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Carga parasitaria de Leishmania spp. en personal
militar colombiano con leishmaniasis cutanea:
estudio de caso

Parasitic load of Leishmania spp. in Colombian military personnel with
cutaneous leishmaniasis: a case study

Claudia P. Méndez-Bejarano, Camilo A. Correa-Cérdenas, Julie J. Pérez-Rico, Yanira A.
Romero y Omaira Rodriguez
Laboratorio de Referencia e Investigacion de la Direccién de Sanidad Ejército, Bogotd D.C., Colombia

ResumeN. El personal del Ejército Nacional de Colombia se expone continuamente a contraer leishmaniasis
debido a las operaciones que tienen lugar donde este parésito es endémico, lo cual ocasiona altos costos por
tratamientos médicos. El objetivo de este estudio fue cuantificar la carga parasitaria mediante la amplificacion
del minicirculo del ADNF por PCR en tiempo real e identificar molecularmente la especie de Leishmania spp.
en pacientes con diagndstico para leishmaniasis cutdnea, a partir de amplificacién por PCR y secuenciacién de
los marcadores moleculares HSP70 y MPI, para monitorear y determinar la efectividad al tratamiento con an-
timoniato de meglumina frente al tratamiento con isetionato de pentamidina, asi como su relacién con otros
datos clinico-epidemioldgicos. Ademds, se demuestra la eficacia de los tratamientos con sus caracteristicas, se
identificé el riesgo de futuros brotes de leishmaniasis mucocutdnea en ciertos casos y se refieren las diferencias
encontradas entre las variables clinico-epidemioldgicas explicadas multifactorialmente.

ParaBras cLaVE: ADNk; Ejército Nacional de Colombia; Leishmania spp.; Fuerzas Armadas; parasitologfa;
qPCR

AssTrACT. Military operations occurring in areas where Leishmania spp. is endemic continually expose the
military personnel of the Colombian National Army to contracting leishmaniasis. Medical treatments for
this disease represent high costs in military logistics. The objective of this study was to quantify the parasitic
load of Leishmania spp. in patients diagnosed with cutaneous leishmaniasis, using real-time PCR kDNA
minicircle amplification. Also, to identify the specific species using PCR amplification and sequencing of the
HSP70 and MPI molecular markers to monitor and determine the effectiveness of meglumine antimoniate
versus pentamidine isethionate treatment, and its relation to other clinical-epidemiological data. In addition
to demonstrating the efficacy of treatments and their characteristics, the risk of future outbreaks of mucocu-
taneous leishmaniasis was identified in certain cases, and a multifactorial explanation of the differences found
between clinical-epidemiological variables was noted.

Keyworps: armed forces; Leishmania spp.; National Army of Colombia; parasitology; qPCR
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Introduccién

La leishmaniasis es una enfermedad tropical de transmisién vectorial (ETV) causada por
la infeccién con cualquiera de las 20 especies de pardsitos protozoarios diferentes perte-
necientes al género Leishmania, con la cual se pueden ver afectadas la piel (leishmaniasis
cutdnea o LC), las mucosas (leishmaniasis mucocutinea o LMC) o las visceras (leishma-
niasis visceral o LV) (Herwaldt, 1999; Ul Bari, 2006). En el continente americano es
transmitida al humano a través de la picadura de insectos hembras hematéfagas infectadas
del género Lutzomyia. Colombia es el segundo pais después de Brasil con el mayor nime-
ro de casos de LC en el continente. En el afo 2017 se reportaron en Colombia un total de
7764 casos, y se estim6 que el 56% de la poblacién estaba en riesgo de contraer la forma
cutdnea de la enfermedad (World Health Organization [WHO], 2019; Organizacién
Panamericana de la Salud [PAHO], 2019). La leishmaniasis cutinea es actualmente la en-
fermedad parasitaria que mds afecta el pie de fuerza en el Ejército Nacional de Colombia,
y es preciso sefialar que entre los afios 2008-2018 se reportaron 40185 casos, seguido
de 559 casos de leishmaniasis mucocutdnea en el personal militar activo, segtin reporte
del Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Puablica (Sivigila) y Salud Operacional de la
Direccién de Sanidad Ejército (Instituto Nacional de Salud [INS], 2019).

Un adecuado diagnéstico de la leishmaniasis permite elegir un tratamiento apropia-
do, y un seguimiento y monitoreo conllevardn un excelente prondstico de la enfermedad.
Es por esto que las pruebas de diagndstico y de seguimiento de un tratamiento deben ser
sensibles, especificas, rdpidas y asequibles. La reaccion en cadena de la polimerasa en tiem-
po real (QPCR) es un método molecular de diagnéstico clinico, que cumple con los an-
teriores criterios y es capaz de cuantificar los productos de amplificacién de un blanco de
ADN mediante el monitoreo en cada ciclo de cuantificacién. Esta técnica puede ser usada
para monitorear ciertos tratamientos farmacolégicos contra leishmaniasis, gracias a lo cual
se puede hacer la relacién del nimero de parasitos equivalentes al ADN o la también de-
nominada carga parasitaria. Lo anterior es posible mediante el uso como control interno
de un marcador molecular como GAPDH, B-microglobulina, 185 ARNr o ERV 3, que
permite normalizar la carga parasitaria o el nimero de pardsitos equivalentes a ADN de
Leishmania frente al nimero de células humanas equivalentes también al ADN humano
(Romero et al., 2010; De Paiva-Cavalcanti et al., 2013; Jara et al., 2013; Méndez, 2014).

Asi mismo, existen marcadores moleculares tales como el gen de la proteina de cho-
que térmico (HSP70) y el gen de la isomerasa manosa fosfato (MPI), que mediante am-
plificacién por PCR convencional, seguido de secuenciacién Sanger, permiten identificar
por barcoding las especies causantes o agentes etiolégicos de la leishmaniasis (Cérdova
et al., 2011; Ramirez et al., 2016; Patino et al., 2017). Esto con el fin de poder analizar
las dindmicas entre las especies infectantes, el vector, el pronéstico de la enfermedad, los
tratamientos farmacoldgicos suministrados a los pacientes, asi como otras variables clini-
co-epidemiolégicas.
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En Colombia, como tratamiento farmacoldgico para la LC, se siguen los lineamien-
tos del Ministerio de Salud y Proteccién Social a través del Instituto Nacional de Salud
(INS), donde se sugiere el antimoniato de meglumina (N-metil glucamina) como medi-
camento de primera linea, el cual es administrado por via intramuscular o endovenosa en
dosis de 20 mg/kg/dia. En caso de falla terapéutica de los antimoniales pentavalentes, se
debe administrar como segunda linea de tratamiento miltefosina via oral de 1,5-2,5 mg/
kg/dia durante 28 dias o isetionato de pentamidina con una dosis de 3-4 mg/kg/dia via
intramuscular o endovenosa en 4 a 10 dosis en dias alternos. Si persiste la falla terapéutica,
se establece la anfotericina B liposomal intravenosa 2-3 mg/kg/dia (Durdn et al., 2018).

Este estudio es el primero en sanidad militar en hacer un seguimiento o monitoreo
detallado al tratamiento en pacientes del programa de leishmaniasis, mediante la cuanti-
ficacién del ndmero de parésitos equivalentes a ADN por qPCR al iniciar, durante y al
finalizar el tratamiento. Solo un estudio previo habfa validado y estandarizado la prueba
de qPCR amplificando los marcadores moleculares ADNk y G6PD como una técnica
diagnéstica asertiva (Méndez, 2014), esto con el fin de disminuir los costos administra-
tivos logisticos no solo en el tiempo de recuperacién de los pacientes fuera del drea de
operaciones, sino en tratamientos de leishmaniasis en el interior de la fuerza.

Los objetivos de este estudio fueron 1) estimar la carga parasitaria de Leishmania spp.
en personal militar activo del Ejército Nacional de Colombia con leishmaniasis cutdnea bajo
tratamiento con antimoniato de meglumina e isetionato de pentamidina, 2) determinar el
éxito o fracaso del tratamiento farmacoldgico actual mediante la relacién de la carga parasi-
taria con diferentes datos clinico-epidemioldgicos y 3) identificar molecularmente la especie
infectante con su distribucién y abundancia en sitios de posible infeccién.

Marco tedrico

La leishmaniasis es un problema creciente de salud publica a nivel mundial. En Colombia,
la situacién es preocupante debido al incremento de casos de LC que se ha registrado en
los dltimos afos y al cambio en el patrén epidemiolégico dado por la aparicién de nue-
vos focos. El proceso creciente de domiciliacién y urbanizacién del ciclo de transmisién
es una problemdtica que afecta especialmente las Fuerzas Militares debido a la misién
que cumplen en dreas endémicas de esta zoonosis. El antimoniato de meglumina es el
medicamento de eleccién para el tratamiento de la leishmaniasis cutdnea en Colombia y
es suministrado por el Ministerio de Proteccién Social. Segtin la experiencia de los mé-
dicos dermatélogos en el Ejército, es indispensable realizar un seguimiento clinico y de
laboratorio a los pacientes tratados con antimoniato de meglumina y otros medicamentos
leishmanicidas para conocer el comportamiento terapéutico de acuerdo con la especie y el
patrén de susceptibilidad mostrado por los agentes etiolégicos de la enfermedad. La resis-
tencia clinica o falla terapéutica a los antimoniales ha aumentado proporcionalmente a la
epidemia de forma global. Las tasas de falla oscilan entre el 10 y el 23 % para el tratamien-
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to con antimoniales pentavalentes segtin el esquema recomendado por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) (Expert Committee on the Control of the Leishmaniases &
World Health Organization, 2010).

