en lesiones crénicas y la biopsia confirma el
diagnostico si el directo es negativo; sin embargo,
los resultados de estas pruebas dependen de la
experiencia del microscopista.

El objetivo del estudio fue validar el PCR-miniexén
para el diagnostico de leishmaniasis cutanea.
Materiales y métodos. Se incluyeron 228 laminas
de examen directo de pacientes colombianos con
sospecha clinica de leishmaniasis cutanea. Ciento
quince (115) de las laminas correspondian a casos
y 113 a no casos clasificados de acuerdo con un
estandar de referencia conformado por parametros
clinicos, histopatologicos, epidemiolégicos y de
laboratorio. La clasificacion de la muestra como
caso 0 no caso y la aplicacién de prueba, fueron
procesos independientes. EI ADN se extrajo a
partir de las laminas empleando DNeasy Blood
& Tissue kit®(QIAGEN). La amplificacion del gen
miniexon se hizo con los iniciadores Fme/Rme y
el fragmento amplificado present6 los siguientes
tamanos: 226-230 pb para el subgénero Viannia,
308 pb para Leishmania amazonensis, 340 bp para
L. mexicana y 418 pb para L. infantum chagasi.
Finalmente, se compararon los resultados de PCR
con el estandar de referencia y se calcularon las
caracteristicas operativas de la prueba.
Resultados. EI PCR-miniex6n fue positivo en
124 muestras y negativo en 102. Dos muestras
de casos fueron excluidas del andlisis por la
presencia de inhibidores de la PCR. Todas las
muestras positivas pertenecian al subgénero
Viannia. Con la aplicacion del PCR-miniexon se
obtuvo una sensibilidad de 89,4 % (IC,..,: 82,4-

95%"

93,8), especificidad de 79,6 % (IC,,,: 71,3-86),
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cociente de probabilidad positivo de 4,391 (IC,_, :

3,03-6,36) y cociente de probabilidad negativoggfe
0,133 (IC,.,: 0,077-0,229). El area bajo la curva

95%"

ROC fue en 0,845 (IC,,,,: 0,791-0,890; p<0,0001).
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Conclusiones. EI PCR-miniex6n es una prueba
uatil para el diagnostico de leishmaniasis cutanea a
partir del examen directo.
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