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RESUMEN

TITULO: VALIDACION DEL DIAGNOSTICO CLINICO EN LEISHMANIASIS CUTANEA,
REALIZADO POR MEDIADORES COMUNITARIOS PARA USO EN EL AREA RURAL

AUTORA: Juana Patricia Sanchez Villamil T

PALABRAS CLAVES: Leishmaniasis cutanea; Pruebas Diagnésticos; Sensibilidad y Especificidad;
Reproducibilidad; Validez.

DESCRIPCION O CONTENIDO

Objetivo. Evaluar la reproducibilidad y validez del diagnoéstico clinico de leishmaniasis cutanea
realizado por Trabajadores Comunitarios en Salud (TSC), en tres municipios endémicas en
Santander, tomando como Estandar de referencia el resultado positivo en al menos un método
parasitologico. Metodologia: Estudio de Evaluacion de Tecnologias Diagnosticas. Se realizo el
estudio en 196 personas con lesiones en piel y tiempo de evolucién mayor a 15 dias. A cada uno
les fue hecho diagnéstico clinico por TSC capacitados, y pruebas parasitologicas como examen
directo, cultivo y PCR. La validez del diagndstico clinico se evalu6 en una escala de certeza de 1 a
5. El poder de discriminacién diagnéstica se evalué mediante curvas ROC; y se evalué la
reproducibilidad, en 59 casos, entre dos TSC utilizando proporcion de acuerdos positivos y
negativos. Resultados. La prevalencia del diagnéstico positivo de leishmaniasis cutanea fue 83%
(IC 95% 77 — 88). Para todos los grados de certeza del diagnéstico clinico, la sensibilidad estuvo
entre 52% y 98% (k (1,0)= 39%) y la especificidad entre 9% y 55% (k(0,0)= 14%). El area bajo la
curva ROC fue de 56.5% (IC95% 45.6 — 67.4) La proporcién de acuerdos positivos y negativos fue
de 86.3% y 43.5% respectivamente. Conclusiéon. El diagnéstico clinico realizado por TSC no
tiene utilidad para establecer diagndstico de leishmaniasis cutdnea. Su mayor capacidad
discriminatoria la obtienen cuando consideran como positivas aquellas lesiones en quienes tienen
certeza y como negativas los casos en los que no se sabe, se sospecha o se tiene la certeza que
no es leishmaniasis.

: Trabajo de investigacion.
" Facultad de Salud, Maestria en Epidemiologia. Gerardo Mufioz Mantilla.



SUMMARY

TITLE: VALIDATION OF CLINICAL DIAGNOSIS IN CUTANEOUS LEISHMANIASIS,
PERFORMED BY COMMUNITY HEALTH NETWORKS FOR USE IN RURAL POPULATION *

AUTHOR: Juana Patricia Sanchez Villamil $

KEY WORDS: Cutaneous Leishmaniasis; diagnostic tests; Sensitivity and Specificity; Reliability;
Reproducibility; Validity.

Aim. To evaluate reliability and validity of clinical diagnosis in cutaneous Leishmaniasis done by
community health networks, in endemic rural areas in Santander, Colombia, taking as Gold
Standard diagnosis by at least one of the parasitologic methods. Methods. Study of Assessment
of diagnostic tests. Participants were 196 pacients, with skin lesions and evolution time more than
15 days. At the same time, were practiced clinical diagnostic and tissue samples, culture and
Polymerase Chain Reaction (PCR); all they were done by Community Healt Workers (TSC).
Clinical diagnostic by TSC was evaluate in diagnosis decision-making rating scale to 1 to 5,
explorating four test points. The optimal test point was evaluated by Receiver (ROC) and Quality
Operating Characteristic curve (QROC); also was evaluated the reproducibility between two TSC
with Cohen’s kappa and coefficient indexes of proportionate agreement in the observers' positive
(Ppos) and negative decisions (Pneg). Results. Positive leishmaniasis diagnosis prevalence was
83% (IC 95% 77 — 88%). For all clinical diagnosis decision-making points by TSC, the sensitivity
was between 52% y 98% (k (1,0)= 39%) y la especificidad entre 9% y 55% (k(0,0)= 14%). The
capacity of discrimination was 56.5% (IC95% 45.6 — 67.4). In 59 patients was obtained two clinical
diagnosis evaluated by different and independent TSC, on different times not upper than 15 days.
We estimated Ppos 86.3% y Pneg 43.5%. Conclusion. The clinical diagnosis done by community
health networks don’t have utility in diagnosis of cutaneous leishmaniasis; Its upper diagnosis
decision threshold, or capacity of discrimination between yes or not leishmaniasis, is obtained when
TSC take like positive lesions which ones that are thinking like leishmaniasis with complete certainty
and with probable suspicious that is cutaneous leishmaniasis; and take like negative lesions when
TSC considered uncertainly diagnosis, or is probable or they are sure that is not a leishmanial
lesion.

: Investigation
¥ Health Faculty, Epidemiologist Master Degree. Director: Gerardo Muioz Mantilla



INTRODUCCION

La Leishmaniasis es una enfermedad de distribucion mundial que afecta 88 paises, 72 de
estos en via de desarrollo. Es altamente endémica en muchas regiones de Colombia,
predominando la forma cutanea, para la cual se ha registrado incidencia de casos en 471
municipios del pais." Después de Brazil, entre los paises andinos, Colombia reporta
anualmente la mayor incidencia de casos, que durante la década del 90 y especialmente

2.3 Informe

en los ultimos afos ha mostrado un comportamiento en progresivo aumento.
del Instituto Nacional de Salud, con los datos obtenidos por medio del Sistema de
Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA), dan cuenta a cierre del afio 2005 de un total
18.100 casos notificados de leishmaniasis procedentes de todo el pais; comparado con el
afo 2004 hubo un incremento de 3794 casos (21.85%). El 99.34% (17.983) fueron casos
de Leishmaniasis Cutanea Localizada (LCL). * Para Santander, entre 1994 y 1998, el
promedio de casos detectados por vigilancia en salud publica fue de 400, para el 2002

aumenté a 896 casos °'° y al 2005 ascendi6 a 1287 casos (ver Anexo A).

Estos datos sitian a la leishmaniasis como un evento de salud de alto impacto para el
pais y especificamente para el Departamento de Santander, que junto con el dengue
constituye una de las enfermedades de transmisién vectorial con el mayor reporte en

nimero de casos. ’

A pesar de que existen herramientas para diagnéstico, tratamiento y control de vectores,
estas no han mostrado ser eficientes y se ha observado que el peso de la enfermedad
persiste e incluso tiende a aumentar. Es por esto que, con el fin de fortalecer la capacidad
de los paises en via de desarrollo para implementar las estrategias de prevencion, control
y manejo oportuno de la enfermedad, programas internacionales como el “Programa
especial para Investigacion y entrenamiento en Enfermedades Tropicales” (Special
Programme for Research and Training in Tropical Diseases - TDR) ® y grupos de
investigacion, han establecido prioridades en areas especificas de investigacion, entre las
que se encuentra el desarrollo, mejoramiento y validacion de pruebas diagnésticas de

leishmaniasis. La intencién es asegurar la implementacion y validacion de estas y otras



acciones de intervencion en la clinica para lograr mitigar los efectos de esta enfermedad,
mejorando el pronéstico mediante tratamiento oportuno, y en la comunidad para mediar

en la busqueda activa; con lo cual lograr el control de la enfermedad.

Para el diagnéstico de leishmaniasis cutanea, ya se encuentran estudios previos de
tecnologias diagnosticas, donde las técnicas parasitolégicas y moleculares se les
compara con el diagnéstico hecho por cualquier otra prueba entre ellas mismas; esto,
debido a que no existe una prueba de oro definida. Se han determinado criterios de
validez como la sensibilidad y en algunas oportunidades especificidad. Los resultados de
las pruebas muestran gran variabilidad; datos de sensibilidad de frotis directos, varian de
18,7 a 78,3%; °* % la sensibilidad de métodos de aislamiento como los cultivos, no supera
el 60%; y otros métodos como la Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la
sensibilidad y especificidad son casi siempre de 100%. Hasta el momento, ningun estudio
ha determinado la reproducibilidad de los pruebas, que es un criterio necesario para la
evaluacion de herramientas diagnésticas; 'y algunos métodos han sido evaluados a nivel
de infeccion experimental, donde la evolucion de la lesion no se presenta de una forma
natural, induciendo probablemente a un aumento en la sensibilidad del método

evaluado.

Desafortunadamente, métodos de aislamiento y diagndstico molecular no se encuentran
disponibles en areas donde se presenta y es endémica la enfermedad. Otros métodos
como reglas de prediccion clinicas han sido evaluados en Colombia '*, mostrando que
éste método aunque tiene una alta sensibilidad (92.7%) no posee una muy buena
especificidad (31.4%). Sin embargo, este método requiere ser evaluado en otros grupos
poblacionales. Es por tal razén que el objetivo del presente estudio fue validar el método
de diagnéstico clinico en nuestro departamento, con la posibilidad de su incorporacién
dentro del programa de control de la enfermedad en areas rurales altamente endémicas.



2. OBJETIVOS

2.1 GENERAL

Evaluar la reproducibilidad y validez del diagnéstico clinico de leishmaniasis cutanea
realizado por Trabajadores Comunitarios en Salud (TSC), en &reas rurales endémicas en
Santander, tomando como estandar de referencia el diagnéstico por al menos uno de los
métodos parasitolégicos (frotis directo, cultivo por aspirado y Reaccién en cadena de la
polimerasa).

2.2 ESPECIFICOS

- Determinar la prevalencia del diagnostico de leishmaniasis cutanea, en casos

sospechosos de lesiones en piel en areas endémicas de Santander.

- Evaluar la reproducibilidad del diagnéstico clinico realizado entre dos Trabajadores
comunitarios en Salud.

- Evaluar la reproducibilidad inter-evaluador de la lectura microscépica del frotis directo
de la lesion.

- Evaluar la validez de criterio del diagnéstico clinico realizado por TSC, en términos de
sensibilidad y especificidad, VPP, VPN e indices de calidad, comparado con el
diagnostico dado por directo de la lesién, cultivo de aspirado de la lesiéon y Reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR).



3. MARCO TEORICO

3.1 PERSPECTIVA HISTORICA DE LAS LEISHMANIASIS

La leishmaniasis es una enfermedad que ha acompanado al hombre desde tiempos muy
antiguos; su historia se remonta a textos biblicos como el antiguo testamento y papiros
Ebreos en los que se le denomind como fortnculos y granos del Nilo, respectivamente .
Pero, aunque la leishmaniasis en varias regiones del mundo y a través de los tiempos
habia sido descrita clinicamente, recibido diferentes nombres y atribuida a diferentes
causas, fue s6lo hasta 1903 que se descubrié su agente causal. El siguiente cuadro
recoge la historia mas relevante, desde entonces, que enmarca el estudio y conocimiento

de la enfermedad en la actualidad:

Tabla 1. Desarrollo historico de la Leishmaniasis en el mundo

Afno Descubrimientos

1903 Leishman y Donovan descubren un parasito ovalado en una coloracién con Giemsa en
macro6fagos de pacientes con leishmaniasis visceral.

1903  Wright describe el primer caso de infeccion por Leishmania tropica.

1904 Roger cultiva por primera vez Leishmania a partir del bazo de un paciente con
leishmaniasis visceral (se obtiene la forma promastigote).

1905 Presat por primera vez sugiere que los Phlebotomus serian los vectores o transmisores del
Boton de Oriente.

1908 Nicolle cultivd L. infantum y L. tropica en el medio NNN y posteriormente en el medio
semisdlido para leptospiras de Noguchi.

1910 Nicolle en Tunez y Sergent en Argelia sugieren que el perro serian el reservorio.

1910 Vianna sugiere que la terapia con antimoniales es efectivo para el tratamiento de la
leishmaniasis en el Brasil.

1911  Splendore diagnostica la forma mucosa de la enfermedad, obteniendo cultivos positivos a
partir de lesiones mucosas.

1911 Vianna propone el nombre de Leishmania braziliensis para denominar al agente que
produce la leishmaniasis tegumentaria americana, diferenciandola de la L. tropica.

1913 Pedroso en Brasil reporta por primera vez un perro infectado por Leishmania.

1924  Montenegro presenta su trabajo sobre intradermorreaccion en el Brasil

1946 Medina reporta la infeccién natural con L.(L.) enriettii en conejillos de indias domésticos

(Cavia porcellus).

Como se observa en la tabla 1, la primera forma de Leishmania (L) descrita se hizo
obteniendo el parasito en pacientes de la India y con enfermedad visceral. EI Nuevo
Mundo suministr6 evidencia acerca de la existencia de varios agentes etiolégicos



indistinguibles morfolégicamente, y otras formas clinicas, cuando Gaspar Viannia en 1911
sefalé que las lesiones mucocutaneas o espundia en Brazil, indicaban un paréasito

diferente llamado L braziliensis.

Tabla 2. Descripcion cronoldgica de la clasificacion de Leishmania

Parasito Ano Descubridor
L. mexicana 1953 Biagi
L. mexicana pifanoi 1959 Medina y Romero
L. mexicana amazonensis 1972 Lainson y Shaw
L. mexicana venezuelensis 1980 Bonfante-Garrido
L. brasilienzis brasilienzis 1911 Vianna
L. brasilienzis peruviana 1913 Vélez
L. brasilienzis guyanensis 1954 Floch
L. brasilienzis panamensis 1972 Lainson y Shaw

Lainson y Shaw reconocieron en 1972 que los parasitos de la enfermedad cutanea en las
Américas se dividen en dos grupos: Complejo L. brasilienzis 'y L. mexicana (ver tabla 2),
estableciendo de esta forma, la taxonomia de la Leishmania en el Nuevo Mundo '°. Los
criterios para esta clasificacion fueron el vector, patogenicidad en hamsters y crecimiento

en medio de cultivo.
3.2 DEFINICION LEISHMANIASIS

La leishmaniasis es un término con el cual se designa a un grupo de enfermedades
producidas por protozoos flagelados del género Leishmania, identificados por el médico
britanico William Leishman en 1903. Esta antropozoonosis es una enfermedad de
evolucion crénica que se caracteriza por comprometer piel, mucosas y visceras
dependientes de la especie de Leishmania causante y de la respuesta inmune del
huésped.