El uso de la PCR en tiempo real permite conocer si existe presencia o no del agente
etioldgico de la leishmaniasis en la muestra procesada. Ademds, permite detectar y cuan-
tificar la carga parasitaria como una medida de diagnéstico que atiende a las necesidades
actuales de Salud Operacional del Ejército Nacional de Colombia y OMS. Con esta infor-
macién se puede conocer la carga parasitaria inicial, la respuesta al tratamiento y se puede
realizar un prondstico sobre la evolucion de la enfermedad para predecir a futuro eventos
adversos como la LMC.

En Colombia existen pocos estudios relacionados con la cuantificacion de carga pa-
rasitaria de leishmaniasis cutdnea. Uno de ellos (Méndez, 2014) estandarizé una PCR en
tiempo real a partir de los blancos moleculares G6PD y A DNk para la cuantificacién de
la carga parasitaria de Leishmania spp. y se normalizé con el gen humano de copia tnica
ERV3. Uno de los hallazgos mds relevantes de tal investigacién fue la disminucién signi-
ficativa de la carga parasitaria con el tiempo de evolucién de la enfermedad. Esto llevé a
la sugerencia de usar esta técnica para evaluar la eficacia de un tratamiento y el prondstico
de resolucién de la enfermedad. Otro estudio colombiano (Romero et al., 2010) se centré
en la viabilidad parasitaria en sitios extralesionales a partir de transcripciones del marcador
molecular 7SLRNA mediante una RT-qPCR, puesto que determinar si el pardsito es via-
ble 0 no en monocitos puede alertar sobre futuras LC y LMC. En otros paises de la regién,
como Per, se detectd y cuantificé la carga parasitaria de Leishmania spp. en piel y lesiones
en mucosas. La qPCR por ADNk demostré ser altamente sensible y precisa para la detec-
cién y cuantificacién parasitaria a partir de biopsias, y no se encontraron diferencias en la
carga parasitaria en relacién con las especies de pardsitos, la edad del paciente y el nimero
o drea de las lesiones (Jara et al., 2013). Otro estudio desarrollado en Perti comparé cuan-
titativamente las cargas parasitarias entre los diferentes sitios de lesiones en piel y métodos
de muestreo mediante el uso de qPCR para proveer una idea de la distribucién probable
de los amastigotes de Leishmania spp. en la Glcera, y asi mejorar el diagnéstico y prondsti-
co de LC (Sudrez et al., 2015). Por tltimo, un estudio en Brasil estimé la carga parasitaria
a partir de ADN de ARNr SSU mediante una qPCR en la que se les hizo seguimiento a
unos ninos con LV antes, durante y al finalizar el tratamiento farmacoldgico, junto con

la identificacién de factores de riesgo para un apropiado prondstico de la enfermedad
(Mourio et al., 2014).

Métodos

Consideraciones éticas

El presente estudio corresponde a una investigacion de riesgo minimo de acuerdo con la
clasificacién expuesta en el articulo 11 de la Resolucién 8430 de 1993 del Ministerio de
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Salud. Fue aprobado bajo Acta n.° 2043 del 22 de marzo del 2017, segin el Comité de
Etica en Investigacion del Hospital Militar Central, Bogotd.

Por su parte, el manejo de todos los datos del paciente, la ficha clinico-epidemiolé-
gica y los resultados se realizaron bajo las més estrictas normas de confidencialidad, con la
previa autorizacion del paciente, mediante la aplicacién de un consentimiento informado.
Se utilizé el consentimiento informado de acuerdo con la Resolucién Colombiana 2378
de 2008 sobre Buenas Pricticas Clinicas.

Tipo de estudio

Se definié como observacional descriptivo longitudinal, en el cual se realiz6 un seguimien-
to a una cohorte de pacientes con leishmaniasis cutdnea bajo tratamiento farmacoldgico.
El estudio contemplé la toma de muestra antes, a la mitad y al finalizar el tratamiento,
acompanado de una evaluacién clinica.

Tamano de la muestra

Para estimar el tamafio de la muestra, se considerd el nimero promedio de pacientes
atendidos durante un afio en Bonza, Boyacd (tratados con antimoniato de meglumina
por primera vez) y el Batallén de Sanidad (Basan) de Bogotd (isetionato de pentamidina
como tratamiento de segunda eleccién). Se ajusté incluyendo un niimero de pacientes
promedio anual que repite tratamiento (19% al 50%) y usando como criterio de ex-
clusién pacientes con lesién en rostro, segin datos disponibles en Salud Operacional de
la Direccién de Sanidad Ejército y Sivigila. Un tamano de muestra n = 139 pacientes
(Bonza = 86 pacientes y Basan = 53 pacientes) se estimé en Epi Info v7.2.2.6 (https://
www.cdc.gov/epiinfo/index.html), con IC 95 % y un error de muestra esperado del 5 %.
Para los andlisis del presente estudio se realizaron las correlaciones de las cargas parasitarias
con los datos clinico-epidemioldgicos, asi como el andlisis espaciotemporal de las especies
circulantes de Leishmania spp. en poblacién militar inicamente con un n = 23 pacientes,
que corresponden a las muestras con carga parasitaria elevada y a considerar al finalizar el
tratamiento.

El estudio incluyé pacientes de poblacién militar de sexo masculino, mayores de 18
afos, con diagnéstico microscopico de leishmaniasis cutdnea, que participaron volunta-
riamente del estudio, con previo consentimiento informado, con un tamano de lesién de
mids de 1 cm de didmetro y sin evidencia clinica de sobreinfeccién bacteriana o micética
de la tlcera al inicio del estudio.

Toma de muestra

Para el caso de las muestras de frotis, se realizé isquemia manual utilizando los dedos pul-
gar e indice, se raspé de la base y el centro de la tlcera con una lanceta estéril (Sudrez et al.,
2015). La muestra obtenida se deposité en un vial de tapa-rosca con 250 1 L de solucién

ISSN 1900-6586 (impreso), 2500-7645 (en linea) 241


https://www.cdc.gov/epiinfo/index.html
https://www.cdc.gov/epiinfo/index.html

(laudia P. Méndez-Bejarano, Camilo A. Correa-Cérdenas,
General José Moria Cdrdova Julie J. Pérez-Rico, Yanira A. Romero y Omaira Rodriguez

salina estéril. Posteriormente se almacené a -70 °C hasta su procesamiento. Ademds, se
tomé una muestra de sangre periférica de aproximadamente 3 mL en un tubo con EDTA,
seguido de un almacenamiento a 4°C antes de su pronto procesamiento.

Obtencién células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

En un tubo de 15 mL se tomaron 7 mL de solucién salina estéril 0,85 % y se adicionaron
3 mL de sangre periférica. Se mezclaron por inversién y con vértex para una mejor homo-
genizacion. Posteriormente, en otro tubo de 15 mL se adicionaron 3 mL de ficol y de la
mezcla inicial de sangre periférica y solucién salina se tomaron 7mL, que fueron transfe-
ridos por las paredes del tubo para evitar mezclar la muestra con el reactivo. Se centrifugé
la mezcla a 4 °C por 2500 r/min durante 30 min. Luego de la centrifugacién, se aspir6 la
interfaz opaca que contenia las PBMC, se deposit6 en un vial de 1,5 mL y se almacené a
-20 °C para su posterior procesamiento.

Extraccién ADN y cuantificacién en BioDrop

La extraccién de ADN a partir de las muestras de frotis, biopsias, PBMC y cultivo de
Leishmania braziliensis del LRI-DISAN-EJC (MHOM/DR/75/M2904) se realizé me-
diante cromatografia de adsorcién, de acuerdo con las indicaciones del fabricante del
kit. La elucién final del extracto se llevé a cabo en 60 1 L de buffer EL. Seguido a esto,
todos los extractos de ADN fueron sometidos a cuantificacién por BioDrop uLite
Spectrophotometer (Biochrom US, Holliston, MA) aceptando valores iguales o supe-
riores a 4 ng/ u L'y con relaciones 230/260 (dcidos nucleicos/sales caotrépicas, fenoles o
carbohidratos) > 1,0 y < 3,0 mientras 260/280 (4cidos nucleicos/compuestos aromdticos
como fenoles, proteinas y ARN) > 1,6 y < 3,0.

PCR en tiempo real para el seguimiento del tratamiento

Para la amplificacién del minicirculo del ADNk se utilizaron los primers kD-
NAr (5° TAC TCC CCG ACA TGC 3’) y kDNAf (5'GAA CGGGGT TTC
TGT ATG C 3°) (Jara et al., 2013). Mientras que el gen ERV3 sirvi6 como nor-
malizador, ya que es de copia Unica en el genoma humano. Los primers para el
ERV3 fueron: PHP10F (5’CATGGGAAGCAAGGGAACTAATG3’) y PHPIOR
(5CCCAGCGAGCAATACAGAATTT?3’) (Yuan, et al., 2001; Adaui et al., 2000).