3.2.1 ETIOLOGIA DE LA LEISHMANIASIS

La leishmaniasis es producida por la Leishmania, un pardsito perteneciente a la familia
Trypanosomatidae que es transmitido por la picadura de la hembra de especies de
Phlebotomus en Europa, Asia y Africa, y por especies de Lutzomyia en América. Este



parasito se caracteriza porque adopta dos formas diferentes en el transcurso de su ciclo

biol6égico, una denominada amastigote (tejidos del huésped) y otra denominada

promastigote (artrépodo vector y cultivos). '®

El siguiente esquema presenta la clasificacion taxonémica del parasito Leishmania:

CLASIFICACION  TAXONOMIA

Reino Protista
Sub-reino Protozoa
Filo Sarcomastigophora
Sub-filo Mastigophora
Clase Zoomastigophorea
Orden Kinetoplastida
Sub-orden Trypanosomatina
Familia Trypanosamatidae
Género Leishmania
Sub-género Leishmania (L.)
Viannia (V.)

Existen varias especies de Leishmania que se clasifican en dos grandes subgéneros,
Leishmania y Viannia. Las especies de Leishmania se comenzaron a clasificar con base
al cuadro clinico de la infeccién que causan, pero actualmente su clasificacion se hace por

7y de patrones electroforéticos de enzimas e

criterios bioquimicos, moleculares
isoenzimas parasitarias '®. Existen en todo el mundo cerca de 30 especies de Leishmania

que infectan a los animales, de las cuales 21 pueden infectar al hombre ™.

En el Nuevo Mundo sélo 14 especies son conocidas y se asocian con ciertas
caracteristicas clinicas; estas especies de Leishmania se distribuyen afectando
principalmente a los paises latinoamericanos. Las dos siguientes tablas, producto de la
revision de la distribucion actual de las principales especies de Leishmania en las



Américas realizado por Altamirano

20

, ilustran las especies pertenecientes a cada

subgénero y su distribucion geografica en el continente Americano.

Tabla 3. Clasificacion de las especies del género Leishmania, subgénero Viannia

(V)

SUBGENERO Viannia (V.) ASPECTOS CLINICOS EN
(Lainson & Shaw 1972)

EL HOMBRE

DISTRIBUCION
GEOGRAFICA

Leshmania (V.)
braziliensis
(Vianna, 1911)

L. (V.) peruviana
(Vélez, 1913)

L. (V.) guyanensis
(Floch, 1954)

L. (V.) panamensis
(Lainson & Shaw, 1972)

L. (V.) lainsoni
(Silveira et al., 1987)

L. (V.) naiffi
(Lainson et al., 1990)

L. (V.) shawi
(Shaw et al., 1991)

L. (V.) colombiensis
(Kreutzer et al., 1991)

L. (V.) equatoriensis
(Grimaldi et al., 1992)

Lesiones cutaneas y
mucosas

Predominantemente
lesiones cutaneas y
también ataca las VADS.

Predominantemente
lesiones cutaneas

Predominantemente
lesiones cutaneas

Lesiones cutaneas, pero
raramente infectan al
hombre

Lesiones cutaneas, pero
raramente infectan al
hombre

Lesiones cutaneas, pero
raramente acometen al
hombre

Desde América Central hasta
el Norte de Argentina.

Perq, en los valles elevados
interandinos y la sierra de
costa central, norte y sur de
los Andes.

Norte de la cuenca
amazénica, Guyanas y
noroeste sudamericano.

América Central, costa
Pacifica de América del Sury
valles interandinos.

Region amazénica del Brasil.

Regi6on amazdnica del Brasil.

Regién amazdnica del Brasil.

Colombia

Ecuador

Fuente: Altamirano AJ.



Tabla 4. Principales especies del género Leishmania, subgénero Leishmania (L.)

SUBGENERO
Leishmania (L.)
(Saf’yanova 1982)

ASPECTOS CLINICOS
EN EL HOMBRE

DISTRIBUCION
GEOGRAFICA

Leishmania (L.) enrietti ¥
(Muniz & Medina, 1948)

L. (L.) mexicana Lesiones cutaneas (y
(Biagi, 1953) eventualmente cutaneo-
difusas)

L. (L.) pifanoi Lesiones cutaneas (y
(Medina & Romero, 1959) eventualmente cutaneo-
difusas)

L. (L.) amazonensis Lesiones cutaneas (y
(Lainson & Shaw, 1972)  eventualmente cutaneo-
difusas)

L. (L.) hertigi ¥
(Herrer, 1971)

L. (L.) deanei ¥
(Lainson & Shaw, 1977)

L. (L.) aristidesi ¥
(Lainson & Shaw, 1979)

L. (L.) garnhami ¥

(Scorza et al., 1979)

L. (L.) venezuelensis Lesiones cutaneas

(Bonfante-Garrido, 1980)

L. (L.) forattinii ¥
(Yoshida et al., 1993)

Brasil

México y América Central

Venezuela

Panama

América Central y regiones del
norte, noreste y sudeste del
Brasil.

Brasil

Brasil

Venezuela

Venezuela

Brasil

¥ Todavia no se han encontrado en casos humanos actuales.

Fuente: Altamirano AJ.

En Colombia, estudios de distribucion de especies de Leishmania aisladas de animales

salvajes y domésticos y de mosquitos fleb6tomos, indica que al menos seis diferentes

especies estan presentes en el territorio y causan la enfermedad ?'; las mas comunes son

la L. panamensis y la L. braziliensis que representan el 53.8% y el 30.3% del total de

especies respectivamente, las otras son L. guyanensis, L. mexicana, L. amazonensis'y L.

chagasi. En el siguiente cuadro se observan las especies identificadas hasta el momento

en Colombia.



Tabla 5. Distribucion de los parasitos de leishmaniasis cutanea en los paises
amazonicos.

Guyana

Panama Peru Venezuela
Francesa anama eru

Parasitos Bolivia Brasil Colombia Ecuador

L. amazonensis X

X X X X X? X

L. aristidesi
L. deanei
L. enrietti

L. forattinii

K K K K X

L. garnhami Y

L. hertigi

L. mexicana X X
L. pifanoi

L. Venezuelensis

L. braziliensis X
L. lainsoni

L. naiffi

L. shawi

xX X X X X

L. guyanensis
L. peruviana X

L. panamensis X X X X
L. colombiensis

L. equatoriensis Y4

L. pifanoi X

¥: Todavia no se han encontrado en casos humanos actuales.
Fuente: Altamirano AJ

3.2.2 MANIFESTACIONES CLINICAS DE LAS LEISHMANIASIS

Las manifestaciones clinicas de la leishmaniasis varian y se relacionan con la especie
responsable de la infeccion, el medio ambiente y la respuesta inmune del hospedero .
Tres grupos principales de enfermedades han sido descritas: Leishmaniasis cutanea



localizada (LCL), Leishmaniasis cutanea difusa (LCD), *® Leishmaniasis mucocutanea
(LMC), y Leishmaniasis visceral (LV).

La LCL, es aquella forma clinica que se caracteriza por la aparicion de lesiones ulcerosas
en la piel que dejan cicatrices y tienden a la curacién espontaneamente. La Ulcera es de
de lenta evolucidén, con bordes regulares o irregulares pero bien definidos, indurados y
enrojecidos (eritematosos infiltrados) y un fondo plano granulomatoso, que abarca piel y
tejido subcutaneo, generalmente es circular, Gnica y no dolorosa 2*. LCL es restringida a
lesiones bien definidas en piel, en las cuales se observa una reaccion inflamatoria de
células plasmaticas y macrofagos con abundantes parasitos, y un patron de citoquinas
Th1 montada por linfocitos T activados CD4+ ayudadores . Aproximadamente el 10%
de pacientes con esta forma clinica, y cuya lesion es causada por L brazilienzis,
experimentan recaida de la enfermedad después del tratamiento, lo que se ha encontrado
asociado con una respuesta débil o negativa a la reaccién de hipersensibilidad de tipo
retardado a antigenos de promastigotes de Leishmania (reflejada por la respuesta al test

). 26

Montenegro en piel: MST

La evolucion de la enfermedad, es un producto de la interacciéon entre la respuesta
inmunoldgica y la virulencia del parasito; y es dependiente de un conjunto complejo de
interacciones entre las propiedades caracteristicas de la epidermis 2’ y eventos asociados

con la inmunidad celular .

De las especies asociadas a leishmaniasis cutanea, la
infeccion por L. chagasi, y L. braziliensis tiene generalmente mayor severidad que L.
panamensis. Se ha observado que la infeccion por L. braziliensis es mas crénica y cursa
con lesiones cutdneas mas grandes; el tamafo medio de induracion en la prueba de
Montenegro también tiende a ser mas grande en infecciones por L. braziliensis (aun
) 29'

después de controlar por duracion de la lesion, tipo y tamafo Sin embargo, las

recurrencias son mas frecuentes en infeccion por L panamensis.

La LCD es una forma progresiva, anérgica, no ulcerativa de leismaniasis cutanea, lo cual
refleja una severa deficiencia células T antigeno especificas del huésped infectado, que
se caracteriza clinicamente por presentar lesiones de largo tiempo de evolucién tipo placa
o nédulo, Unicas o multiples, en cualquier localizacién y no dolorosas. * Es seguida de
lesiones satélites que con el tiempo tienden a cubrir gran parte de la superficie cutanea.
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Esta relacionada con L. mexicana, aunque algunos aislamientos de pacientes con esta

forma de la enfermedad han sido recientemente caracterizados como L. panamensis. *°

La LMC es la forma clinica que se manifiesta por la destruccion severa de las membranas
nasofaringeas. Las lesiones son a menudo crénicas y progresivas, reincidiendo después
del tratamiento, por cuanto no responde bien al tratamiento con medicamentos
antimoniales; en casi todos existe el antecedente de lesiones cutaneas, tratadas o no. La
metastasis a los tejidos mucosos ocurre inmediatamente con una lesién crénica, aunque
el dano puede presentarse muchos afos después de la infeccion original. Un estudio
prospectivo a cinco anos de leishmaniasis cutanea en areas endémicas en Brazil, revel6
que la LMC ocurri6 en el 2.7% de los pacientes con lesiones primarias y a una mediana
de seis afos después de esta lesion primaria *'. Los casos méas severos de LMC pueden
presentarse con mutilacién, deterioro del estado general de salud y aun la muerte, cuando
existe un profundo compromiso del sistema respiratorio. LMC con una respuesta de
hipersensibilidad de tipo restardada positive, esta asociada mas comunmente con L.
braziliensis, y esta raramente asociada con otras especies de Leishmania al menos en la
forma severa. Los agentes etiolégicos aislados de pacientes con LMC son L. braziliensis
y L. panamensis.

La LV fue descrita en 1903 por Charles Donovan y también se le denomina kala-azar 6
fiebre dum-dum. Su periodo de incubacién suele ser de unos 3 meses (4-10 meses) y en
pocos casos la enfermedad es aguda y en su mayoria tiene una evolucién crénica. Su
reservorio doméstico es el perro y el salvaje es el zorro. Se caracteriza porque cursa con
fiebre ondulante, pérdida de peso, anemia, ictericia, diarrea, lesiones purpuricas
tegumentarias, adenomegalias, hepato y esplenomegalia, que puede causar la muerte por
sindrome hemorragico, sobreinfeccion y cirrosis. La piel se encuentra hiperpigmentada,

signo que origino su nombre en la India.
3.3 EPIDEMIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD
La leishmaniasis, es importante en salud publica por la existencia de reservorios

asintomaticos, por la transmision mediada por vectores (mosquitos flebétomos) y por la
gran cantidad de zonas aptas en el mundo para su existencia, especialmente las
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poblaciones méas pobres del mundo donde cada afio hay dos millones de casos nuevos *.
Mundialmente, se estima que existan 200 millones de personas expuestas al riesgo de
infeccién y 300000 casos anuales de LCL .

Esta enfermedad es encontrada en aproximadamente 90 paises tropicales y subtropicales
en el mundo y en el sur de Europa; mas del 90% de los casos de leishmaniasis cutanea
estan en Afganistan, Algeria, Iran, Irak, Arabia Saudita, Brasil y Perd. En las Américas se
presenta desde el sur de los Estados Unidos hasta el norte de la Argentina; Canada,
Chile, Uruguay y la mayoria de las islas del Caribe se encuentran libres de transmision.

La leishmaniasis forma parte del grupo de enfermedades tropicales transmitidas por
vectores (ETV), que suelen ser dificiles de prevenir o controlar debido a la variedad de
focos de transmision de la enfermedad y a factores de riesgo ambientales como el clima,
de vivienda por la presencia de animales domésticos, y factores sociales y econémicos
por las condiciones de pobreza y sanitarias deficientes. Estos focos de transmision son
zonas de bosques tropicales primarios, donde se encuentran animales reservorios y
vectores con ciclos de transmisién continuos; Zonas enzoéticas, como aquellas de
explotacién forestal en las que se establecen asentamientos humanos y se esta expuesto
a adquirir la infeccion; Zonas rurales en las cuales se desarrollan actividades pecuarias y
agricolas como la plantacién de café y cacao, donde es posible que la transmision ocurra
en o alrededor de las casas.

Entre el periodo de 1996 a1998, el numero promedio de casos de leishmaniasis
notificados anualmente en la region Andina fue de 14.082 (rango: 12,659-16,396), de los
cuales 6.155 casos se presentaron en Colombia ®. Se encuentra en el 91% de todo el
territorio Colombiano, bajo los 1800 m sobre el nivel del mar y es endémica en muchas

zonas rurales.

De las formas clinicas de la leishmaniasis, LCL es la forma mas comudn y representa mas
del 90% de los casos registrados en paises como Venezuela y Pert *, y el 95% o mas
del total de casos en Colombia *. Esta enfermedad también tiene importancia para la
salud publica debido a la aparicién de casos clinicos severos con compromiso mucoso y
perforaciéon del septo nasal. Para Santander, un estudio prospectivo realizado durante
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1998 mostré que el 2.9% de casos de leishmaniasis cutanea tenian perforacion del septo

nasal *.

3.4 CRITERIOS DE DIAGNOSTICO PARA LEISHMANIASIS CUTANEA

El diagndstico de leishmaniasis en Colombia se remonta al afio de 1893 cuando se hizo la
primera descripcion clinica bajo el nombre de “bubdn de Vélez”. En 1929, se observé las
primeras formas de amastigote del parasito en raspados de tejido; y en 1942, se logré el
primer aislamiento exitoso del parasito en medios de cultivo, a partir de lesiones cutaneas.
Por consiguiente, solo a partir de la mitad del siglo XX se dispone de métodos
parasitologicos para el diagnostico de la enfermedad.

Es importante diferenciar esta enfermedad de otras posibles etiologias (Ulceras lepra,
cancer de piel, infecciones) porque su aspecto clinico es similar a estas que también
estan presentes en las areas endémicas de leishmaniasis ¥. Es necesario promover la
identificacion temprana de las formas cutanea y mucosa, como mecanismo de prevencion
de la enfermedad en zonas de alto riesgo para disminuir las secuelas deformantes de la

misma.
3.4.1 DIAGNOSTICO CLIiNICO

Aunque antes de 1929, el diagnostico de infeccion por leishmaniasis se realizaba teniendo
en cuenta su distincion clinica con otros diagnosticos diferenciales de lesiones en piel, hoy
en dia algunos investigadores sugieren que dichos tempranos diagnésticos fueron
probablemente correctos,®” basados en el conocimiento actual de la distribucién de la
enfermedad, la referencia de las manifestaciones cutdneas y mucocutaneas, y el reporte
de una respuesta favorable de estas lesiones a drogas antileishmaniales. Actualmente,
para el diagnostico se tienen en cuenta varios aspectos como los antecedentes
epidemioldgicos, las caracteristicas clinicas y la observacion o aislamiento parasitoldgico.

Los antecedentes epidemiol6gicos son los aspectos primarios relevantes para el

diagnostico de leishmaniasis, antes de la confirmacion parasitolégica. Los siguientes son
los antecedentes epidemiol6gicos a considerar: el lugar de procedencia del paciente, las
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residencias anteriores observando la permanencia o la visita a areas endémicas de
leishmaniasis, y los antecedentes ocupacionales relacionados como recoleccion de café o
cacao y labores en las zonas selvaticas de nuestro pais®. Dentro de los antecedentes
también se debe considerar la presencia de lesiones cutaneas anteriores que pueden
haber sido catalogadas como leishmaniasis 0 no, que demoraron en cicatrizar teniendo el

antecedente de haber estado en un area endémica de leishmaniasis.

Una vez considerados los antecedentes, se hace un diagnéstico clinico teniendo en
cuenta criterios caracteristicos de las lesiones como el tiempo de evolucion mayor a dos
semanas, bordes de la ulcera, ausencia de lesiones con angulos de 90°, entre otras, nos
inclinaran a definir si se puede tratar o no de una leishmaniasis cutdnea o mucocuténea;
es decir, se define si es 0 no un caso sospechoso. Finalmente, para confirmar si se trata
de leishmaniasis, se procedera al diagnéstico de laboratorio por medio de métodos
directos parasitolégicos 0 métodos indirectos que son los métodos inmunoldgicos.

3.4.2 DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO

La identificacion del agente causal es requisito para estudiar la epidemiologia de cualquier
enfermedad; en leishmaniasis cutdnea es fundamental la confirmacién parasitolégica para
el estudio epidemiolégico, diagnostico y tratamiento terapéutico. Los métodos
parasitologicos se basan en el hallazgo de la presencia de Leishmania, Unico criterio de
certeza de infeccion, y consisten en frotis coloreados para examen microscépico directo 6
cultivo en muestras tomadas de las lesiones sospechosas mediante raspado, aspirado o
impronta, identificando Leishmania por tincién.

El parasito crece entre 24°C a 26°C, en medios de cultivo monofasicos MEM (Minimal
Essential Medium, 20%, SBF) y agar sangre, y medios bifasicos NNN (Novy-McNeal-
Nicolle) y SNK (enriquecido con Bacto-peptona), que son particularmente valiosos para el
aislamiento primario. El material puede ser obtenido por puncién aspirativa o por biopsia
y ser inoculado directamente en el medio de cultivo. A pesar que muchos organismos
pueden crecer en una a dos semanas, los cultivos deben ser mantenidos y examinados
por cuatro semanas. Se dificulta el aislamiento del parasito especialmente cuando las

lesiones son crénicas o con infecciones secundarias, debido a que en las Ulceras crénicas
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los parasitos son escasos, y las infecciones agregan complicaciones para la visualizacién
del parasito con contaminacién de los medios de cultivo cuando se hace aislamiento

primario.

La técnica del cultivo ofrece ventajas sobre los frotis coloreados por la facil observacion
de gran numero de formas promastigotes maoviles, en contraste con la dificultad y el mayor
cuidado empleado en la busqueda de formas de amastigote; pero a diferencia de este, el
frotis tiene como ventajas, la simpleza de uso, y el hecho de poder dar un diagnéstico en
menor tiempo, y sin costos adicionales de medios de cultivo, que ademas requieren de un
transporte y mantenimiento especial. Para ambas pruebas el éxito de su sensibilidad es

inversamente proporcional al tiempo de evolucién de la enfermedad.

Las pruebas inmunoldgicas son métodos indirectos como el método de ELISA/ DOT-
ELISA y la inmunofluorescencia indirecta (IFI) que se basan en la deteccion de
anticuerpos anti—leishmania circulantes en el suero de casos sospechosos, el método
mas empleado es el (IFl). Con las técnicas de inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa
se facilita la deteccion de la enfermedad por medio de la deteccion de anticuerpos,
cuando con las técnicas de rutina se encuentran escasos parasitos; la desventaja de este
tipo de métodos es que la Leishmania sp es un parasito celular y por tanto la circulacién
de anticuerpos es muy baja, lo que los hace deficientes y poco sensibles.

Otro método es una reaccién de hipersensibilidad tardia, conocida con el nombre de
prueba de Montenegro o leishmanina, que consiste en demostrar positividad a la
intradermo-reaccion mediante la aplicacion de antigenos solubles de promastigotes de
Leishmania sp; se aplica intradérmicamente en la cara anterior del antebrazo izquierdo
del paciente y se hace la lectura entre 48 a 72 horas como maximo. Su principal
desventaja es su inespecificidad diagnostica debido a que no distingue entre pasadas y

presentes infecciones.
3.5 METODOS ANALITICOS — EVALUACION DE TECNOLOGIA DIAGNOSTICA

La Evaluacion de Tecnologias Diagnésticas es un método epidemioldgico desarrollado
por Jacob Yerushalmy en 1947, * quien fue la primera persona en utilizar los términos
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sensibilidad y especificidad. Este método se impulsd desde entonces ante la necesidad
basica de evaluar la capacidad diagnéstica de nuevas pruebas disponibles, gracias al
desarrollo cientifico y tecnologico. El proceso de evaluacién de tecnologias diagnésticas
se refiere tanto a las nuevas tecnologias como a las ya existentes, debido a la
incertidumbre sobre su efectividad o en casos menos frecuentes por la demostracién de

efectos adversos que superan a los beneficios esperados.

Aunque al principio se enfocé hacia la validacion de pruebas diagnésticas, el objeto de
este método epidemioldgico tiende cada vez mas a la integralidad, abarcando también la
validacion de pruebas prondésticas, medicamentos y equipos médicos, y acciones
preventivas. En este documento se hard referencia a la evaluaciéon de tecnologias

diagnésticas.

El objetivo consiste en evaluar una prueba comparada con un diagnéstico de referencia,
que es dado por una o varias pruebas que determinan mas usualmente el verdadero
estado o criterio de interés, a evaluar en el paciente. Al momento de evaluar una prueba
diagnostica, tres condiciones deben ser exigidas a una prueba:

Validez: Es el grado en que una prueba mide lo que se supone que debe medir. ;Con
que frecuencia el resultado de la prueba es confirmado por procedimientos diagnésticos
mas complejos y rigurosos? La sensibilidad y la especificidad son medidas de su validez.

Reproducibilidad: Es la capacidad de una prueba para ofrecer los mismos resultados
cuando se repite su aplicacion en circunstancias similares. La variabilidad biol6gica del
hecho observado, la introducida por el propio observador y la derivada de la propia
prueba, determinan su reproducibilidad *°.

Seguridad: Esta determinada por el valor predictivo de un resultado positivo o negativo;
probabilidades introducidas por Vecchio2 en 1966 tras la aplicacion del Teorema de
Bayes en la evaluacion de tecnologias diagnosticas,*' y que responden a la pregunta
¢,Con que seguridad una prueba predecira la presencia o ausencia de enfermedad?
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3.5.1 VALIDEZ DE UNA PRUEBA DIAGNOSTICA. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD.

La Sensibilidad representa la proporcion de verdaderos positivos que son correctamente
clasificados por la prueba, y la Especificidad representa la proporcién de verdaderos
negativos que son correctamente clasificados por la prueba. Por ser proporciones, sus
intervalos de confianza pueden ser calculados por métodos estandares para

proporciones*.

P . VN
ensibili .l Especifici dad = ———
Sensibilid ad = pecifi N - FP

3.5.2 SEGURIDAD DE UNA PRUEBA DIAGNOSTICA. VALORES PREDICTIVOS.

El valor predictivo positivo es definido como la proporcion de pacientes con resultado
positivo de la prueba quienes son correctamente diagnosticados; y el valor predictivo
negativo como la proporcion de individuos con prueba negativa quienes son
correctamente diagnosticados. Asi pues, los valores predictivos permiten conocer la
probabilidad de que la prueba dara el diagnostico correcto y dependen criticamente de la
prevalencia de la anormalidad en los pacientes que estan siendo evaluados *°.

Si bien es sabido, estas medidas son indicadores vélidos de la utilidad de una prueba
diagnostica, también es cierto que son magnitudes no calibradas que por si solas no
indican que tan correctamente la prueba esta clasificando los sujetos a uno u otro
diagnostico; estas medidas dependen de factores como la prevalencia del evento en la
poblacién a estudio, el tamafno de la muestra de estudio, la poblacién seleccionada para
este, y el nivel de la prueba, por lo que se requiere de la especificacion de la escala sobre
la cual son medidas, de manera que ajuste y tenga en cuenta estos factores. El calculo
de estas magnitudes calibradas se conoce como los indices de calidad: calidad de la
sensibilidad k(1,0) y calidad de la especificidad k(0,0); las cuales utilizan como escala de
referencia el nivel de la prueba y su complemento, respectivamente. Los indices de
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calidad complementan la informacion de la validez de una prueba en evaluacién, y
pueden ser usados para comparar varias pruebas que miden una unica respuesta contra

una prueba referente *.

Junto con estas medidas, se han desarrollado otras herramientas estadisticas importantes
para la evaluacién diagnostica, como lo es la curva Receiver-Operating Characteristic
(ROC). El analisis de las curvas ROC aporta, de manera sencilla, un magnifico indicador
de la precisién o capacidad de discriminaciéon de una prueba diagnédstica, en donde cada
punto sobre la curva, ubicado por sus valores de sensibilidad y 1-especificidad,
reconstruye completamente una tabla tetracérica por cada prueba (o puntos de corte para
el caso de pruebas continuas); por lo tanto, una prueba o conjunto de pruebas sera
mejor cuanto mayor sea el area comprendida entre su curva ROC y aquella recta en la
grafica de la curva, que representa el resultado de una clasificacién aleatoria. Cuando
cada prueba se localiza en la grafica ROC por sus indices de calidad k(1,0) vs k(0,0) se
denomina curva QROC, que permite identificar facilmente la prueba con la 6ptima
sensibilidad y especificidad.

3.5.3 REPRODUCIBILIDAD

Otro elemento fundamental para la validacion diagnéstica, es la medicién de la
reproducibilidad, que refleja la cantidad de error aleatorio y sistematico inherente a
cualquier medicion.

La reproducibilidad es la proporcion del total de la varianza en las mediciones, la cual es
debida a verdaderas diferencias entre los sujetos 6 entre los observadores, en el caso en
que se trate las observaciones como un factor aleatorio, es decir, que la aplicacién o
lectura de la prueba lo hagan varios observadores. Una forma de medir la
reproducibilidad para pruebas con 2 niveles (positivo 0 negativo, presencia o ausencia) se
obtiene determinando el Coeficiente Kappa, por medio del cual se examina la proporcion
de respuestas de acuerdo entre dos pruebas, en relacién con la proporcion de respuestas
esperadas al azar dada la distribucién de los marginales.

Finalmente, y conforme estandares metodolégicos establecidos para investigacion de
tecnologias diagnédsticas, un aspecto minimo que se debe considerar son los diferentes
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tipos de muestreo, que se utilizan con el fin de lograr estimados validos y precisos en las
mediciones de sensibilidad, especificidad y valores predictivos. Para cada tipo de
muestreo (corte transversal, retrospectivo, prospectivo y pseudoretrospectivo) hay una
manera diferente de realizar los célculos de las caracteristicas de las pruebas.

3.6 EVALUACION DE TECNOLOGIAS DIAGNOSTICAS EN LEISHMANIASIS
CUTANEA

Sin desconocer los retos que nos impone el diagnéstico de una enfermedad como la
leishmaniasis, debido a las condiciones de acceso, desplazamiento y lejania de las areas
de transmision (lo que prolonga los tiempos de consulta y dificulta el acceso a mas y
mejores técnicas de diagndstico), y a las caracteristicas clinicas propias de la infeccion y
a falencias de los mismos métodos de diagnéstico, ya mencionadas con anterioridad, se
hace el siguiente andlisis respecto a los métodos analiticos y evaluacién de herramientas
diagnésticas existentes.

Teniendo en cuenta los parametros minimos aqui considerados y haciendo una revisién
metodoldgica a una serie de estudios de investigacion hallados en la literatura cientifica
(tabla 6), en los cuales se evalla la utilidad clinica de métodos diagndsticos en LCL, se

observa:

Primero, toda evaluacion de pruebas diagnésticas debe seguir un proceso secuencial de
cinco fases, como bien lo plantean Nierenberg y Feinstein,* donde en cada fase es
conducido un estudio en el que se evalia la prueba de interés a medida que se
incrementa progresivamente el rango de severidad de la enfermedad y las condiciones
comorbidas en los sujetos en quienes se aplica la prueba, que es la situacion mas real a
las condiciones en las que se va a emplear la prueba diariamente. A la revision se
encuentra que se han llevado a cabo tan solo en fases Il o lll, en donde a las diferentes
pruebas se les ha evaluado en casos con una condicion diagnostica previamente
conocida, pero aun no de una forma enmascarada y en condiciones variables del estado y
evolucion de la lesién y patoldgicas de la poblacion en quien se esta validando. Por

consiguiente, casi ningun estudio utiliza un correcto muestreo para evaluacién de
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tecnologias diagnésticas y tampoco una adecuada determinacion de sensibilidad y
especificidad de acuerdo a éste *°.