La reaccién de la qPCR se corrié en un equipo LightCycler” 96 Roche y previamen-
te la mezcla se preparé segiin recomendaciones del kit comercial Luna Universal qPCR
Master Mix de NewEngland, la cual consistié de 0,2 u M de cada primer, 12,6 u L de
agua grado reactivo biologia molecular libre de DNAsas y RNAasas, 0,5 X de la Master
Mixy2 u L de ADN para un volumen final de 20 1 L. Las condiciones del termociclado
para el ADNFky ERV3 fueron las siguientes: preincubacién a 95 °C por 10 min, seguido
de 36 ciclos de 95 °C por 20 s, 60 °C por 20 s y 72 °C por 20 s. La emisién de la fluores-
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cencia se midié al final del paso de elongacién mediante la sonda de SYBRGreen. Luego
de la amplificacién se gener6 una curva melting que consistié en 95 °C por 60 's, 60 °C por
60 s y un calentamiento continuo a 1 °C/s hasta 95 °C (Jara et al., 2013; Méndez, 2014).

Curva estindar, cuantificacién de la carga parasitaria y validacién qPCR

EI ADN genémico de L. braziliensis MHOM/DR/75/M2904 sirvi6 para el disefio de las
curvas estindar de los ensayos de ADNk. Se consider6 que 96,3 fg correspondian a ADN
nuclear mds ADN del quinetoplasto (Peacock et al., 2007; Shapiro & Englund, 1995).
Se llevaron a cabo ocho diluciones seriadas desde 10° (4,815 ng/uL) hasta 10 (4,815 x
107 ng/uL) partiendo de una concentracién inicial de ADN genémico de L. braziliensis
de 185,5 ng/ pL.

Para la normalizacién de la carga parasitaria se cuantificé en paralelo el niimero de
células humanas mediante el uso del gen de copia tnica ERV-3. Para tal fin, se constru-
y6 una curva estindar con puntos desde 10° (165 ng/pL) hasta 10° (1,65 x 10” ng/uL)
usando ADN humano con una concentracién inicial de 207 ng/pL. Se consideré la masa
del genoma humano haploide de 3300 fg. Finalmente, se aplicé la ecuacién para obtener
la carga parasitaria o nimero de parésitos/10° células humanas (Jara et al., 2013). Para
la validacién de las pruebas se realizaron ensayos de sensibilidad por duplicado usando 5
puntos de la curva del ADN puro de L. Braziliensis vs. otro ADN de L. Braziliensis conta-
minado con 10 ng ADNg humano. Por otro lado, para las pruebas de reproducibilidad se
realizaron montajes de la curva del ADNk intra- e interensayo por triplicado, chequeando
en todos los casos la eficiencia y R* de las curvas.

PCR, purificacién y secuenciacién

La amplificacién por PCR convencional de los marcadores HSP70 y MPl en n = 23 a
partir de extractos de frotis se llevé a cabo siguiendo los protocolos previamente estableci-
dos (Cérdova et al., 2011; Ramirez et al., 2016). Todos los productos fueron verificados
mediante gel de agarosa al 1%, tefiido con Gel Red™ 1000X y un corrido a 80 V durante
40 minutos en una cdmara de electroforesis horizontal con TAE al 1X. Los productos de
PCR fueron posteriormente purificados y secuenciados por el método didesoxi terminal
en un secuenciador automdtico AB3730 de Applied Biosystem en Macrogen Korea.

Andlisis estadisticos y bioinformdticos

Todos los andlisis de estadisticos descriptivos, univariados y multivariados para los pa-
cientes que reportaron cargas parasitarias altas o a considerar al finalizar el tratamiento,
fueron desarrollados en IBM SPSS Statistics v25. Pruebas no paramétricas fueron usadas
cuando las muestras no segufan distribucién gaussiana segtin la prueba de Shapiro Wilk.
Las variables fueron analizadas de acuerdo a su naturaleza categérica o cuantitativa me-
diante las pruebas de Mann-Whitney U, Kruskal Wallis y correlacién de Spearman. Las

ISSN 1900-6586 (impreso), 2500-7645 (en linea) 243



(laudia P. Méndez-Bejarano, Camilo A. Correa-Cérdenas,
General José Moria Cdrdova Julie J. Pérez-Rico, Yanira A. Romero y Omaira Rodriguez

variables analizadas en este estudio fueron carga parasitaria en frotis/biopsia y PBMC,
seguimiento al tratamiento (antes, durante y después), especie infectante (L. braziliensis
y L. panamensis), tipo de tratamiento (antimoniato de meglumina e isetionato de pen-
tamidina), drea de las lesiones internas y externas, numero de lesiones, evolucién de la
enfermedad, zona de la herida, departamento de posible infeccién, medidas preventivas
como usar toldillo o repelente, edad, grado militar y el éxito o fracaso del tratamiento.
Todas las pruebas fueron de dos colas y los resultados se consideraron significativos (*)
cuando p < 0,05 y altamente significativos (**) cuando p < 0,01. Un andlisis de compo-
nentes principales (ACP) se llevé a cabo para los datos de los 23 pacientes que resulta-
ron con cargas parasitarias altas o a considerar al finalizar el tratamiento. Esto se realizé
mediante el método de correlaciones con matriz de rotacién varimax para maximizar la
varianza de cada uno de los factores, asi como con matriz de correlaciones Anti-Image. El
ACP fue validado por las pruebas de Kaiser-Meyer-Olkin y esfericidad de Bartlett, de esta
forma se agruparon varias variables discretas y continuas en tres componentes principales
que explicaban mds del 60 % de la varianza de los datos. Se aceptaron como variables con
alto aporte a los componentes aquellas que tuvieron correlaciones < - 0,5 0 > 0,5.

Los andlisis bioinformdticos para identificar molecularmente la especie infectante
de Leishmania spp. fueron realizados en BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch), buscando similaridad con el porcentaje de identidad >
98 %, el scorey el e-value cercano a 0,0 entre las secuencias obtenidas de este estudio versus
la base de datos de secuencias disponibles de Leishmania spp. en GenBank.

Resultados

Cuantificacién carga parasitaria

Se estimé la carga parasitaria de Leishmania spp. en 23 hombres del personal militar
activo del Ejército Nacional de Colombia con leishmaniasis cutdnea a partir de muestras
de PBMC y frotis/biopsia analizadas por qPCR. Para estas tltimas se identificé que solo
el 8,82 % (12/136) de los pacientes muestreados inicialmente en el estudio presentaron
un nimero > 10.000 pardsitos / 10° células humanas al finalizar este. En la figura 1A se
muestra la efectividad del tratamiento de antimoniato de meglumina e isetionato de pen-
tamidina antes, durante y después en los 23 pacientes que presentaron carga parasitaria
elevada en frotis/biopsia al finalizar este.

Con respecto al nimero de pardsitos/10° PBMC, al finalizar el tratamiento solo
9,56 % (13/136) presentaron cargas parasitarias > 1,0. En la figura 1B es posible ver el
efecto del seguimiento al tratamiento (antes, durante y después) y el tipo de tratamiento
(antimoniato de meglumina vs. isetionato de pentamidina) sobre la carga parasitaria a
considerar en PBMC de los 23 pacientes analizados.

Las cargas parasitarias del total de pacientes muestreados (n = 136) no se reportan,
puesto que en este estudio solo se analizaron y reportaron datos de 23 pacientes con cargas
parasitarias elevadas y de importancia para el diagndstico molecular en leishmaniasis.
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Figura 1. Media de la carga parasitaria durante el seguimiento de los tratamientos de leishmania-
sis cutdnea: antimoniato de meglumina vs. isetionato de pentamidina, mediante el marcador mo-
lecular ADNFk en 23 pacientes que presentaron carga parasitaria elevada o a considerar al finalizar
el tratamiento. (A) Carga parasitaria estimada a partir de muestras de frotis y biopsias de lesiones.
(B) Carga parasitaria estimada a partir de células mononucleares de sangre periférica (PBMC).

Fuente: Elaboracién propia
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Relacién cargas parasitarias y datos clinico-epidemiolégicos

Dentro de las variables clinico-epidemiolégicas cuantitativas que se analizaron, estdn la edad,
el nimero de lesiones, la evolucién de la enfermedad, el drea interna y externa de la lesién
(tabla 1). Variables que junto con las cargas parasitarias en frotis/biopsia y PBMC fueron
evaluadas por estadisticos descriptivos para el subgrupo de los 23 pacientes que presen-
taron cargas parasitarias elevadas o a considerar al finalizar el tratamiento farmacoldgico
(tabla 2). Asimismo, se determiné el efecto del tipo de tratamiento como del seguimiento
del tratamiento sobre las cargas parasitarias en frotis/biopsia y PBMC (figura 1).