Hasta el momento, ningun estudio ha determinado la reproducibilidad de las pruebas,
criterio indispensable para validez; ¥ se hacen calculos erréneos de sensibilidad de las
pruebas; ® se presentan sesgos de verificacion por conocimiento previo del diagnéstico,
e incluso algunos métodos han sido evaluados a nivel de infeccion experimental donde la

infeccién no se presenta de una forma natural *°.
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Tabla 6. Estudios de evaluaciéon de métodos diagnosticos para Leishmania

Tamafio ; C ot Resultados
Autor/ afo Pais Tipo muestreo de Tipo de muestra Prueba diagnostica L o
evaluada Sensibilidad | Especificidad
muestra
Restrepo M Colombia Pseudo retrospectivo 380 suero Inrr]unofluorescenma 98.7% 97.2%
1983 Indirecta
Lugo 1997 | Venezuela Reporte casos 6 suero PCR - -
Romero LI Panamé Pseudo retrospectivo 100 suero Serologia L. mexicana 89% -
2004 P L. brazilienzis 71%
Cuba CA Medio Evans 12.7% -
Brazil Pseudo retrospectivo 33 Aspirado lesion | Cultivo | Agar Sangre
1986 30.8% -
(DAB)
S'ir;ggG A Brazil Pseudo retrospectivo 68 Aspirado lesién | Cultivo al vacio 471% -
Sierra GA Brazil Pseudo retrospectivo 29 . Asplradol Cultivo al vacio 34.5% -
1999 Ulcera en piel
. . Directo 78.3% -
Ramirez JR Colombia Pseudo retrospectivo 115 Frotis rg,spado Cultivo 67.5% -
2000 lesion . —
Histopatoldgico 64.3% -
Weiale KA Directo 22% -
9 Colombia Transversal 177 Biopsia lesion Cultivo 58% -
1984-87 . -
Histopatologia 14% -
PW{SSS C Brazil Transversal 230 Biopsia lesion PCR 94% -
Schubach . . Biopsia lesion Histopatologico 30.2% i
2001 Brazil Pseudo retrospectivo 88 activa Cultivo 43.4%
Romero G , . o . PCR 100%
2001 Brazil Pseudo retrospectivo 35 Biopsia lesién Impresién biopsia 100% -
Gomes EH . . o . PCR Subg Viannia 95.4% 100%
Brazil P 11 B I
2002 razi seudo retrospectivo 9 iopsia lesién Espec género 88.2% 100%
MZ%%ZOS Brazil Pseudo retrospectivo 54 Biopsia lesién PCR 81.5% -
de %3’; ra Brazil Pseudo retrospectivo 50 Biopsia lesién PCR 100% 100%
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En esta revision también se evidencia que no se determinan otros criterios mas alla de la
sensibilidad y algunas veces de especificidad, con una gran variabilidad en sus
resultados; podria decirse que, no existe una técnica parasitoldégica que reuna criterios
minimos de validez necesarios para diagnosticar parasitolégicamente 100% de los
pacientes con LCL, y que el maximo rendimiento se consigue con la combinacién de 2 6
mas de ellas.

Ha podido observarse que la demostracion parasitaria a través del frotis es variable y en
gran medida depende del éxito de una buena toma de la muestra y de la destreza de la
persona que realiza la lectura de la lamina. De aqui que la sensibilidad del frotis sea baja,
con reportes en Colombia de un 19%. °

La siguiente tabla resume los resultados de la evaluacién de las diferentes técnicas
diagnésticas, que han arrojado los siguientes datos:

Tabla 7. Sensibilidades y Especificidades de pruebas diagndsticas en leishmaniasis

Minimas y maximas

Técnica evaluada Sensibilidades Especificidad
encontradas
Criterio clinico 92.7% 31.4%
Frotis Directo 47.7% - 78.3% No evaluadas
Cultivo 34.5% - 54.6%
PCR 82% - 100%
IFI 41.4% - 97.7%

Especificamente en la evaluacion del diagnéstico clinico, tan solo se ha realizado un
estudio para la derivacion y validacién de reglas de prediccion clinicas para el diagnéstico
de leishmaniasis cutanea en Colombia, el cual muestra que éste método aunque tiene
una alta sensibilidad (92.7%) no posee una buena especificidad (31.4%) lo que nos
sefiala que un resultado positivo tampoco excluye otras etiologias . De todas formas es
un estudio que presenta sesgos de exclusién de resultados indeterminados, que ponen en
tela de juicio la validez de sus resultados, valiendo la pena determinar la verdadera

eficiencia del criterio clinico diagnéstico en areas endémicas.
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Debido a que no existe un estandar de referencia definido para el diagnéstico de
leishmaniasis cutanea,® se encuentra que se han utilizado diferentes y variados métodos
de referencia para hacer la comparacion de las pruebas sujetas a evaluacion (Tabla 8), lo
que hace aun mas dificil comparar la validez de los métodos en base a una aceptada

Optima prueba de referencia.

Tabla 8. Estandares de referencia utilizados en evaluacion de métodos

diagnosticos para Leishmania

Estandar de Referencia No. de estudios (%)

Presencia lesiones tipicas en piel +
Respuesta al tratamiento +

Historia clinico-epidemiolégica compatible 3 (21.4%)
y al menos una prueba positiva
Cualquier rp:_rueba poIS|t.|va gdlrecto, cultivo, 2 (14.2%)
istopatolégico 6 IFI)
Histopatologia 1 (7.1%)
Diagnéstico clinico 2 (14.2%)
Diagnéstico clinico y Montenegro positivo 3 (21.4%)
Cultivo 1 (7.1%)
No definieron Estandar de Referencia 2
Total estudios analizados 14

Considerando lo anteriormente expuesto, se hace necesario aplicar criterios
metodolbgicos estandares para la evaluaciéon diagnéstica en leishmaniasis, con el fin de
corroborar y establecer en nuestro grupo poblacional de areas endémicas, la validez del

diagnostico.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 TIPO DE ESTUDIO
Se realiz6 un estudio de Evaluacién de Tecnologias Diagnésticas

4.2 TIPO DE MUESTREO

Se utilizé un muestreo de corte transversal, ¢

en el que a todos los casos sospechosos de
leishmaniasis (lesiones en piel de habitantes de areas endémicas con duracién mayor a
15 dias) se les practicd, en forma independiente, las pruebas parasitologicas (estandar de
referencia) y el diagndstico clinico de leishmaniasis cutanea realizado por Trabajadores

Comunitarios en Salud.
4.3 ESTANDAR DE REFERENCIA

Diagnostico confirmatorio por al menos uno de tres pruebas parasitologicas (frotis directo,
cultivo, PCR).

4.4 POBLACION Y MUESTRA

La poblaciéon la conformaron los casos de lesiones en piel, sospechosas de leishmaniasis
cutanea, presentadas en poblacién general de nifios y adultos residentes en tres
municipios del Departamento de Santander endémicos de Leishmaniasis (Rionegro,
Playén y Landazuri). En personas con mas de una lesién, se tomd muestra de la lesion

con menor tiempo de evolucién.

La muestra fueron 200 casos sospechosos, determinada teniendo en criterios sugeridos
por Kraemer para el calculo de tamafo de muestras para estudios de tecnologias

47

diagnosticas, considerando datos previos de sensibilidad y especificidad minimas

esperadas para el diagnéstico clinico.™
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4.4.1 Calculo de tamaio de muestra para Sensibilidad y Especificidad

La muestra escogida fue de un total de 200 casos sospechosos de leishmaniasis,
calculada teniendo en cuenta formulas generales para calculo de tamanos de muestra
basadas en el error estandar, Obuchowski. °'*** En este caso se tomo la férmula del error
estandar (EE) de la Sensibilidad (Sen) y Especificidad (Esp), propuestas por Kraemer *
para determinar la precisién de cada uno de estos estimados; a partir de las cuales se
despejoé el numero total de muestras necesarias (N) para el célculo de estos parametros.

Las formulas son las siguientes:

Sensibilidad Especificidad
Vo Yo
EE = Sen (1 - Sen) EE = Esp(1 - Esp)
N * Prev N * Prev
Despejando de la formula el N: Despejando de la formula el N:
EE2= Sen (1 —Sen) EE2= Esp (1 —Esp)
N * Prev N * Prev
N = Sen(1—Sen) N= Esp (1 —Esp)
EE2 * Prev EE2 * Prev

El valor del error estandar fue calculado de acuerdo a la siguiente expresion matematica®:
EE = Precision
Z°°/2
La precisién es la amplitud del intervalo de confianza esperado para el parametro a
determinar. En este caso se determiné el N, teniendo en cuenta varios niveles de

precision.

Inicialmente, los parametros primarios tenidos en cuenta para el calculo del tamafo de

muestra, fueron los resultados previos del estudio de Weigle, '* con un valor esperado de
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sensibilidad y especificidad para el diagnéstico clinico de 92.7% y 31.4%

respectivamente.

Se considerd como valor esperado de la prevalencia del diagnéstico de leishmaniasis,
para areas endémicas, un valor minimo de 62% ** y maximo de aproximadamente 75%
'® debido a valores de prevalencia previamente determinados en otras investigaciones.

Estos fueron los calculos realizados para prevalencia de 75% y precision de 0.05:

Estimador P,P',Qo Q' N Numerador Denominador EE alfa | Precision
Sensibilidad | 0,92 0,75 150,79 0,0736 0,000488078 |0,025510| 1,96 0,050
Especificidad | 0,31 0,75 438,24 0,2139 0,000488078 |0,025510| 1,96 0,050

De igual forma se realizaron los demas calculos; estos fueron los estimados:

Tabla 9. Calculos de tamafio de muestra iniciales

. . , Tamaio de
Prevalencia Precision Parametro Muestra
0.05 Sensibilidad | 92% 151
] Especificidad | 31% 438
o Sensibilidad | 92% 77
75% 0.07 Especificidad | 31% 224
0.08 Sensibilidad | 92% 59
| Especificidad | 31% 171
0.05 Sensibilidad | 92% 182
) Especificidad | 31% 530
o Sensibilidad | 92% 93
62% 0.07 Especificidad | 31% 270
0.08 Sensibilidad | 92% 71
' Especificidad | 31% 207

Posteriormente, el tamafno de muestra fue ajustado considerando analisis primarios en un
total de 96 pacientes, una vez se llegé aproximadamente a 50% de la muestra inicial, en
los que se observé una prevalencia del diagnéstico parasitolégico positivo en
sospechosos del 89,3%. Esto se realizd debido a que el célculo inicial se realiz6 con
prevalencias halladas en otras poblaciones y criterios diagndsticos no similares al utilizado

en este estudio " 4.
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Tabla 10. Calculos de tamaio de muestra ajustando prevalencia

. . , Tamafio de
Prevalencia Precision Parametro Muestra

0.05 Sensibilidad | 92% 127

) Especificidad | 31% 370
o Sensibilidad | 92% 64

89.3% 0.07 Especificidad | 31% 188
0.08 Sensibilidad | 92% 50

) Especificidad | 31% 145

De estos calculos se pudo determinar y escoger como tamano de muestra 200 casos
sospechosos, esperandose una precision de 0.07 para la determinacion de los criterios de

validez.

4.5 CAPTACION DE CASOS

Fueron ingresados aquellos casos de lesiones en piel, sospechosas de leishmaniasis, a
través de busqueda activa realizada por Trabajadores Comunitarios en Salud (TSC) en
las veredas de los tres municipios en los que se realiz6 el estudio. Se definié como caso
sospechoso toda lesion en piel, con un tiempo de evolucion mayor a 15 dias, aparecida
en personas residentes en dreas endémicas de estos municipios. A cada caso, el TSC le
solicité consentimiento informado (Anexo B), le elaboré un diagndstico clinico, y le obtuvo
muestras para Frotis Directo en ldmina, Cultivo y PCR de una lesién Unica o de la de
menor tiempo de evolucién en caso de presentar 2 o mas lesiones, puesto que en las
lesiones mas recientes se encuentran con mayor frecuencia los parasitos que en aquellas

lesiones antiguas.

La definicion de caso sospechoso de leishmaniasis se rigi6 por la recomendada
Organizacién Mundial de la Salud, en la que se define como caso “la aparicion de una o
varias lesiones en partes descubiertas del cuerpo. La cara, el cuello, los brazos y las
piernas son los sitios mas comunes. En el sitio de la inoculacién se forma un nédulo, que
se agranda y se convierte en una Ulcera indolente. La llaga permanece en esta etapa por

un tiempo variable antes de sanar y deja una cicatriz deprimida”. *°
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En el siguiente flujograma presenta el proceso de recoleccion de los datos:

Playon

Landazuri

Casos sospechosos de

Leishmania

I

Consentimiento informado

Formato de Registro datos clinico-

epidemioldgicos (Anexo D)

J

Toma de examenes diagnésticos

limpieza de la lesion

Frotis para PCR

frotis directo en lamina
Cultivo por aspirado

En el Formato de Registro de datos clinico-epidemiolégicos los TSC, basados en las
caracteristicas de la lesién, clasificaran en una escala de 5 niveles la certeza acerca del

Rionegro

diagndstico clinico y la compatibilidad de la lesiéon con una leishmaniasis.