Tabla 1. Resumen de estadisticos descriptivos de datos clinico-epidemioldgicos para los 23 pa-
cientes del estudio

Evolucién de la

Edad Niimero de lesiones _enfermedad (meses)
n=23 n =23 AM IP
n=14 n=5
Miximo 36,0 13,0 3,00 7,00
Media 24,78 2,30 1,39 4,30
Mediana 24 1,0 1,25 4,00
Varianza 15,27 10,68 0,47 6,20
Minimo 19,0 1,0 0,50 0,50
Antes Durante Después
AM P AM 1P AM IP
n=17 n=6 n=16 n=6 n=11 n=6
Miximo 24,00 22,50 32,50 7,50 26,5 6,96
Media 4,24 4,32 3,62 1,74 3,44 1,60
Areadelesién  Mediana 0,90 0,68 0,85 0,76 0,64 0,56
ineena (€M) \uianza 5636 79,67 6382 812 5978 033
Minimo 0,18 0,12 0,07 0,09 0,09 0,09

n=13 n=>5 n=17 n=6 n=11 n=06
Miéximo 75,00 42,00 48,00 41,25 33,00 24,00
Media 10,91 13,50 6,42 10,47 5,95 7,44
Mediana 4,40 3,84 2,60 5,64 2,88 4,44
Varianza 420,20 319,62 137,54 239,25 92,16 75,31
Minimo 0,80 0,42 0,25 0,30 0,25

AM = antimoniato de meglumina

Area de lesién
externa (cm?)

IP = isetionato de pentamidina

Fuente: Elaboracién propia
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Tabla 2. Resumen de estadisticos descriptivos de cargas parasitarias en frotis/biopsia y PBMC
para los 23 pacientes del estudio

Antes Durante Después

AM iy AM P AM 1P
n=17 n=6 n=17 n=6 n=17 n=6

Carga parasitaria Méximo 1,27 x 107 2,80 x 10° 9,37 x10° 4,25x 10° 2,68 x10° 3,39 x 10°
en frotis/biopsia ]
(némero pardsitos/  Media  328x10° 101x10° 658x10° 857x10° 323x10° 572x10°

6 I
10°células humanas) o 0 10105 201x10° 387x 100 655x10° 104x10° 8.51x 10°
Varianza 1,70 x 10 1,94x 102 5,08x 102 2,85x 102 4,20 x 10° 1,91 x 102

Minimo  7.01x10° 221x10° 7,37x10" 3,13x10" 1,89 x10° 4,30 x 10

Carga parasitaria Miximo 2,58 x 100 3,13x 10" 9,57x10° 120x10° 240x10° 5,55 x 10°
en PBMC
(ntimero pardsitos/ ~ Media  LISx10° 573x10° 168x10° 880x 107 1,06x10° 152 10°

6 s
10° células humanas) 105100 647x 107 6,69x 107 106x10° 112x10° 7,16x 107
Varianza  5,54x 100 1,57x 100 6,19x10° 2,03x 107 6,37 x 107 4,14 x 10°

Minimo 0,0 2,00 x 10 0,00 0,00 0,00 2,00 x 107!

AM = antimoniato de meglumina

IP = isetionato de pentamidina

Fuente: Elaboracién propia

Por otro lado, de acuerdo con las pruebas de normalidad realizadas por Shapiro-
Wilk a las variables cuantitativas del estudio para el n = 23, se determin lo siguiente: las
cargas parasitarias en frotis/biopsia (S-W = 0,495, p = 0,00) y PBMC (S-W = 0,641, p =
0,00) no tienen una distribucién normal, asi como tampoco las 4reas de lesiones internas
(§-W = 0,487, p = 0,000), externas (S-W = 0,621, p = 0,000), el nimero de lesiones (S-W
= 0,446, p = 0,000) y evolucién de la enfermedad (S-W = 0,641, p = 0,000). La tnica va-
riable demografica cuantitativa evaluada que refiere ser de distribucién normal es la edad
de los pacientes (S-W = 0,945, p = 0,699).

Se llevé a cabo una prueba no paramétrica 0 ANOVA de 1 via por Kruskal Wallis
para todas las variables de distribucién no normal, donde se determiné que hay diferen-
cias significativas (p = 0,000) entre las cargas parasitarias de frotis/biopsia de acuerdo con
el tiempo en el seguimiento del tratamiento (antes, durante y después), asimismo el tipo
de tratamiento tiene un efecto sobre la evolucién de la enfermedad (p = 0,00). Por el
contrario, no se encontraron diferencias significativas en las cargas parasitarias en PBMC
(p = 0,784), el drea de lesion interna (p = 0,949) y externa (p = 0,708) de acuerdo con el
tiempo en el seguimiento del tratamiento. Tampoco hubo diferencias significativas en las
cargas parasitarias en frotis/biopsia y PBMC en relacién con el tipo de especie infectante y
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el tipo de tratamiento farmacoldgico. No se encontré efecto significativo del grado militar
del paciente, zona de la herida, departamento de posible infeccién o medidas preventivas
como usar toldillo o repelente sobre la carga parasitaria, drea de las lesiones internas o
externas, la evolucién de la enfermedad, el niimero de lesiones y el éxito o fracaso del
tratamiento.

Se encontrd una correlacién negativa y altamente significativa para las cargas para-
sitarias al finalizar el tratamiento de frotis versus PBMC de acuerdo al coeficiente Rho de
Spearman: -0,560** (p = 0,005). Las cargas parasitarias en L. braziliensis presentan una
mayor dispersion frente a las cargas parasitarias en L. panamensis (figura 2). Del mismo
modo, se reporté una correlacién negativa significativa del seguimiento clinico a través del
drea externa de la lesién versus el seguimiento de la carga parasitaria en frotis. Esto signifi-
ca que cuando las cargas parasitarias en frotis disminuyen durante el seguimiento, el drea
de la lesién externa en estos pacientes va aumentando (figura 3). Por el contrario, se da
una correlacién positiva altamente significativa entre el seguimiento de la carga parasitaria
en PBMC versus el seguimiento al drea externa de la lesién (Rho Spearman: 0,489** p =
0,000) y el seguimiento al drea interna de la lesién (Rho Spearman: 0,335** p = 0,004).
Las lesiones internas versus externas estdn altamente correlacionadas de forma positiva
durante todo el seguimiento al tratamiento (Rho Spearman: 0,686** p = 0,000).

% 6,00E0 Tipo de especie
E . :
® | braziliensis

§ >0080 A L. panamensis
A " linea de tendencia
5 4,00E0
]
=
8 3,00E0
£~
g . .
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S ¢ o a0 @
g 1,00E0 A
2 o o °©
2 «—

0,00E0 meo

1,00E0 1,00E1 1,00E2 1,00E3 1,00E4 1,00ES 1,00E6 1,00E7

Log Numero de parasitos / 10E6 células humanas en FROTIS

Figura 2. Correlacién de Spearman entre la carga parasitaria de Leishmania spp. en PBMC versus
frotis/biopsia al finalizar el tratamiento farmacoldgico. n = 23. Rho de Spearman: -0,560** (p =
0,005). En rombos se resaltan las muestras a las que no se les identificé molecularmente el agente
etioldgico.

Fuente: Elaboracién propia

Con respecto a la prueba no paramétrica de U Mann Whitney, se determiné que
las cargas parasitarias de frotis (U M-W = 126,5**) y la evolucién de la enfermedad (U
M-W = 76,5*%) son diferentes para quienes resolvieron versus quienes no resolvieron la
leishmaniasis. Por el contrario, no hubo diferencias significativas para las cargas parasi-
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Figura 3. Correlacién de Spearman entre la carga parasitaria en frotis/biopsia versus el drea de
lesién externa con base en el tratamiento farmacoldgico antes, durante y al finalizar los 20 dfas.
n = 23. Rho Spearman: -0,264* p = 0,044.

Fuente: Elaboracién propia

tarias en PBMC, dreas de lesién interna, externa y nimero de lesiones con respecto a los
pacientes que resolvieron la enfermedad versus quienes no. También se encontré que la
especie infectante no influye en ninguna variable cuantitativa no paramétrica del estudio.
El tipo de tratamiento tiene un efecto en las diferencias reportadas para la evolucion de la
enfermedad (U M-W = 114,0*).

La edad representd la tnica variable normal, por tanto, se determiné mediante una
t-Student que no hubo diferencias significativas entre sus medias en relacién con la especie
infectante, tratamiento recibido y resolucién segin criterio médico.

Dado que no todos los andlisis univariados arrojaron datos significativos para todas
las variables, se procedié con andlisis multivariados, donde se agruparon siete variables en
tres componentes principales (CP) que explicaban el 72,66 % de la varianza de los datos.
La validacién del ACP se consigui6 con una medida de Kaiser-Meyer-Olkin de adecua-
cién del muestreo (KMO = 0,604), que estd por encima de 0,6 valor minimo sugerido.
Adicionalmente, la prueba de esfericidad de Bartlett estimé un y* = 83,023**, lo que
significa que hay una alta correlacién entre las variables.

En el CP 1 se obtuvieron las siguientes variables con correlaciones > 0,5: edad, evo-
lucién de la enfermedad y carga parasitaria en PBMC. El CP 2 contuvo las variables con
correlaciones > 0,5: drea interna de la lesién y drea externa de la lesién. El CP 3 reunié las
variables con correlaciones > 0,5: carga parasitaria en frotis/biopsia y nimero de lesiones.
Es asi como se resolvié que las dreas interna y externa de la lesién agrupadas en el CP 2
estin explicando diferencias a nivel de especie infectante (figura 4). Por el contrario, ni
la edad, ni la evolucién de la enfermedad, ni las cargas parasitarias en frotis/biopsia y
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PBMC, ni el ntimero de lesiones agrupadas en los CP 1y CP 3 estdn explicando diferen-
cias entre Leishmania spp.