1 2 3 4 5
no
no quizano | sabe | quizdsi si

Una vez se ha realizado la primera fase de reclutamiento de sospechosos y toma de
muestras para diagnoéstico, los TSC movilizaran las muestras de cada sujeto para su

procesamiento de la siguiente forma:
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Formato Formato 1, aplicado por un TSC
datos 2 registros por sujeto <:
clinico-epi 9 P : Formato 2, aplicado por un

iodo de i
ﬁg gﬂp%?irg ;15ed;22p0 segundo TSC independiente del 1

Lamina fijada para el Laboratorio
<: clinico municipal
3 laminas por sujeto - N .
P J 2 laminas fijadas para el laboratorio

del proyecto

Frotis
directo en
lamina

Cultivo
por

. 2 cultivos por sujeto — > Laboratorio del proyecto
aspirado

Frotis para

PCR — Laboratorio del proyecto

1 vial por sujeto

4.6 RECOLECCION DE INFORMACION

Los procesos en los que fueron capacitados y se llevaron a cabo por los TSC durante el
estudio, para recoleccion de la informacion, fueron: i) Diagnéstico clinico: Se elabor6 una
ficha clinico-epidemiolégica (Anexo D) con la que se obtuvo los datos de identificacion,
caracteristicas clinicas de la lesiébn conforme criterios clinicos para diagnéstico de
leishmaniasis cutanea, evaluados en previos estudios' y criterio diagnéstico del TSC en
una escala de grado de certeza de 1 a 5 (1= Certeza No leishmaniasis, 2= Probablemente
No, 3= No sabe 6 Cuestionable, 4= Probablemente Si, 5= Certeza Si leishmaniasis). ii)
Frotis Directo en lamina: La toma de muestras se hizo por raspado con bisturi # 15 en la
parte activa del borde de la lesion, escogiendo aquella con menor tiempo de evolucion,
bordes infiltrados y eritematosos. EI material obtenido era extendido en tres laminas porta
objetos para ser fijadas con azul de metileno fosfatado para posterior coloracién por
método de Field. Una de las laminas se remitia al laboratorio clinico del hospital local del
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municipio (para el rapido diagnéstico y suministro de tratamiento al paciente); iii) PCR: La
muestra para PCR se obtuvo por raspado e introduccién del material obtenido en un vial
con NET SDS 10%; y iv) Cultivo: Se obtuvo muestra por aspirado del borde de la lesién
para cultivo en medios bifasicos NNN y SNK los cuales se observaron por 30 dias. Para
sembrar el aspirado en el medio se limpiaba la tapa de este y se inoculaba el contenido
de la jeringa sin necesidad de destaparlos. Los procedimientos de toma de muestra y
laboratorio son descritos en el Anexo E.

Una vez diligenciada la ficha de criterios para diagnostico clinico de Leishmaniasis
cutanea, era enviada lo mas rapido posible, en un sobre junto con las muestras de cultivo,
2 laminas y un vial para analisis por PCR, al laboratorio clinico de la facultad de salud de
la Universidad Industrial de Santander (UIS); alli se verificaba la coincidencia entre el
codigo de las fichas y de las muestras, y se entregaban éstas al bacteridlogo para su
procesamiento y diagndstico. Formato de registro de datos se puede observar Anexo F.

Durante el periodo de duracion del estudio, los profesionales quienes hicieron la lectura
de las laminas en los hospitales locales de los municipios de El Playon y Rionegro
siempre fueron los mismos, al igual que en el laboratorio UIS; En el municipio de
Landazuri hubo dos bacteriélogas rurales quienes hicieron la lectura del frotis directo, una
que permanecié durante los primeros seis meses del proyecto y la otra en los posteriores
seis meses. Todos realizaron el mismo procedimiento de coloracion y lectura,
especificados en el anexo E. Los resultados de las laminas que se tomaron en cuenta
para el andlisis fueron: la lectura de la lamina enviada al hospital local y de otra de las
laminas, con mejor cantidad de muestra, que se enviaba al laboratorio UIS.

Respecto a los TSC, quienes obtuvieron los datos y muestras, se presenta la siguiente
informacion: - Conformacion del equipo de TSC. En los municipios de Landazuri,
Rionegro y Playén se inici6 un trabajo de informacion y educacién en leishmaniasis, a
manera de taller, durante el cual se hizo la seleccién de un equipo de hombres y mujeres
campesinos (3 financiadas por el proyecto y las deméas voluntarias), residentes en las
veredas de estos municipios, y estables durante todo el periodo de recoleccion de datos,
quienes interesados en el tema decidieron participar para la recoleccion de los datos. -
Capacitacion. Al equipo conformado se le brindé capacitacion teérico-practica continua,
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en cinco momentos durante 1 afo, referente a la infeccién por leishmaniasis, identificacién
de casos con manifestaciones clinicas sospechosas (busqueda activa), definicién e
identificacion de criterios de diagnéstico clinico, métodos diagnédsticos en leishmaniasis y
uso del material, obtenciéon, manejo y envio de muestras al laboratorio. Ademas se les
explico y ejercité para la utilizacion de la escala de diagnéstico 1 a 5 para calificar con
criterio clinico el grado de sospecha desde una débil a una fuerte sospecha diagndstica.
El entrenamiento y supervisién de los procedimientos ejecutados por los TSC se realizé
durante reuniones dirigidas hacia la comunidad como también especificamente al equipo
de TSC, realizandose un total de 3 reuniones en los puestos de salud de las veredas de

cada municipio y 2 encuentros en Bucaramanga.

Fueron un total de 19 personas, con una proporcién casi similar de hombres (53%, n=10)
y mujeres, y en su mayoria de 30 a 40 afios de edad (31,6%, n=6) en un rango de minimo
17 y méaximo 53 anos; el 57,8% de ellos de estado civil casados, con un nivel de
escolaridad maximo de secundaria (47%, n=9), y dedicados principalmente a las labores
del campo y el hogar. Respecto de la labor de estas personas en las actividades de
bdsqueda activa de casos para toma de muestras se observé que, el tiempo promedio de
dedicacion fue de 2 dias (0.5 — 3 dias) a la semana.

4.7 CONTROL DE SESGOS

Tomando como referencia los elementos claves requeridos cuando se evallia una
tecnologia diagnéstica, descritos por Lossing et al *® y Begg and McNeil *’, se tuvo en
cuenta y controlaron como fuentes de potenciales sesgos los siguientes:

- Espectro de la enfermedad: Los TSC valoraron, casa por casa, las personas
habitantes de las veredas de los tres municipios endémicos de leishmaniasis, que
presentaron lesiones en piel con o sin caracteristicas tipicas de leishmaniasis, sin
diagnostico previo y diferencial de otras enfermedades en piel de caracteristicas
clinicas similares como la esporotricosis, paracoccidiodomicosis, Ulceras de lepra,

Ulceras piégenas, cromomicosis, entre otras.
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- Sesgo de verificacion: Por ser un muestreo de tipo transversal, a cada caso
sospechoso se le practico en un mismo tiempo la toma de muestra para la realizacion
de todos los examenes (diagnéstico clinico, directo, cultivo y PCR), de tal manera que
al momento de ser evaluado el paciente por el TSC, éste no conocia su verdadera
condicion diagnostica.

- Sesgo Interpretacién: Para garantizar el enmascaramiento, el diagndstico clinico lo
realizd6 dos TSC independientes en momentos diferentes, uno a la captacién del
paciente y otro en un tiempo no superior a 15 dias antes de la entrega del resultado
del frotis directo. ElI TSC que realizé la toma de muestras, identific las muestras con
un codigo Unico para cada paciente, las cuales se enviaron para su lectura y
procesamiento al laboratorio clinico del municipio y al laboratorio de la Facultad de
Salud — UIS.

4.8 VARIABLES

En este estudio se definieron como variables, los resultados de las mediciones basicas de
cada una de las pruebas diagndésticas empleadas. Todas fueron variables aleatorias
discretas, y de las cuales se obtuvieron los indicadores de validez y reproducibilidad. La
siguiente tabla explicita cada una de ellas:

Tabla 11. Descripcion de variables utilizadas en este estudio

VARIABLE MEDICION NIVEL DE MEDICION
Diagnostico Criterios de definicién de caso  Ordinal: si, quiza si, no
clinico clinico-epidemiolégico sabe, quiza no, no.
Frotis Directo  Lectura microscépica presencia Nominal: si/ no

de amastigotes

Cultivo Observaciéon de promastigotes Nominal: si / no

Deteccion de DNA Leishmania

(Reazgign en del grupo L. Viannia Nominal: si/ no
cadena de la (panamensis) en raspado borde :
polimerasa) de la lesion.
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4.9 PROCESAMIENTO DE LOS DATOS

La informacién recolectada a través de la ficha y los resultados de laboratorio se digité en
una base de datos en Microsoft Office Excel 2003, la cual posteriormente se export6é para
su andlisis a Stata 8.0/SE (StataCorp. Stata Statistical Software, release 8.0. College
Station, TX: Stata Corporation; 2003).%®

4.10 ANALISIS

Para la determinacion de la prevalencia del diagnéstico de leishmaniasis cutanea se
realiz6 un conteo de frecuencia de los diagnésticos positivos obtenidos por el estandar de
referencia; siendo el diagnéstico parasitolégico una variable nominal, se describié6 como
proporcién con su respectivo intervalo de confianza del 95%. De acuerdo a lo propuesto
por Kraemer * la prevalencia se define como la prevalencia del diagnéstico positivo de
leishmaniasis cutanea, y no la prevalencia de esta patologia en la poblacion de estudio;
por lo tanto, para su calculo se utiliz6 la férmula P = (Verdaderos positivos + Falsos
negativos) / Poblacion Total.

Para la validacién del diagnéstico clinico se obtuvo datos de reproducibilidad y criterios de
validez. Se evalud la reproducibilidad Inter-evaluador al examen Clinico-epidemiol6gico
(dos TSC), por medio de la aplicacién de andlisis estadisticos de coeficientes Kappa *° y
las Proporciones observadas de acuerdo positivo (Ppos) y negativo (Pneg).

Se calcularon valores de Sensibilidad, Especificidad y Valores Predictivos Positivo y
Negativo para el diagnéstico clinico realizado por los TSC; teniendo en cuenta que se
hizo dos diagndsticos clinicos realizados por dos trabajadores comunitarios en salud
independientes, se tomé el dato reportado por el primero de ellos debido a dos razones
principales: primero, evitar al maximo un posible sesgo de verificacion, incluso en el
diagnéstico dado por un segundo TSC que pudiera ser conocedor del criterio del primer
TSC; y segundo, obtener la informacion completa para todos los casos incluidos en el
estudio, debido a que no se pudo obtener ambos criterios en el 100% de los casos.
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Dado que la clasificacion diagnéstica por parte del TSC se evalué a partir de una escala
de grado de certeza o precision diagndstica de cinco items, y segun lo propuesto por
Kraemer *, se calcul6 y exploré los puntos de corte de la escala de 1 a 5, para poder ver
en cual punto se logré la mejor clasificacion; y se determiné el area bajo la curva ROC,
como un estimador de la probabilidad global de una correcta clasificacion. Se obtuvo
ademas indices de calidad de la sensibilidad k (1,0) y especificidad k (0,0) que se
ubicaron en la curva QROC, con el fin de identificar facilmente la prueba con la éptima

sensibilidad y especificidad.

Para determinar la reproducibilidad inter-evaluador de la lectura microscopica del frotis
directo, se aplicé andlisis estadistico con coeficiente Kappa; tomando como primera
lectura la realizada por el bacteriélogo del municipio con la lamina enviada a este, y como
segunda lectura la realizada por el laboratorio UIS con las otras dos laminas, que se le

remitian.

4.11 ASPECTOS ETICOS

El presente estudio se realizé de forma anidada en un proyecto previamente avalado por
Colciencias, con co0d.11020412926, donde los procedimientos llevados a cabo se
encuentran contemplados en éste, con aprobacién del comité de ética de la facultad de
Salud de la Universidad Industrial de Santander; por tanto no se solicité nueva evaluacion
por comité de ética.

Conforme lo establecido en la resolucién 008430/93 de las normas para la investigacion
en salud del Ministerio de Salud, se consideré una investigacion con riesgo minimo,
puesto que se les realizd procedimientos rutinarios de diagnostico en leishmaniasis, por
medio de la obtencion de muestras bioldgicas de lesiones en piel, que no implican ningun
tipo de riesgo por dafo fisico, quimico o emocional, ni aun siendo realizado por personal
no profesional entrenado. Se conté con el consentimiento informado y por escrito del
participante (Anexo B). Todas las labores fueron ejecutadas por personal entrenado en
las diferentes actividades a desarrollar durante el estudio; descripcion general de los
trabajadores comunitarios y su capacitacion se especifica en el numeral 4.6 paginas 30 y
31.
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Se ajustd a principios cientificos y éticos de autonomia, confidencialidad y bienestar.
Autonomia del individuo para su libre aceptacion de participacion en la investigacion y
realizacion de pruebas diagnésticas para leishmaniasis;  Confidencialidad de la
informacion obtenida de los resultados de las pruebas; y bienestar durante el estudio,
puesto que se conté con todos los recursos materiales y humanos que garantizaron la
adecuada ejecucién de los procedimientos. En todo momento se conservo la privacidad
de la informacién de los pacientes en respeto a los principios éticos.®°
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5. RESULTADOS

5.1 POBLACION DE ESTUDIO

En un periodo de 14 meses, entre Octubre de 2004 y Noviembre de 2005, se captaron un
total de 199 casos sospechosos de leishmaniasis cutanea, en 37 veredas de los
municipios de Landazuri, Rionegro y El Playén. De estos, en 196 se obtuvo datos del
criterio clinico y uno o mas pruebas parasitologicas que componian el estandar de
referencia. 3 pacientes fueron excluidos pues uno de ellos no tuvo registro de criterios de
diagnostico clinico, y a los otros dos no se les obtuvo ninguna muestra para PCR, cultivo
ni frotis en lamina. El grafico 1 muestra el diagrama de flujo de los pacientes incluidos en

el estudio y las muestras obtenidas en cada caso.

Grafico 1. Diagrama de flujo de la recoleccion de datos
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Los pacientes fueron incluidos en el estudio de forma consecutiva, por medio de
blusqueda activa realizada por los Trabajadores Comunitarios en Salud (TSC). De los 196
pacientes, 129 (65.8%) residian en el municipio de Landazuri; 59% menores de 20 anos
en una gran proporcion (50.5%) sin cobertura por ningun régimen de seguridad social y
con una lesion en piel (47%). En la tabla 12 se observa detalladamente las caracteristicas
de persona y caracteristicas clinicas relacionadas con las lesiones que presentaban los

pacientes.

Tabla 12. Caracteristicas Personales y Clinicas de la poblacién del estudio

Caracteristica n (%  1C 95%)
Municipio de residencia
Landazuri 129 (65.8 £ 0.07)
Rionegro 44 (22.4 £ 0.06)
Playén 23 (11.7 £ 0.04)
Género masculino 105 (53.5 £ 0.07)
Promedio de Edad (+ DE*) 20,5 afios + 18 DE

(rango 0 — 90 afos)

Seguridad social

No tiene 45 (23 £ 0.06)
Sisben 99 (50.5 £ 0.07)
ARS 45 (23 £ 0.06)
EPS 4 (2.0£0.02)
No sabe/No responde 3(1.5+0.02)
Numero de lesiones en piel
1 lesion en piel 92(47 £ 0.07)
2 lesiones en piel 45 (23 £ 0.06)
3 lesiones en piel 21 (10.7 £0.04)
4 lesiones en piel 10 (5.1 £0.03)
> 4 lesiones en piel 27 (13.8 £ 0.05)
Localizacion de lesiones
Cabeza y cuello 18 (9.2 +£0.04)
Tronco 9 (4.6 £0.03)
Extremidades superiores 65 (32.9 £ 0.07)
Extremidades inferiores 51 (25.8 £ 0.06)
Dos localizaciones en el cuerpo 38 (19.3 £ 0.06)
Tres localizaciones en el cuerpo 12 (6.1 £ 0.03)
Sin dato 3 (1.5£0.02)
Duracion evolucion lesion
Menor igual a 2 meses 114 (58.1 £ 0.07)
> 2 meses 72 (36.7 £ 0.07)
No sabe/No responde 10 (5.1 £0.03)

Porcentaje pacientes que consulta a un

servicio médico 36 (18.3 £ 0.05)

Historia tratamiento con Glucantime 25 (12.7 £ 0.05)

Aplicacion de unglientos 71 (36.2 £ 0.07)

*DE = Desviacion Estandar
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5.2 PREVALENCIA DEL DIAGNOSTICO DE LEISHMANIASIS CUTANEA

DX PARASITOLOGICO
POSITIVO NEGATIVO

137 23 160
DX CLINICO

26 10 36

163 33 196

P = (Verdaderos positivos + Falsos negativos) / Poblacién Total
P =0.83 (IC95% 0.77 — 0.88)

5.3 RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE DIAGNOSTICO

Las herramientas diagndésticas, tanto el diagnéstico clinico como las pruebas
parasitologicas que conformaban el estandar de referencia, se realizaron al tiempo, al
momento de la captacién del caso. El diagnéstico clinico del TSC fue realizado y
consignado en la ficha clinico-epidemiolégica en ese mismo instante y los resultados de
las laminas, cultivos y PCR se obtuvieron 1 dia, 30 dias y 3 meses después de su llegada

al laboratorio clinico, respectivamente.

Para un total de 56 muestras, a las cuales se sigui6 y evalu6 el tiempo promedio entre la
toma de la muestra y su llegada al laboratorio clinico, se observ6 que: para las ldminas
que se remitian al laboratorio clinico del hospital del municipio, el tiempo promedio fue de
2.9 dias £ 3.3 (M = DS), para los municipios de Rionegro y El Playon, y de 7.9 + 6.4 dias
para Landazuri; para las laminas, cultivos y PCR enviados a Bucaramanga al laboratorio
de la facultad de Salud de la UIS, el tiempo promedio fue de 2.8 dias = 1.3 (El Playon), 4
dias + 7.4 (Rionegro) y 11 dias + 8.7 (Landazuri). Estos tiempos se tuvieron en cuenta,
con el fin de valorar la realizacion del protocolo de toma de muestras de las pruebas de
referencia y evaluar aspectos que pudieran incidir en una no adecuada ejecucién de
estas. Este tiempo entre la toma y la lectura no alterd los resultados de la lectura de la
lamina, por llegar fijada con azul de metileno al laboratorio; ni tampoco del cultivo, porque
se incubaban a temperatura ambiente protegidos de la luz por un tiempo maximo de 8

semanas, condiciones que eran conservadas por los TSC quienes una vez tomaban la
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muestra, los mantenian en cajitas de icopor en las cuales llegaban al laboratorio. Estos
tiempos muy probablemente expliquen porque el PCR no tuvo alta deteccidn, debido a
condiciones de refrigeracién en las que debia conservarse y que no fueron posibles de

implementar y mantener en campo.

Las pruebas que conformaron el Estandar de referencia discriminaron un total de 33
diagnosticos negativos y 163 positivos; la tabla 13 muestra los resultados para cada una
de las pruebas, encontrandose 38 casos con una prueba positiva, 22 con las cuatro
pruebas positivas y 26 con todas negativas. De 196 pacientes a quienes se les
realizaron las pruebas, 163 (83%) fueron parasitolégicamente diagnosticados por una o
mas de las cuatro pruebas componentes del estandar de referencia. Por consiguiente, se
hall6 prevalencia del diagndstico positivo de leishmaniasis del 83% (IC95% 77 — 88).

Teniendo en cuenta el diagnéstico final, la positividad de las pruebas fue de 79% para el
Frotis Directo en lamina, 70.4% para el cultivo por aspirado y 42.5% para la PCR.

Tabla 13. Distribucion de resultados por tipo de prueba parasitolégica que
compone el Estandar de referencia.

Estandar de

Referencia Lamina 1 Lamina 2 Cultivo PCR Total

- - - - 26

Negativo NR N_R ;33
- - NR NR 1

+ -6 NR - 6 NR - 6NR 10

- + - - 3

- - + - 19

- - - + 6

Positivo + + - - 7
- - + + 3

+ + + - 15

+ + + NR 27

- + + + 1

+ + NR NR 2

+ + + + 22

Otras combinaciones 48

( +) Positivo para leishmaniasis (- ) Negativo para leishmaniasis (NR) No Realizado
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Respecto a las caracteristicas clinicas observadas en las lesiones, por medio de las
cuales el TSC discriminaba entre un diagndstico clinico positivo y negativo, se encontré
que estas no mostraron ser criterios Unicos o especificos sélo en aquellas lesiones que
conforme al diagnostico por estandar de referencia eran positivas (tabla 14). Por
consiguiente no se analizaran de forma individual y solo se tendra en cuenta el criterio

clinico dado por el TSC en la escala de certeza.

Tabla 14. Caracteristicas clinicas observadas por los TSC, segun diagndstico
definido por Estandar de Referencia

Estandar de Estandar de
Caracteristica de la lesion referencia Positivo referencia Negativo
(n=1 63) (n=33)
Aspecto de crater de volcan 104 / 160 (65%) 24/ 33 (72,7%)
Forma redondeada 141 /161 (87,6%) 32/ 33 (96,9%)
Bordes levantados 137 /161 (85%) 31/33 (93,4%)
Bordes duros 144 /161 (89,4%) 29 /33 (87,8%)
Adenopatias 28 /122 (22,9%) 4/29 (13.7%)
Presencia de dolor 58 /159 (36,5%) 14 /32 (43,7%)
Presencia de pus 40/ 160 (25%) 11/ 32 (34,4%)

5.4 INDICES DE VALIDEZ

La tabla 15 ilustra los datos mostrando el criterio diagnostico definido por los TSC, de
acuerdo a la escala de certeza, para los 196 pacientes con lesiones sospechosas en piel.

Tabla 15. Escala de certeza del diagnodstico clinico por TSC

Escala de certeza

Estén 1 2 3 4 5 Total
Referenc CertezaNo Probablemente No sabe Probablemente Certeza Si
Leishmaniasis No leishmaniasis Cuestionable Si leishmaniasis leishmaniasis
Negativo 3 2 5 8 15 33
Positivo 3 5 18 53 84 163
Total 6 7 23 61 99 196

Se determino criterios de Sensibilidad, Especificidad y valores predictivos para cada valor
en la escala de certeza diagnéstica TSC (Anexo G), observdndose un mejor equilibrio
entre estos criterios con un valor mayor o igual a 4 como punto de corte para positividad
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(tabla 16). Los valores predictivos evidencian para el diagnostico clinico, una mayor
probabilidad de certeza para un criterio positivo por parte del TSC.

Tabla 16. Criterios de Validez de la escala de certeza diagnéstica TSC

Criterios de Punto de Corte
validez A B C D
(IC 95%) (1 neg / >= 2 pos) (1,2 neg / >= 3 pos) (<4 neg / >= 4 pos) (<=4 neg / 5 pos)
51.5% (44,5 —
Sensibilidad 98.16% (96,2—100%) 95.1% (92 - 98,1% ) 84.05% (78,9—-89,1% ) 58 ;o/ )
,9 /0
L 54.5% (47,5 —
Especificidad 9% (5,0 — 13,1%) 15.15% (10.1 — 20,1%) 30.3% (23,8 — 36,7% ) 61.5%)
,9 /0
Valor Predictivo 84.8% (79.8 -
. 84.2% (79.1 - 89.3%) 84.7% (79.6 - 89.7%) 85.6% (80.7 - 90.5%)
Positivo 89.8%)
Valor Predictivo 18.5% (13.1 -
. 50% (43 - 57%) 38.46% (31.6 - 45.2%) 27.7% (21.5 - 34%)
Negativo 24%)

Se realiz6 determinacion de indices de calidad. La maxima calidad de estos criterios de
validez (k (1,0)= 13%; k (0,0)= 14%) se obtuvieron para el punto de corte “C”; en el cual,
se consider6 como diagnéstico positivo a aquellos casos en que el TSC tuvo probable
sospecha y total certeza que la lesion si fuera leishmaniasis, y como diagnéstico negativo
a aquellos casos en los que no se sabia, se sospechaba ser otro tipo de lesion o se tenia
total certeza que no fuera leishmaniasis (tabla 17).

Tabla 17. indices de calidad segun punto de corte en Escala de certeza diagndstica
TSC

K (1,0) K (0,0) K (0,5)
::2;0 de Optima Optima Eficiencia
sensibilidad Especificidad
A 0.39 0.062 0.107
B 0.26 0.091 0.135
C 0.13 0.141 0.138
D 0.02 0.100 0.034

Puntos de corte: (A) 1 negativos vs >=2 positivos; (B) 1y 2 negativos vs >=3 positivos; (C) 1, 2 y 3 negativos vs >=4
positivos; (D) <=4 negativos vs 5 Positivos.

La Curva ROC (gréfico 2) ilustra que la capacidad de discriminacion diagnéstica o
probabilidad que el TSC diagnostique correctamente no fue diferencial de 0.5, la cual
estimé un Area Bajo la Curva de 56.5% (IC95% 45.6 — 67.4).
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Grafico 2. Curva ROC, Escala de certeza diagnostica TSC
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El punto de corte “C” obtuvo la méaxima calidad de sensibilidad y especificidad y se

representa en la curva QROC (gréfico 3).

Grafico 3. Curva QROC, Precision diagnéstica TSC
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5.5 REPRODUCIBILIDAD

Dado que la clasificacion diagnéstica por parte del TSC se evalué a partir de una escala
de grado de certeza o precision diagnéstica de cinco items, se evalué reproducibilidad
inter-evaluador en cada punto de corte ((A) 1 negativos vs >=2 positivos; (B) 1y 2
negativos vs >=3 positivos; (C) 1, 2 y 3 negativos vs >=4 positivos; (D) <=4 negativos vs
5 Positivos); las tablas se presentan en el Anexo H.

Conforme los resultados obtenidos en los indices de validez para cada punto de corte, se
toma como medida representativa de este indicador el punto de corte en “C”, para el cual
se determiné la reproducibilidad del diagnéstico clinico entre dos TSC evaluadores por
medio de la estimacién de la Proporcion Observada de acuerdo positivo (Ppos=86.3%) y
la Proporcion observada de acuerdo negativo (Pneg= 43.5%), en lugar del indice kappa,
conforme sugerencias de Feinstein y Ciccheti,”’ debido a un imbalance simétrico® notado
en la tabla 2x2 al momento de calcular el valor de kappa (Anexo I). Segun lo descrito por
estos autores, este fendmeno observado en los datos aqui presentados, obedece a la
desventaja que tiene el indice Kappa de estar afectado por la prevalencia, al igual que
parametros como la sensibilidad, la especificidad; de tal manera que al ser alta la
prevalencia, se subestima el valor de Kappa, aun si se posee un buen acuerdo inter-
evaluador, y poco o ningun efecto e tiene al aplicar el K,s (Kappa maximo). El estimado
de Kappa fue de 30%, con un estimado por ajuste con de Ky = 32.4%.

Se calcul6 igualmente kappa inter-evaluador para el frotis directo, 0.469 (IC95% 0.33 —

0.60), que hizo parte del estandar de referencia y que es la Unica prueba que por sus
caracteristicas se le puede determinar reproducibilidad.
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6. DISCUSION

Hasta el momento, la prevalencia de diagnostico positivo de leishmaniasis cutdanea en
lesiones sospechosas en piel, no habia sido determinada en municipios endémicos del
Departamento de Santander. Aunque en otras regiones de Colombia ya se han evaluado
métodos diagnosticos, este dato tampoco ha sido obtenido. Solo un estudio previo reporta
una prevalencia del 67% de casos conjuntos de leishmaniasis cutdnea y muco-cutanea en
residentes de Tumaco (Departamento del Narifio). ' La prevalencia aqui hallada es

superior a la del 62% reportada en regiones endémicas en Brazil.%®

Esto sugiere que, es
probable que un diagnéstico diferencial debido a otras etiologias se presente en menor
porcentaje en nuestro Departamento comparado con otros municipios endémicos en el
pais; sin descartar la posibilidad de haberse incurrido en este estudio en un sesgo de
seleccion debido a la alta endemicidad y previo conocimiento de lesiones caracteristicas
por padecimiento propio de la enfermedad y/o antecedentes de haberla padecido, por

parte del TSC.

El gran ndmero de casos de leishmaniasis cutanea notificados afo a afo en el
Departamento de Santander y el hecho de una alta prevalencia de la enfermedad en
casos sospechosos, pone de manifiesto la importancia y utilidad que tendria en estas
areas endémicas, la aplicacién de métodos diagndsticos sencillos y accesibles para la
mayoria de la poblacién; sobre todo, cuando encontramos que el 81.7% de las personas
con lesiones compatibles no habian solicitado atencion médica y el 36.7% presentaban
tiempo de evolucién de la lesién superior a 2 meses. En poblacién Colombiana se ha
observado que debido a la lejania y costos de transporte, el 20% de las personas
consultan al “curandero 6 medico de hierbas” y el 27% no consulta ni siquiera al hospital

64
l,

loca sefalando estos factores como posibles desencadenantes de cronicidad de la

enfermedad.