Todas las interacciones de las variables altamente correlacionadas y agrupadas en los
CP 1, CP 2 y CP 3 explican diferencias entre los tratamientos farmacolégicos suminis-
trados a los 23 pacientes evaluados (figura 5). Por otro lado, la carga parasitaria en frotis/
biopsia y el niimero de lesiones agrupadas en el CP 3 explican las diferencias entre el
momento antes de suministrar el medicamento y los seguimientos durante y después de
20 dias (figura 6).

Con el apoyo del personal médico dermatoldgico del programa de leishmaniasis, se
determind si el paciente resolvié o no la enfermedad. Para esta variable, el ACP concluyé
que la edad del paciente, la evolucién de la enfermedad y la carga parasitaria en PBMC
agrupadas en el CP 1, junto con la carga parasitaria en frotis/biopsia y el nimero de lesio-
nes agrupadas en el CP 3, estdn explicando las diferencias entre si hay resolucién o no de
la leishmaniasis segtin criterio médico (figura 7).
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Figura 4. Andlisis de componentes principales (ACP) en relacién con la especie de Leishmania
spp. antes, durante y al finalizar los 20 dfas del tratamiento farmacolégico. EI componente prin-
cipal 1 (CP 1) explica el 36,15 % de la variacidn de los datos, el CP 2 explica el 20,42 % de la
varianzay el CP 3 el 16,09 %. Figura 4A: EIACP del CP 1y CP 2 explica el 56,57 % del modelo.
Se observan diferencias en los centroides de las especies infectantes segtin el CP 2. Figura 4B: El
ACP del CP 1y CP 3 explica el 52,34 % del modelo. Se reportan diferencias sustanciales en los
centroides de las especies infectantes de acuerdo con ambos componentes. Figura 4C: El ACP
del CP 2y CP 3 explica el 36,51 % del modelo. Se presentan diferencias en los centroides de las
especies infectantes con base en el CP 2.

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 5. Andlisis de componentes principales (ACP) en relacién con el tratamiento farma-
colégico suministrado antes, durante y al finalizar los 20 dias. Figura 5A: Se representan dif-
erencias en los centroides de los tratamientos farmacolégicos segin CP 1 y CP 2. Figura 5B:
Se reportan diferencias sustanciales en los centroides de los tratamientos farmacoldgicos de
acuerdo con los CP 1y CP 3. Figura 5C: Se presentan diferencias en los centroides de los trat-
amientos farmacoldgicos con base en el CP 2 y CP3.

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 6. Andlisis de componentes principales (ACP) en relacién con el seguimiento realizado
al tratamiento. El CP 3 explica las diferencias entre la toma de muestra antes versus durante y
después, mientras el CP 1 no explica ninguna diferencia entre los tres seguimientos realizados al
tratamiento farmacolégico. Los CP 1y CP 2 no explican ninguna diferencia dada entre los tiem-
pos de seguimiento al tratamiento farmacoldgico.

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 7. Andlisis de componentes principales (ACP) en relacién con la resolucién segtin criterio
médico antes, durante y al finalizar los 20 dias del tratamiento farmacoldgico. Figura 7A: Se re-
presentan diferencias en los centroides de si se resolvié o no se resolvié tinicamente por el CP 1.
Figura 7B: Se reportan diferencias sustanciales en los centroides de si se resolvié o no se resolvié
de acuerdo con los CP 1y CP 3. Figura 7C: Se presentan diferencias en los centroides de si se
resolvié o no se resolvié con base en el CP3.

Fuente: Elaboracién propia

254 Volumen 18 ¢ Ndmero 29 « pp. 237-266 « enero-marzo 2020 « Bogotd D.C., Colombia



(arga parasitaria de Leishmania spp. en personal militar colombiano con leishmaniasis
cutdnea: estudio de caso General José Marfa Crdova

Los pacientes que representaron el 8,82 % (n = 12) en frotis/biopsia y 9,56 % (n = 13)
en PBMC con carga parasitaria elevada o a considerar al finalizar los tratamientos se
muestran en la tabla 3. De los 23 pacientes que presentan carga parasitaria elevada o a
considerar al finalizar el tratamiento, el 26,1 % corresponden a los de falla terapéutica
con antimoniato de meglumina y por tanto recibieron segunda linea con isetionato de
pentamidina. El 69,6 % corresponde a pacientes infectados con L. braziliensis, asi como
el 17,4 % a quienes segtin criterio médico no resolvieron la enfermedad en su momento

(tabla 3).

Tabla 3. Pacientes con leishmaniasis cutdnea que presentan carga parasitaria elevada o a conside-
rar al finalizar el tratamiento (n = 23)

Nuamero de pardsitos/10° células humanas en frotis/biopsia > 10000 (n = 12)

Cédigo T . P l60i E e inf T Carga final en Re,SOIm.:iéIT
paciente ratamiento farmacolégico  Especie infectante "~ ® Ibiopsia segumlz (cili-g.erlo
BON 97  Antimoniato de meglumina L. braziliensis 10385,77 Sin dato
BAS 126 Isetionato de pentamidina L. braziliensis 10676,08 No resolvié
BON 41  Antimoniato de meglumina L. panamensis 16806,51 No resolvi6
BAS 03 Antimoniato de meglumina L. braziliensis 19750,45 Resolvié
BAS 26 Isetionato de pentamidina Sin dato 26533,33 Resolvié
BON 12  Antimoniato de meglumina L. braziliensis 26758,03 Resolvié
BON 21  Antimoniato de meglumina L. braziliensis 31063,83 Resolvi6
BON 72  Antimoniato de meglumina L. panamensis 34155,60 Resolvié
BON 26  Antimoniato de meglumina L. braziliensis 36448,89 Sin dato
BON 15  Antimoniato de meglumina L. braziliensis 90136,99 No resolvié
BON 90  Antimoniato de meglumina Sin dato 268045,11 No resolvié
BAS112  Isetionato de pentamidina L. braziliensis 3390449,44 Resolvié
Ntmero de parasitos/10° células humanas en PBMC > 1,00 (n = 13)

Codigo g0 e tCargafinal ~Resolucion
paciente ratamiento farmacoldgico Especie infectante en PRMC* segzilé ;;s.eno
BON 101 Antimoniato de meglumina L. braziliensis 1,01 Resolvié
BAS 110  Isetionato de pentamidina L. braziliensis 1,028 Resolvié
BON 77  Antimoniato de meglumina L. braziliensis 1,11 Resolvié

Continda tabla...
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Numero de parésitos/10° células humanas en PBMC > 1,00 (n = 13)

BON 75  Antimoniato de meglumina L. braziliensis 1,17 Sin dato
BAS 130  Isetionato de pentamidina L. panamensis 1,52 Resolvié
BON 102 Antimoniato de meglumina Sin dato 1,59 Sin dato

Ntimero de parisitos/10° células humanas en PBMC > 1,00 (n = 13)

) g Resolucién
Cédigo . - . T Carga final A
. Tratamiento farmacolégico  Especie infectante " seguin criterio
paciente en PBMC L1

médico
BON 49  Antimoniato de meglumina L. braziliensis 1,60 Resolvié
BON 97  Antimoniato de meglumina L. braziliensis 1,68 Sin dato
BON 06  Antimoniato de meglumina L. braziliensis 1,79 Sin dato
BON 96  Antimoniato de meglumina L. braziliensis 1,83 Resolvié
BON 69  Antimoniato de meglumina Sin dato 2,16 Resolvid

BON 90  Antimoniato de meglumina Sin dato 2,40 No resolvié
BAS 128  Isetionato de pentamidina L. braziliensis 5,55 Resolvié

+ La carga final se puede comprender como el niimero de pardsitos equivalentes al niimero de copias amplificadas
por PCR en tiempo real de ADNk en Leishmania spp. en relacién con 10° células humanas de acuerdo con la
amplificacién por PCR en tiempo real del gen normalizador ERV3.

* Células mononucleares de sangre periférica (PBMC).
En gris se resaltan los pacientes BON 90 y BON 97, quienes presentaron un nimero de pardsitos equivalentes a

ADNF altas tanto en frotis/biopsia como en células mononucleares de sangre periférica al finalizar el tratamiento.

Fuente: Elaboracién propia

Hubo dos pacientes (BON 90 y BON 97) que coincidieron en cargas elevadas y a
considerar tanto en frotis/biopsia como en PBMC (figura 8). La resolucion, segtin criterio
médico, para el paciente BON 90 fue que no se resolvi6 con éxito la LC y, por tanto, se
remitié a medicina interna. Asi mismo, los pacientes BON 15, BON 41 y BAS 126 fueron
remitidos a segunda y tercera linea de tratamiento con isetionato de pentamidina y anfote-
ricina B liposomal respectivamente (figura 9). Adicionalmente, al paciente BAS 126 se le
administré antimoniato de meglumina intralesional junto con termoterapia como alterna-
tiva terapéutica condicionada a criterio médico (Durdn et al., 2018). También, los pacientes
BAS 112 y BAS 128 se resaltan porque presentaron las cargas parasitarias mds altas al finali-
zar el seguimiento al tratamiento en frotis y PBMC respectivamente (figura 10).
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Antes Durante Después
=0y 4

Figura 8. Lesiones en pacientes que presentaron cargas parasitarias elevadas o a considerar
tanto en frotis como en PBMC. BON 90: soldado regular de 20 anos de edad, quien refiere
infectarse en Campoalegre, Guainia, con una tlcera en el brazo izquierdo. BON 97: soldado
profesional de 30 anos, con tlcera en el antebrazo izquierdo, de posible lugar de infeccién en San
José del Guaviare, Guaviare. En el seguimiento del tratamiento se evidencia que las lesiones se
activaron durante el tratamiento.