La evidencia cientifica que aqui se presenta permite destacar tres principales
caracteristicas del diagnéstico clinico realizado por trabajadores comunitarios en salud,
basados en las caracteristicas clinicas de las lesiones: primero, que éste método supera
en sensibilidad a los métodos de diagndstico parasitologico de rutina en areas endémicas
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(frotis directo y cultivo) y no asi en especificidad, concordando con los resultados de la
investigaciéon realizada por Weigle' en la que obtuvo similares hallazgos de baja
especificidad para criterios clinicos; segundo, que el diagnéstico clinico brinda mayor
seguridad para predecir la presencia de leishmaniasis cutanea, pero no asi su ausencia
debido a su alto valor predictivo positivo pero bajo valor predictivo negativo; y tercero, que
a pesar de su alta sensibilidad, ni esta ni la especificidad son criterios de validez 6ptimos
para diagnostico de leishmaniasis. Finalmente se puede observar que proyecta un area
bajo la curva ROC que es muy cercana a la linea diagonal, indicandonos que el
diagnéstico clinico tiene una exactitud no diferente a la que se obtendria al azar. Por lo
tanto, se concluye que el diagnéstico clinico realizado por mediadores comunitarios no
tiene utilidad para establecer diagnéstico de leishmaniasis cutanea.

Investigaciones previas de métodos diagnosticos para leishmaniasis muestran que no se
habia determinado otros criterios de validez mas allad de la sensibilidad y en algunas
oportunidades de especificidad; podria afirmarse que, tampoco existe una técnica

parasitoldgica vélida, o por lo menos correctamente validada que determine la presencia o

13 , 65

ausencia de la infeccion en mas del 70% de los casos Sin embargo, existen

métodos como la Reaccién en cadena de la polimerasa ¢’

y la Inmunofluorescencia
Indirecta,®® que debido a sus caracteristicas se convierten en el (nico método de
confirmacién, aunque con el inconveniente que no estan disponibles en aquellas zonas
donde se necesitan, y que son dificiles de implementar debido a sus altos costos,
infraestructura tecnoldgica y personal profesional capacitado necesarios para su
ejecucion. El siguiente esquema presenta las ventajas y desventajas de cada método

diagnostico, y contextualiza entonces el marco en el cual el diagndstico clinico actua:

Ventajas y Desventajas de las Pruebas Diagnosticas en leishmaniasis cutanea
PRUEBA VENTAJAS DESVENTAJAS

Enf otras etiologias tienen similar
aspecto clinico
Amplio especto clinico
No es una prueba legitima para

Econémico
Aplicable en areas endémicas
Tamizaje inmediato / decisiones
oportunas

Diagnostico clinico

diagnostico
Lector
Econdémico Numero y dispersién de parasitos
Frotis Directo en lamina Diagnostico oportuno Distorsion de amastigotes
Procedimiento simple Aplicacion de unguentos en lesiones

Sensibilidad variable
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Contaminacion Bacteriana
Sensibilidad varia de acuerdo al
Cultivo Altamente especifico medio de cultivo utilizado
Dificil aplicabilidad en areas

endémicas

Costoso
Consume tiempo, equipos y
personal profesional
Sensibilidad depende del tipo de
muestra, métodos extraccion DNA y
primers usados

Diagnostico rapido
PCR Menor contaminacién que un cultivo
Altamente especifico

No distingue entre pasadas y
Prueba de Montenegro Procedimiento simple presentes
infecciones

Por lo tanto, como bien se evidencia, el diagnostico clinico de ninguna manera puede
reemplazar la realizacion de técnicas parasitolégicas, pero si puede entonces convertirse
en una prueba de captaciéon oportuna in situ, realizada con la participacién activa de la
misma comunidad. La participacion comunitaria podria ser una herramienta de ayuda
para mejorar la oportunidad del diagnéstico de leishmaniasis cutanea, en areas altamente
endémicas, con la aplicacion de herramientas diagnésticas basicas como el frotis directo,
que al ser aplicado por comunidad en general capacitada demuestra compararse a
méaximas positividades hasta ahora reportadas en previas investigaciones “® y ser mas

reproducible que el diagndstico clinico.

Uno de los grandes compromisos del estado para con la salud y calidad de vida de las
poblaciones es el mejoramiento del comportamiento colectivo hacia si mismo; incluso se
contempla bajo algunos lineamientos nacionales para el Plan de Atencion Basica, como la
circular 018 de 2004, desde la cual se reglamenta el deber de desarrollar modelos de
participacion social efectivos para la promocion, prevencion y control de Enfermedades de
Transmision Vectorial (ETV). El diagnéstico clinico realizado por intermediarios
comunitarios serviria como herramienta sensible de intervencién y control, con el fin de
actuar oportunamente, ademas de ejercer apoyo a las intervenciones de comunicacion,
informacion y educacién para la poblacion, sobre todo en zonas como Landazuri donde
estudios realizados en la zona, *® demuestran una edad temprana de 7 afios promedio de

infeccion.

Para otros municipios del Departamento, donde gran carga de su morbilidad en ETV es
debida a Dengue, se han llevado a cabo estrategias de movilizacién y comunicacion
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social, por organizaciones como la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), la
cual pretendio percibir conductas orientadas a la prevencion del dengue; sus resultados
resaltaron que para la comunidad, la falta de educacion y conocimiento sobre el tema de
los zancudos es una sub-causa de la no realizaciéon de acciones preventivas adecuadas
con respecto a la presencia de zancudos.®® Estas experiencias de participacion
comunitaria en otras enfermedades como el Dengue, sefalan la importancia de la
participacién comunitaria para el éxito y sostenibilidad de las acciones hacia los
problemas de salud de mayor impacto en cada poblacion.

A diferencia de otros estudios, en los que se ha vinculado a la comunidad como parte
activa en estrategias de promociéon de la salud,”” se observdé una aceptacion y
colaboracién permanente por parte de los habitantes de estas veredas, resaltando la
capacidad y posibilidad de hacer participe a estas comunidades dentro de los proyectos

de promocién, prevencion y control.

Este estudio, si bien mostr6 fortalezas por parte del trabajo comunitario, también
evidencié oportunidades respecto a la utilizacion y acceso a métodos diagnésticos mas
sensibles como el cultivo; al igual que debilidades ya mencionadas respecto a la
implementacion en campo de pruebas moleculares como el PCR. Por consiguiente, en
complementariedad a métodos de diagndstico clinico, s6lo técnicas como el frotis directo
en lamina y el cultivo podrian facilmente ser implementadas por la poblacién e

incorporadas en areas de dificil acceso para los programas de control en leishmaniasis.
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7. CONCLUSIONES

Hasta el momento, la evidencia en areas endémicas nos muestra que el diagndéstico
clinico de leishmaniasis cutanea, realizado por personas de la comunidad educadas en
salud, no parece ser un buen criterio diagnéstico confirmatorio de la enfermedad, y por
ende no debe considerarse como criterio por medio del cual proceder o no al tratamiento.
Debido a un posible sesgo de seleccion presentado en este estudio, que incrementa la
prevalencia afectando los estimados de validez que dependen de ella, es necesario
concluir que la alta sensibilidad y baja especificidad puede deberse a este hecho; en
concordancia con los resultados de evaluacion de calidades de estos criterios, se
evidencia que el diagnéstico clinico no posee la eficiencia necesaria para ejecutarse como

prueba de diagnostico para leishmaniasis cutanea.

Aunque las lesiones ocasionadas por este tipo de leishmaniasis, presentan unas
caracteristicas clinicas muy bien definidas y particulares, definitivamente no son un criterio
suficiente e inequivoco para establecer la infeccion parasitaria; las lesiones cutaneas
tienen diversas formas (Ulcera franca, vegetante, papulas, ndédulos, entre otras), pueden
sobreinfectarse cambiando su aspecto caracteristico, comparten un aspecto clinico muy
similar con otras patologias, y evolucionan cronicamente hasta su espontanea
desaparicién o diseminacion, lo que impide discriminar a simple vista entre esta y otras

patologias.

Los métodos diagnésticos varian su capacidad de detectar el parasito, dependiendo del
tiempo de evolucion de la lesién, de los unglentos y demas sustancias aplicadas sobre la
lesibn que danan y modifican estructuras celulares y parasitarias, del estado de
sobreinfeccién, de la experticia de la persona que toma la muestra y realiza el diagndstico,
e incluso de la misma prevalencia del diagnéstico entre casos sospechosos.

Por lo tanto, el diagnéstico de leishmaniasis cutanea en areas endémicas debe apoyarse
en la participacion comunitaria, en el diagnéstico clinico como prueba oportuna de
tamizaje y el consecuente uso de herramientas parasitolégicas como prueba diagndstica
de esta enfermedad.
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8. RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta los resultados de este trabajo recomiendo se incentive y se evalle los
mecanismos de participacion activa comunitaria como una estrategia para mejorar la

oportunidad de deteccion y control de leishmaniasis.

Debido a las caracteristicas propias de la infeccién y de las zonas geograficas donde se
presenta, en leishmaniasis al igual que en las otras ETV, se requiere de educacion y
participacién por parte de la comunidad que padece este tipo de patologias. De esta
manera propondria se evalluen intervenciones educativas en escolares para la adquisicion
de conocimientos, actitudes y practicas preventivas en la comunidad, observando como
indicadores la reduccion de tasas de incidencia y cronicidad de leishmaniasis cutanea, en

areas endémicas en Santander.

Los entes responsables de la salud publica de estas comunidades, deben procurar el
acercamiento de infraestructura, recurso humano capacitado y tecnologia diagndstica,
que repercuta en oportunidades para un oportuno diagnéstico y tratamiento.

Financiacion: Trabajo cofinanciado por COLCIENCIAS (Cod. 11020412926).
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ANEXOS
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ANEXO A. Mapa de Distribucion casos de Leishmaniasis, Santander 2005

- DEPARTAMENTO DE SANTANDER
SIVIGILA 2005
Ohscrvatorio de Salud LEISHMANIASIS
Publica de Santander
N: 1287

Provincia

Guanenta 4
Garcia Rovira 3
Comunera 16
Mares 280
Metropolitana 163
Wéler 276
Carare - Opdn 419
Soto Morte

Comunera

Casos Reportados

[ 1-10Casos
[ ]11-20Casos

I = 20 Casos

20 Ju] 20 A0 B0 Kildmetros
P —

FUENTE: Observatorio de Salud Publica de Santander
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ANEXO B

LEISHMANIASIS CUTANEA LOCALIZADA
ULCERA GRANULOMATOSA EN MANO
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ANEXO C

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
EVALUACION DEL DIAGNOSTICO CLINICO EN LEISHMANIASIS
TESIS MAESTRIA EN EPIDEMIOLOGIA CIE-UIS. JUANA P. SANCHEZ
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Declaro que otorgo consentimiento para que me sean practicados los exdmenes
diagndsticos para leishmaniasis. Estoy de acuerdo en que se me practique una incisién de
0.5 cm de largo y 0.5 cm de profundidad con un bisturi nuevo para extraer material que serd
coloreado y observado al microscopio. De la misma forma, permito que me sean tomados 2
aspirados para con jeringa de tuberculina en forma intradérmica en los bordes de la lesién
para cultivo. Estoy informado que el procedimiento no implica riesgos. En caso de salir
positivo en los exdmenes me someteré al tratamiento (Glucantime®) suministrado por el
gobierno a través del Hospital del drea donde yo resido.

DATOS DEL PACIENTE TESTIGO 1

FIRMA PACIENTE O TUTOR FIRMA
NOMBRE: NOMBRE:

APELLIDOS: APELLIDOS:

# CEDULA: # CEDULA:

Espacio para huella dactilar Espacio para huella dactilar
TESTIGO 2

FIRMA

NOMBRE
APELLIDO
CEDULA
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ANEXO D

UNIWERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FICHA DE RECOLECCION DATOS CLINICO-EPIDEMIOLOGICOS
EVALUACION DIAGNOSTICO CLINICO POR ACTORES COMUNITARIOS
TESIS DE MAESTRIA CIE-UIS. JUANA PATRICIA SANCHEZ WV
dia mes  afio
Fecha: | : i | Municipio:

vereda: | | Cadigo paciente: | | | | | |

IDENTIFICACION DEL PACIENTE
Mambres v apellidos:

dia rmes afio

Edad: [ IMeses [ ]afos Fecha Macimiento:
Género:

Qe tipo de seguro tiene?:

DESCRIPCION DE LESIONES

Cuantas llagas presenta en piel’: | 1 | 2 | 3 4 =4

Sitio del cuerpo donde estan las llagas (wer grafical: | | | |
Ha ido al hospital a consultar por la(s) llaga(s)? si | no

Se aplico glucantime? si no

Se ha aplicado unguentos? si [ no

EXAMERN FISICO DE LA LLAGA (En el grafico encierre con un circulo la llaga a describi

Hace cuanto tiempo presenta la llaga? | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | =] | 7 | a8 | =8 |ser‘nz
La llaga en piel tiene las siguientes caracteristicas:

Tiene forma de crater de wolcan =i no Presenta adenopatia local 6 regional | si
tiene forma redondeada =i no duele la llaga =i
Los bhordes son levantados =i no se produjo por golpe o cortadura [ =i
Los bordes son duros =i no Tiene pus =i

LOCALIZAGIHN DE LESIONES (@)
W CICATRICES ()

LE

P
Jh\) A

DESCRIPCION MUESTRA PARA ENVIO (Llenar sdlo el encuestadaor)
Es= una lesian compatible con Leishmania? | no quiza no | no sahbe | quiza si =i

13 J

15

Tipo de muestra tomada:
Directo del borde de la lesidn Raspado lesidn para PCR
Cultivo par aspirado lesian Serologia

Responsable:
Bucararmanga. Facultad de Salad. Zer Piso Cra 32 entre Calle 28 5 20 Telft (027 &344000 Eact. 3205 & 3209
Ilaestria Epiderniologia. E-rmail: juanipsan@hotroail com
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ANEXO E. Técnicas y Procedimientos de Obtencion y Procesamiento de Muestras
Parasitologicas

DIAGNOSTICO CLiNICO-EPIDEMIOLOGICO

Lo hara extramuralmente los TSC en las zonas endémicas de Santander, en la vivienda
del paciente (busqueda activa); el diagnostico se fundamentara en el examen de la lesién
teniendo en cuenta la definicion de caso; se indagara sobre el tiempo de enfermedad,
zona corporal de presencia de lesiones y sus caracteristicas, considerando como hecho
importante para el diagnostico la permanencia o procedencia de una zona endémica de
Leishmaniasis.