Fuente: Elaboracién propia

Antes Durante Después

Figura 9. Lesiones en pacientes que no resolvieron segtin criterio médico al finalizar el tratamiento.
BON 15: subteniente, de 25 afios de edad, con lesién ulcerada, ubicada en la regién mastoidea,
con posible lugar de infeccién La Macarena, Meta. BON 41: soldado profesional de 19 afios, con
una Ulcera en la mano derecha; el paciente refiere haberse infectado en Puerto Caicedo, Putumayo.
BON 126: cabo primero de 30 afios, con una tlcera en al antebrazo izquierdo, de posible lugar
de infeccién en San José del Guaviare, Guaviare. Ninguna de las lesiones de estos tres pacientes
disminuyé de tamafio como para ser considerada la curacién médica.

Fuente: Elaboracién propia
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Antes Durante Después

Figura 10. Lesiones en pacientes que presentaron las cargas parasitarias en frotis (BAS112) y en
PBMC (BAS128) mds altas al finalizar el seguimiento al tratamiento.

BAS112: soldado profesional, de 24 afios de edad, con lesién en placa ubicada en el cuello y de
posible lugar de infeccién en San José del Guaviare. El aspecto de la lesién cambié durante el
tratamiento a placa verrugosa. BAS128: sargento segundo, de 36 afios de edad, con una lesién
ulcerada en el codo con presencia de reaccién inflamatoria, que cedié durante el tracamiento.
Refiere haberse infectado en El Retorno, Guaviare, sin cambio en el 4rea de la lesién al finalizar
tratamiento (42 mm? aproximadamente).

Fuente: Elaboracién propia

Identificacién molecular y andlisis espacio temporal de Leishmania spp. en
Colombia

Por su parte, se logré amplificar y secuenciar apropiadamente por HSP70'y MPI el 82,6
% (n = 19) de los 23 pacientes del estudio. Se identificaron molecularmente las especies
infectantes de Leishmania spp. que circulan en esta particular poblacién militar, que ha
sido atendida bajo el programa de leishmaniasis en Bonza, Boyacd y Basan, Bogotd en los
afos 2017 y 2019. La muestra de interés presenté una abundancia relativa espacial de
84,21 % para L. braziliensis y 15,78 % para L. panamensis. Con respecto al andlisis tem-
poral, solo se tienen 14 muestras del 2017 y cinco del 2019. Para el 2017 se obtuvo una
abundancia relativa de 85,71 % (n = 12) para L. braziliensis, mientras que para el 2019
fue del 80 % (n = 4). L. braziliensis fue reportada en tres departamentos con distribucién
exclusiva en las regiones de la Orinoquia y Amazonia, mientras L. panamensis presentd
una distribucién con reporte en tres departamentos que representan las regiones Pacifica
y Amazonia. En ningtin departamento de esta muestra se reportaron ambas especies de
Leishmania circulando (figura 11).
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Especies

L. braziliensis |1l
L. panamensis Il

Figura 11. Distribucién y abundancia de especies de Leishmania spp. en 19 hombres del Ejército
Nacional de Colombia con cargas parasitarias elevadas y a considerar al finalizar el tratamiento
farmacoldgico. La identificacién molecular de especie del pardsito se realizé mediante BLASTn
con % de identidad superiores a 98 %, a partir de secuencias de HSP70 y MPI obtenidas por
amplificacién por PCR y secuenciacién didesoxi terminal para las muestras de frotis del estudio.
Fuente: Elaboracién propia

. 4
Discusion

Cuantificacién de la carga parasitaria

Es de considerar que los pacientes tratados con antimoniato de meglumina por primera
vez presentan cargas parasitarias en promedio altas en las lesiones en piel, pero muy bajas
en PBMC. Lo contrario pasa en los pacientes tratados con isetionato de pentamidina, que

inician con cargas parasitarias no muy altas en tlceras de piel, pero si en promedio signi-
ficativas en sangre (figura 1). Esto podria estar sugiriendo la diseminacién hematégena o
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linfitica y, por tanto, la circulacién de Leishmania spp. en sangre una vez hay falla tera-
péutica y se remite el paciente a segundo esquema de tratamiento (Romero et al., 2010).

Las cargas parasitarias al finalizar el tratamiento en frotis de los pacientes estuvieron
entre 10%y 10°, considerdndose que 3.390.449,44 pardsitos/1.000.000,00 células huma-
nas en el paciente BAS 112 (tabla 3) representa un valor muy alto. Dependiendo de la
virulencia de la especie infectante, el sistema inmunoldgico del paciente (entre muchos
otros factores patdgeno/hospedero) podria significar un riesgo de leishmaniasis mucocutd-
nea a futuro, forma que se presenta en un gran nimero de casos, por la reactivacién de pa-
rasitos circulantes en sangre bajo las condiciones previamente mencionadas (Machado et
al., 1992; Concei¢ao-Silva et al., 2018). Cabe mencionar que, aunque el paciente BAS112
presentd un carga baja o insignificante de 2,02 x 107 parsitos/10° células humanas de
PBMC, esto no significa que los pardsitos que subyacen en la lesién al finalizar el trata-
miento no se diseminen a través del torrente sanguineo (Souza et al., 2017).

Por el contrario, el paciente BAS 128 presentd, al finalizar el tratamiento, una car-
ga de 5,55 x 10° pardsitos/10° células humanas de PBMC y de 6,32 x 10° pardsitos/10°
células de frotis. Nosotros sugerimos que se le haga un seguimiento y control al paciente
BAS 128 por los siguientes dos afios para prevenir o tratar a tiempo una LMC, puesto
que cargas parasitarias en PBMC vy frotis significativos alertan al personal del drea de la
salud al demostrar que el paciente finalizé el tratamiento con un concepto de “Resolvié”
segun criterio médico.

Varios estudios han sugerido que la presencia de Leishmania ARN virus (LRV-1), un
virus enddgeno reportado entre otras especies en L. braziliensis, induce la expresion del
interferdén tipo 1, la regulacion negativa de los receptores /FN-y por los macréfagos y el
reconocimiento por el receptor 7LR3, lo que significa que tiene un efecto en procesos de
inflamacién y respuesta inmunoldgica, asi como que le otorga mayor habilidad para so-
brevivir en un ambiente hostil como lo es el torrente sanguineo (Ives et al., 2011; Macedo
et al., 2016; Rossi & Fasel, 2017). También se ha encontrado una relacién significativa
entre la falla terapéutica o no resolucién segtin criterio médico frente a los casos de pa-
cientes positivos para LRV-1 (Bourreau et al., 2016). Esto abre la posibilidad de evaluar a
futuro la presencia de LRI-1 en muestras de personal militar con concepto de “no resolvié”
o falla terapéutica para LC, asi como en pacientes de LMC. Esto se suma a que, segtin la
Direccién de Sanidad del Ejército, se presentan fallas en el tratamiento en un 13 % de los
pacientes de LC.

También se debe considerar que la tercera carga parasitaria evaluada en este estudio
fue al finalizar la dosis del tratamiento farmacoldgico y no del tratamiento en si, que segtin
lineamientos para la atencién clinica integral de leishmaniasis en Colombia del Ministerio
de Salud y Proteccién Social es de 45 dias después de terminado el tratamiento, tiempo
en el que se estima que el paciente se recuperard en su totalidad (Durdn et al., 2018).
Adicional a esto, el medicamento es excretado a través de la orina en forma de antimo-
niato pentavalente, pero sigue circulando en el cuerpo del paciente y, pasados diez dias,
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aun se alcanzan concentraciones de 0,3-0,1 mg/ml en sangre, segin estudios de farma-
cocinética (Jaramillo-Gonzélez, 2017). Esto significa que las concentraciones parasitarias
en frotis y en sangre podrian seguir disminuyendo un poco debido al efecto residual del
medicamento que queda en el torrente sanguineo.

Es de resaltar que, en el continente americano, la LMC estd fuertemente corre-
lacionada con L. braziliensis (Schwartz et al., 2006; Cincurd et al., 2017). Es por esto
que también se sugiere hacerle un seguimiento clinico y preventivo a los 15 pacientes a
los que se les identificé molecularmente esta especie infectante y presentan cargas para-
sitarias elevadas o a considerar al finalizar el tratamiento, tanto en frotis/biopsia como
en PBMC (tabla 3). Sin embargo, no hay que descartar el resto de pacientes reportados
acd, puesto que estudios previos en Colombia han notificado casos de LMC provocados
por L. panamensis (Osorio et al., 1998), y en otros estudios de Brasil se ha observado
en pacientes infectados con L. amazonensis, L. guyanensis'y L. peruviana (Cincura et al.,
2017). Actualmente, el Grupo de Investigacién en Enfermedades Tropicales del Ejército
(GINETE]) se encuentra haciendo un andlisis de viabilidad del pardsito a partir de la
amplificacién del marcador 7SLRNA mediante una RT-qPCR (Romero et al., 2010), esto
con el fin de corroborar si los pardsitos que circulan en la sangre de estos pacientes estin
vivos, lo cual podria significar la causa de una reactivacién de LC o una LMC a futuro.
Mientras tanto, se realizé un reporte al personal médico dermatoldgico relacionando los
23 pacientes con cargas parasitarias altas, enmarcdndose en los propésitos del proyecto de
investigacién y del compromiso con los participantes.

Las 23 muestras analizadas en este estudio contaron con cargas parasitarias de entre
10° y 107 al iniciar el tratamiento, valores que estin dentro del rango normal de reporte
segtin estudios previos para el minicirculo del ADNk en Leishmania spp. (Jara et al., 2013;
Méndez, 2014). Sumado a esto, la cuantificacién de la carga parasitaria por el minicirculo
del ADNk como estimativo del ndimero de parésitos equivalentes al ADN apoya muy bien
el diagnéstico y el promisorio seguimiento al tratamiento (Moreira et al., 2018), por lo
cual se sugiere que se implemente a futuro en el Ejército para disminuir los costos en la
logistica militar de tratamientos médicos en LC.

La correlacién negativa significativa de las cargas parasitarias en frotis y PBMC al
finalizar el tratamiento puede explicarse por el hecho de que los pardsitos, una vez se
diseminan por el torrente sanguineo, disminuyen en el drea de la lesién, mientras que
cuando estdn exacerbados en la lesion, atin no han realizado migracién al torrente sangui-
neo. Con respecto a la correlacion negativa significativa entre el drea de la lesion externa
y la carga parasitaria en frotis, se podria sugerir que lesiones con dreas grandes presentan
menos carga parasitaria debido a la microbiota concomitante en la herida que puede afec-
tar negativamente la abundancia de la especie infectante, y a que este signo en la piel se
relaciona mds con la respuesta inmunoldgica del paciente que con el niimero de parésitos
infectantes (Antonelli et al., 2005; Kip et al., 2015).

Varios autores han resaltado que la infectividad de Leishmania spp. puede ser multi-
factorial. En este estudio se report6 que hay diferencias en el tipo de especie infectante que
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se explican por el drea interna y externa de las lesiones, lo cual es coherente con variaciones
intra- e interespecificas en relacién con las manifestaciones clinicas (Conceigao-Silva et al.,
2018). Con respecto al tratamiento farmacoldgico, se explican diferencias entre antimo-
niato de meglumina e isetionato de pentamidina, dado el conjunto de las siete variables
como edad, evolucién de la enfermedad, carga parasitaria en PBMC, drea interna de la
lesion, 4rea externa de la lesién, carga parasitaria en frotis/biopsia y niimero de lesiones.
Esto corrobora, por ejemplo, que las cargas parasitarias se ven altamente diferenciadas,
dado que los pacientes sometidos a isetionato de pentamidina provenian de una expo-
sicién previa a antimoniato de meglumina, por lo que su nimero de pardsitos en frotis/
biopsia y PBMC iba a ser significativamente mds bajo.

Las diferencias en el seguimiento al tratamiento (antes, durante y después) pueden
explicarse debido a la eficacia de los medicamentos para tratar la leishmaniasis. Sin embar-
go, segtin los ACP, no hubo diferencias entre el seguimiento durante y después, esto puede
deberse a que los 23 pacientes analizados fueron pacientes que, segin la cuantificaciéon
de la carga parasitaria, no habian resuelto la enfermedad. Finalmente, con respecto a la
resolucién segin criterio médico, hay diferencias entre los pacientes que resolvieron versus
quienes no lo hicieron, lo que puede explicarse porque presentan diferencias entre las dreas
de sus lesiones, las cargas parasitarias y el nimero de lesiones.

Identificacién molecular y andlisis espaciotemporal de Leishmania spp.
en Colombia

Como estudios anteriores habian reportado, en poblacién militar la especie infectante con
mayor abundancia relativa es L. braziliensis (84,21 %), mientras que en poblacién civil
es L. panamensis (Patino et al., 2017). Con respecto al estudio de Patifio y colaboradores
(2017), se observé un aumento del 23,11 % en la abundancia relativa de L. braziliensis en
poblacién militar y una disminucién en la riqueza, puesto que en este estudio no fueron
reportados L. guyanensis, L. mexicana'y L. lainsoni. Estas tres especies no reportadas acd
representaban una abundancia relativa de 5,4 % en Patifio y colaboradores (2017). Cabe
mencionar que en nuestro estudio el tamano de la muestra fue significativamente mds
baja con respecto al estudio previo y que para el departamento del Meta solo se reportaron
6 pacientes del total de 19 a los que se les identificé la especie de Leishmania, mientras que
en Patifio et al. (2017) fueron 131 pacientes notificados con probable infeccién en el Meta
de un total de 272 pacientes muestreados para Colombia.

Conclusiones

En conclusidn, se estimd la carga parasitaria de Leishmania spp. en 23 hombres militares
colombianos sometidos a dos esquemas de tratamiento diferentes, lo que permitié deter-
minar, a través de las diferencias significativas en el seguimiento, que son esquemas muy
eficaces para tratar la leishmaniasis cutdnea en el Ejército Nacional. Se definié el éxito del
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tratamiento farmacoldgico en términos de diferencias significativas entre los que resuelven
y no la enfermedad, lo cual se explicé multifactorialmente por la edad, evolucién de la
enfermedad, carga parasitaria en PBMC, drea interna de la lesidn, drea externa de la lesion,
carga parasitaria en frotis/biopsia y niimero de lesiones. Se determiné que la especie mds
abundante y por tanto mds relacionada con cargas parasitarias elevadas y a considerar
es L. braziliensis. Se advierte, entonces, la importancia de identificar molecularmente la
especie ante el prondstico y eleccién de tratamiento del paciente, asi como la importan-
cia de establecer un seguimiento y control médico para estos 23 pacientes, con el fin de
prevenir una reactivacién de LC o tratar a tiempo una LMC, lo anterior enmarcado en el
compromiso de los autores con los pacientes participantes en este estudio.

Agradecimientos

Los autores desean agradecer a la Direccién de Ciencia y Tecnologia (DITEC) del Ejército
Nacional de Colombia, por su apoyo en los procesos, gestion de recursos y asesoria per-
manente. También al Grupo de Investigaciones Microbioldgicas de la Universidad del
Rosario (GIMUR), por la contribucién con la identificacién molecular de las especies de
Leishmania spp. Se agradece al Centro de Rehabilitacién para Leishmaniasis del Batallén
de Sanidad en Bogotd y al Centro Nacional de Rehabilitacién para Leishmaniasis en
Duitama, por su colaboracién, disposicion y seguimiento a pacientes.

Declaracién de divulgacién

Los autores declaran que no existe ningtin potencial conflicto de interés relacionado
con el presente estudio. Este se deriva del proyecto de investigacién “Cuantificacién
de la carga parasitaria en leishmaniasis cutdnea mediante qPCR para el monitoreo
del tratamiento en personal militar del Ejército Nacional de Colombia” del Grupo
de Investigaciéon en Enfermedades Tropicales del Ejército (GINETE]), adscrito a la
Direccién de Sanidad Ejército.

Financiamiento

Este articulo conté con financiamiento por parte de la Direccién de Ciencia y Tecnologia
(DITEC) del Comando de Educacién y Doctrina (CEDOC) para la ejecucion del pro-
yecto de investigacion, a través de regalias por convenios con companias de hidrocarburos
como Drummond Ltd., Ecopetrol, Hocol y ODL.

Sobre los autores

Claudia P. Méndez Bejarano es coronel del Ejército Nacional de Colombia. Bacteridloga,
especialista en Administracién Hospitalaria y magister en Ciencias Biol6gicas. Oficial

ISSN 1900-6586 (impreso), 2500-7645 (en linea) 263



(laudia P. Méndez-Bejarano, Camilo A. Correa-Cérdenas,
General José Moria Cdrdova Julie J. Pérez-Rico, Yanira A. Romero y Omaira Rodriguez

de Gestién de Salud Operacional y lider del Grupo de Investigacién en Enfermedades

Tropicales del Ejército (GINETE]) del Laboratorio de Referencia e Investigacion.

https://orcid.org/0000-0002-9280-2531 - Contacto: claudia.mendez@buzonejercito.mil.co
Camilo A. Correa-Cdrdenas es bilogo y microbidlogo, magister en Ciencias

Bioldgicas. PS en investigacién.

https://orcid.org/0000-0001-5009-6213 - Contacto: camilo.correa@ejercito.mil.co
Julie ]. Pérez Rico es mayor del Ejército Nacional de Colombia. Bacteridloga,

especialistaen docencia universitaria y candidata a magister en Ciencias Bésicas Biomédicas.