Criterios de definicion de caso clinico-epidemiolégico de Leishmaniasis: Presencia
de lesiones tipicas e historia epidemioldgica compatible.

Procedencia de area endémica

Aparicion de lesion sin historia de trauma

Evolucién de la lesion de mas de dos semanas

Ulcera redonda u ovalada y de bordes levantados

Apariencia con forma de crater de volcan

Lesiones nodulares y en ocasiones con mas de una localizacién

Adenopatia local o generalizada

FROTIS DIRECTO DE LESION

Materiales

- Gasa estéril: Se mantiene empaquetada en papel kraf (5 gasas por sobre), a medida
gue se va utilizando se abre el sobre.

- Guantes

- Hoja de bisturi No. 11 6 15

- 3 La&minas portaobjetos: Se limpian previamente con alcohol al 95% para retirar los
restos de grasa y otro tipo de suciedad. Cada lamina se marca utilizando stickers con el
respectivo codigo asignado al paciente

- Coloracion Field: Azul de metileno fosfatado, Solucion Buffer, Solucion A, Solucién B
Los colorantes se almacenan a temperatura ambiente en frascos ambar que los proteja de
la luz excesiva y de la humedad.

Procedimiento: El examen directo se realiza haciendo un raspado del borde interno de la
Ulcera. El procedimiento es el siguiente:

- Se elige la lesién con menor tiempo de evolucién y menor infeccién agregada. De esta
se escoge el borde activo de la ulcera.

- Se desinfecta el borde la lesion con alcohol al 70% y agua oxigenada.

- Se presiona con firmeza con los dedos indice y pulgar el borde elegido. Con una hoja
de bisturi hacer una pequefa incisién en el lado interno; secar la sangre con gasa y
raspar el tejido de los bordes de la incision.
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- Con el material obtenido en la hoja de bisturi, se hace el frotis en una lamina,
procurando que éste sea delgado. Una buena muestra es aquella que presenta un
aspecto granular con muy poca sangre.

- Se deja secar la lamina al medio ambiente.

- Fijar luego con metanol por tres minutos 6 sumergiendo por un segundo la lamina en
azul de metileno fosfatado. Al secar, llevar al laboratorio clinico del municipio para su
procesamiento.

Coloracion de Field: Se prepara el colorante mezclando una gota de solucién A, una
gota de solucién B y 3 ml de agua amortiguada. Cuando la placa esté seca, se coloca
boca abajo en una caja de petri soportada por dos palillos y se deja correr la mezcla de
colorante entre la placa y la caja de petri por 9 minutos. Se retira la placa y se deja secar
a temperatura ambiente para hacer la lectura al microscopio éptico con lente de inmersién
(100 X).

Interpretacion: Se considera “positivo” cuando se observa uno o mas formas amastigotes
caracteristicas de leishmanias (ovaladas o redondeadas, con distincién del nucleo y
kinetoplasto) en los extendidos. Se informa como “negativo” cuando no se observan
amastigotes después de haber recorrido un minimo de 100 campos. En este ultimo caso,
deben repetirse los directos antes de descartar el diagnéstico de leishmaniasis los frotis o
raspados del borde de la lesién se reportan como: “Examen directo tomado del borde de
la lesion: positivo o negativo para Leishmania” o “se observan (0o no se observan)
amastigotes de Leishmania’.

Envio de la muestra del Frotis de lesidon: Obligatorio para el establecimiento de salud,
donde se toma la muestra, realizar una coloracién y enviar otra lamina sin coloracién al
personal del proyecto para realizar la lectura.

- Fijar con metanol por tres minutos.

- Las laminas, debidamente rotuladas, seran envueltas individualmente, haciendo
paquetes con un méaximo de 10 laminas porta-objetos.

- Colocar los paquetes en caja de cartén y adicionar las fichas clinico-epidemiol6gicas
respectivas.

- Rotular la cubierta y enviar al laboratorio referencial de la facultad de salud.

CULTIVO POR ASPIRADO

Materiales

- Gasa estéril, Guantes, Mecheros, Alcohol 95%, Cinta de enmascarar

- 4 Jeringas de tuberculina con aguja No.22

- PBS estéril con antibiético PBS+P/E (Penicilina 500 U/ml / Estreptomicina 10 mg/ml): Se
almacena en viales tapa rosca a temperatura ambiente, protegidos de la luz y de la
humedad.

- 1Tubo de Medio de cultivo liquido: MEM. Se almacena en tubos con tapa de caucho a
temperatura ambiente protegidos de la luz y de la humedad.

- 2 Medios de cultivo solido: NNN y SNK

Se almacenan en tubos con tapa de caucho a temperatura ambienten protegidos de la luz
y de la humedad.
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Procedimiento: Este método debe realizarse previa limpieza del sitio de trabajo y con
ayuda de dos mecheros (condiciones de asepsia)

- En condiciones de asepsia, introducir 0.1 ml de PBS+P/E en dos agujas de tuberculina

- Limpiar la tapa del medio de cultivo (1 NNN y 1 SNK) con alcohol al 95%

- Marcar los tubos con cinta de enmascarar con el cédigo que se le asigne a cada
paciente

- Después de desinfectar la lesidn, se introduce con un angulo de 30° en el borde mas
activo de la Ulcera la aguja de una jeringa de tuberculina que contiene 0.1 ml PBS+P/E;
se hacen movimientos rotatorios para macerar con el bisel el tejido, evitando
contaminacién con sangre, y al observar la aparicién del aspirado se retira lentamente la
aguja. La excesiva presencia de sangre en las muestras colectadas es perjudicial para el
desarrollo del parasito, debido a que la sangre contiene proteinas séricas altamente
inhibitorias para el crecimiento de los promastigotes de Leishmania.

- La muestra obtenida se transfiere, manteniendo condiciones de esterilidad ayudados por
el mechero, en los tubos con medio de cultivo y luego se adicionan, en iguales
condiciones de esterilidad, 0.3 ml de medio liquido MEM y se incuba a temperatura
ambiente, protegidos de la luz y la humedad en cajas de icopor o cavas perfectamente
tapadas.

Para cada medio de cultivo (1 NNN y 1 SNK) se realiza un aspirado utilizando agujas y
jeringas diferentes.

Interpretacion: Los cultivos se observan por primera vez al cuarto dia, tornando una gota
de la fase liquida entre lamina y laminilla y observando al microscopio en 40X en busca de
promastigotes de Leishmania, o se pueden observar directamente en microscopio de luz
invertida. En caso de no observar el parasito se continda incubando y se examina de
nuevo semanalmente durante ocho semanas al cabo de las cuales, si persiste negativo,
se descarta. Algunas veces se requieren 2 0 3 pases cada 7-10 dias para evitar la
oxidacion excesiva de la sangre, antes de que se vean los promastigotes.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Materiales

- Gasa estéril: Se mantiene empaquetada en papel kraf (5 gasas por sobre), a medida
que se va utilizando se abre el sobre.

- Guantes

- Hoja de bisturi No. 11 6 15

- Vial con 0.5 ml de NET SDS 10%

Procedimiento: Se escoge el borde activo de la Ulcera, si el paciente presenta mas de
una lesion, se utiliza para el diagnéstico, muestra de la lesién mas reciente

- Después de realizar la limpieza de la lesién se hace buena hemostasia, sujetando el
area escogida de toma de muestra fuertemente con los dedos indice y pulgar, y con la
hoja del bisturi se realiza una pequenfa incision en la parte central del borde activo.

- Se limpia la gota de sangre que puede salir con la incision con gasa estéril y con la
parte cortante del bisturi se toma un fragmento de tejido de los bordes de la incision
tratando de obtener la mayor cantidad.

- El material obtenido se introduce en el vial que contiene NET SDS 10%.
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Es importante senalar que la excesiva presencia de sangre en las muestras colectadas es
perjudicial para el desarrollo de la técnica, ya que el grupo hemo de la sangre inhibe la
reaccion en cadena de la polimerasa.
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ANEXO F

UNIVERSIDAD INDUSTRIA DE SANTANDER

EVALUACION DIAGNOSTICO CLINICO POR ACTORES COMUNITARIOS
TESIS DE MAESTRIA CIE-UIS. JUANA PATRICIA SANCHEZ V
FORMATO DE REGISTRO DIAGNOSTICO LABORATORIO CLINICO

dia mes ano

Fecha:| / / | Municipio: | |
Mes de informe: |:9|

Total Laminas realizadas Laminas Positivas

CODIGO DE LA MUESTRA CALIDAD DE FECHA DE
DIA DE MUESTRA PROCESADA RESULTADO ENTREGA FIRMA
RECIBO mala regular  buena positivo negativo RESULTADO TSC

Responsable:
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ANEXO G. CALCULO CRITERIOS DE VALIDEZ POR PUNTO DE CORTE EN LA
ESCALA DE CERTEZA DIAGNOSTICA POR EL TSC

CALCULOS DE SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD, VALOR PREDICTIVO POSITIVO Y
VALOR PREDICTIVO NEGATIVO, POR PUNTO DE CORTE EN ESCALA DE CERTEZA
DIAGNOSTICA TSC.

PUNTO DE CORTE A

Estandar Ref
TSC-A*| NEG POS| Total

NEG | 3 3] 6
POS| 30 160 190

Total| 33  163| 196

TSC-A* = Cuando se considera el valor 1 en la escala de certeza diagnéstica del TSC
como prueba negativa (NEG), y valores >=2 como prueba positiva (POS).

True D defined as gstand ~= 0 [95% Conf. Inter.]

Sensitivity Pr(+| D) 98.16%  96.28% 100.04%

Specificity Pr(-[~D) 9.09%  5.07% 13.12%

Positive predictive value Pr(D| +) 84.21%  79.11% 89.32%
)

|
Negative predictive value Pr(~D|-) 50.00% 43.00% 57.00%

Prevalencia Pr(D) 83.16% 77.92% 88.40%

PUNTO DE CORTE B

Estandar Ref
TSC-B*| NEG POS| Total

NEG | 5 8| 13
POS| 28  155| 183

Total| 33  163| 196

TSC-B* = Cuando se considera valores 1y 2 en la escala de certeza diagnéstica del TSC
como prueba negativa, y valores >=3 como prueba positiva.
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True D defined as gstand ~= 0 [95% Conf. Inter.]

Sensitivity Pr(+| D) 95.09% 92.07% 98.12%
Specificity Pr(-[~D) 15.15%  10.13% 20.17%
Positive predictive value Pr(D| +) 84.70%  79.66% 89.74%
Negative predictive value Pr(~D|-)

|-) 38.46%  31.65% 45.27%

Prevalencia Pr(D) 83.16% 77.92% 88.40%

PUNTO DE CORTE C

Estandar Ref
TSC-C*| NEG POS| Total

___________ +______________________+__________
NEG | 10 26 | 36
POS | 23 137 | 160

TSC-C* = Cuando se considera valores 1, 2 y 3 en la escala de certeza diagnéstica del
TSC como prueba negativa, y valores >=4 como prueba positiva.

True D defined as gstand ~= 0 [95% Conf. Inter.]

Sensitivity Pr(+| D) 84.05% 78.92% 89.18%
Specificity Pr(-|~D) 30.30% 23.87% 36.74%
Positive predictive value Pr(D| +) 85.63%  80.71% 90.54%
Negative predictive value Pr(~D|-) 27.78%  21.51% 34.05%

Prevalencia Pr(D) 83.16% 77.92% 88.40%

PUNTO DE CORTE D

Estandar Ref
TSC-D*| NEG POS| Total

___________ +______________________+__________
NEG| 18 79| 97
POS| 15 84| 99

TSC-D* = Cuando se considera valores <=4 en la escala de certeza diagnéstica del TSC
como prueba negativa, y valores 5 como prueba positiva.
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True D defined as gstand ~= 0

[95% Conf. Inter.]

44.54% 58.53%
47.57% 61.52%
79.83% 89.87%
13.11% 24.00%

Sensitivity Pr( +] D) 51.53%
Specificity Pr(-|~D) 54.55%
Positive predictive value Pr(D| +) 84.85%
Negative predictive value Pr(~D|-) 18.56%
Prevalencia Pr(D) 83.16%

77.92% 88.40%
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ANEXO H. TABLAS 2 x 2 EVALUACION REPRODUCIBILIDAD INTER-EVALUADOR
POR PUNTO DE CORTE EN LA ESCALA DE CERTEZA DIAGNOSTICA POR EL TSC

PUNTO DE CORTE A

Evaluador 2
+ -
+ 55 2 57
Evaluador 1
- 2 0 2
57 2 59
Kappa = -0.351
Acuerdo Observado = 93.2%
PUNTO DE CORTE B
Evaluador 2
+ -
+ 47 5 52
Evaluador 1
- 4 3 7
51 8 59
Kappa = 0.313
Acuerdo Observado = 84.7%
PUNTO DE CORTE C
Evaluador 2
+ -
+ 41 8 49
Evaluador 1
- 5 5 10
46 13 59
Kappa = 0.300

Acuerdo Observado = 77.9%
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PUNTO DE CORTE D

Evaluador 2

+ 18 9
Evaluador 1
- 6 26
24 35
Kappa = 0.483

Acuerdo Observado = 74.5%

27

32
59
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ANEXO I. INDICES DE ACUERDO PROPORCIONAL
EN DECISIONES POSITIVAS Y NEGATIVAS ENTRE DOS OBSERVADORES

Evaluador 2
+ -
+ 41 8 49
Evaluador 1
- 5 5 10
46 13 59

Imbalance = Prevalencia de ratings positivos para observadores superior 0.5
Evaluador 1 = 0.830
Evaluador 2 =0.779

Simetria = En ambos marginales existe un imbalance en la misma direccion

PROPORCION OBSERVADA DE ACUERDO POSITIVO (CHARBERLIND’S Ppos)

Ppos = 2a
N+ (a—d)

Ppos = 2 x 41 = 86.3%
59 + (41 -5)

PROPORCION OBSERVADA DE ACUERDO NEGATIVO (Pneg)

Pneg = 2d
N-(a—d)

Pneg = 2x5 = 43.5%
59 - (41-5)
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