Actualmente es coordinadora del Laboratorio Clinico Centralizador del DMSOC.

hteps://orcid.org/0000-0002-2908-6982 - Contacto: juliep@buzonejercito.mil.co
Yanira A. Romero-Barbosa s bacteridloga, especialista en Auditoria y Garantia de

Calidad. PS en referencia.

hteps://orcid.org/0000-0002-2148-3000 - Contacto: yanira.romero@ejercito.mil.co
Omaira Rodriguez-Angarita es bacteri6loga, magister en Parasitologfa Tropical.

SMSM en investigacion.

https://orcid.org/0000-0002-0322-8073 - Contacto: omairar@ejercito.mil.co

Referencias

Adaui, V., Verdonck, K., Best, I., Gonzdlez, E., Tipismana, M., Arévalo, J., Vanham, G., Campos, M., Zimmic,
M., & Gotuzzo, E. (2006). SYBR Green-based quantitation of human T-lymphotropic virus type 1
proviral load in Peruvian patients with neurological disease and asymptomatic carriers: influence of
clinical status, sex, and familial relatedness. Journal of Neurovirology, 12(6), 456-465. https://doi.
0rg/10.1080/13550280601039634

Antonelli, L. R., Dutra, W. O., Almeida, R. P, Bacellar, O., Carvalho, E. M., & Gollob, K. J. (2005). Activated
inflammatory T cells correlate with lesion size in human cutaneous leishmaniasis. Immunology Letters,

101(2), 226-230. hetps://doi.org/10.1016/j.imlet.2005.06.004

Bourreau, E., Ginouves, M., Prévot, G., Hartley, M. A., Gangneux, J. P, Robert-Gangneux, E, Robert-
Gangneux, E, Dufour, J., Sainte-Marie, D., Bertolotti, A., Pratlong, F.,, Martin, R., Schiitz, E, Couppié,
P, Fasel, N., & Martin, R. (2015). Presence of Leishmania RNA virus 1 in Leishmania guyanensis in-
creases the risk of first-line treatment failure and symptomatic relapse. 7he Journal of Infectious Diseases,
213(1), 105-111. hteps://doi.org/10.1093/infdis/jiv355

Cincurd, C., De Lima, C. M. E, Machado, 2. R., Oliveira-Filho, J., Glesby, M. J., Lessa, M. M., & Carvalho, E.
M. (2017). Mucosal leishmaniasis: a retrospective study of 327 cases from an endemic area of Leishmania
(Viannia) bragiliensis. The American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 97(3), 761-766. https://
doi.org/10.4269/ajtmh.16-0349

Conceigio-Silva, E, Leite-Silva, J., & Morgado, F. N. (2018). The binomial parasite-host immunity in the
healing process and in reactivation of human tegumentary leishmaniasis. Frontiers in Microbiology, 9,
Article 1308. https://doi.org/l0.3389/fmicb.2018.01308

Cérdova, O., Vargas, E, Hashiguchi, Y., Kato, H., & Gémez, E. (2011). Identificacién de especies de
Leishmania en pacientes y flebotominos en dreas de transmisién en una regién del Pert. Revista Pernana
de Medicina Experimental y Salud Piblica, 28(3), 446-453.

De Paiva-Cavalcanti, M., Dantas-Torres, E, De Albuquerque, S. D. C. G., De Morais, R. C. S., De Brito, M.
E. E, Otranto, D., & Brandio-Filho, S. P. (2013). Quantitative real time PCR assays for the detection

264 Volumen 18 ¢ Ndmero 29 « pp. 237-266 « enero-marzo 2020 « Bogotd D.C., Colombia


mailto:claudia.mendez@buzonejercito.mil.co
mailto:camilo.correa@ejercito.mil.co
mailto:juliep@buzonejercito.mil.co
mailto:yanira.romero@ejercito.mil.co
mailto:omairar@ejercito.mil.co
https://doi.org/10.1080/13550280601039634
https://doi.org/10.1080/13550280601039634
https://doi.org/10.1016/j.imlet.2005.06.004
https://doi.org/10.1093/infdis/jiv355
https://doi.org/10.4269/ajtmh.16
https://doi.org/10.4269/ajtmh.16
https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.01308

(arga parasitaria de Leishmania spp. en personal militar colombiano con leishmaniasis
cutdnea: estudio de caso General José Marfa Crdova

ofLeishmania (Viannia) braziliensis in animals and humans. Molecular and Cellular Probes, 27(3-4), 122-
128. hteps://doi.org/10.1016/j.mcp.2013.01.003

Durdn, S., Méndez, C., Mejfa, L., Ovalle, C., Arenas, C., Camargo, Y., Rubiano, L., Cossio, A., Robledo, S.,
Echeverri, J., Herrera, N., Gonzdlez, J. M., Cabrera, E, Zamora, R., Ayala, M., Mufioz, L., Gémez, S.,
Torres, G., Lizarazo, F, & Mendigana E (2018). Lineamientos para la atencién clinica integral de leishmaniasis
en Colombia. Ministerio de Salud y Proteccion Social. Consultado el 27 de febrero de 2019 en heeps://www.
minsalud.gov.co/sites/rid/Lists/BibliotecaDigital/RIDE/VS/PP/PAI/Lineamientos-leishmaniasis.pdf

Expert Committee on the Control of the Leishmaniases & World Health Organization. (2010). Control of the
leishmaniases: Report of a meeting of the WHO Expert Commitee on the Control of Leishmaniases, Geneva,
22-26 March 2010. World Health Organization. https://apps.who.int/iris/handle/10665/44412

Herwaldt, B. L. (1999). Leishmaniasis. Lancer, 354(9185), 1191-1199. heps://doi.org/10.1016/50140-6736(98)10178-2

Instituto Nacional de Salud. (2019). Portal web Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Piblica (Sivigila).
Consultado el 15 de enero del 2019 en http://portalsivigila.ins.gov.co/sivigila/index.php

Ives, A., Ronet, C., Prevel, E, Ruzzante, G., Fuertes-Marraco, S., Schutz, E, Zangger, H., Revaz-Breton, M.,
Lye, L.-E, Hickerson, S. M., Beverley, S. M., Acha-Orbea, H., Launois, P, Fasell, N., & Beverley,
S. M. (2011). Leishmania RNA virus controls the severity of mucocutaneous leishmaniasis. Science,
331(6018), 775-778. https://doi.org/10.1126/science.1199326

Jara, M., Adaui, V., Valencia, B. M., Martinez, D., Alba, M., Castrillén, C., Cruz, M., Cruz, 1., Auwera, G.,
Llanos-Cuentas, A., Dujardin, J. C., & Arévalo, J. (2013). Real-time PCR assay for detection and
quantification of Leishmania (Viannia) organisms in skin and mucosal lesions: Exploratory study of
parasite load and clinical parameters. Journal of Clinical Microbiology, 51(6), 1826-1833. https://doi.
org/10.1128/JCM.00208-13

Jaramillo-Gonzdlez, D. A. (2017). Andlisis de la dosis de antimoniato de meglumina (glucantime®) utilizada
para el tratamiento de leishmaniasis en el Hospital Dermatoldgico Gonzalo Gonzdlez [Tesis de pregra-
do]. Repositorio Digital de la Universidad Central del Ecuador. http://www.dspace.uce.edu.ec/hand-
1e/25000/14074

Kip, A. E., Balasegaram, M., Beijnen, ]. H., Schellens, J. H., de Vries, P. J., & Dorlo, T. P. (2015). Systematic
review of biomarkers to monitor therapeutic response in leishmaniasis. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 59(1), 1-14. htps://doi.org/10.1128/AAC.04298-14

Macedo, D. H., Menezes-Neto, A., Rugani, J. M., Rocha, A. C., Silva, S. O., Melo, M. N., Lye, L.-E, Beverly,
S., Gontijo, C. M., & Soares, R. P. (2016). Low frequency of LRVI in Leishmania braziliensis strains
isolated from typical and atypical lesions in the State of Minas Gerais, Brazil. Molecular and Biochemical
Parasitology, 210(1-2), 50-54. https://doi.org/10.1016/j.molbiopara.2016.08.005

Machado, E. S., Braga, M. D. P, Da-Cruz, A. M., Coutinho, S. G., Vieira, A. R. M., Rutowitsch, M. S., Cuzzi-
Maya, T., Grimaldi Junior, G., & Menezes, J. A. (1992). Disseminated American muco-cutaneous leish-
maniasis caused by Leishmania braziliensis braziliensis in a patient with AIDS: a case report. Memorias do
Instituto Oswaldo Cruz, 87(4), 487-492. https://doi.org/10.1590/50074-02761992000400005

Méndez, C. P. (2014). Cuantificacion de la carga parasitaria en leishmaniasis cutdnea por medio de PCR en tiempo
real [Tesis de maestria, Pontificia Universidad Javeriana, Bogotd]. Repositorio Institucional. https://
repository.javeriana.edu.co/handle/10554/15452

Moreira, O. C., Yadon, Z. E., & Cupolillo, E. (2018). The applicability of real-time PCR in the diagnostic of
cutaneous leishmaniasis and parasite quantification for clinical management: current status and perspec-
tives. Acta Tropica, 184, 29-37. https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2017.09.020

Mourio, M. V. A,, Toledo Jr., A., Gomes, L. 1., Freire, V. V., & Rabello, A. (2014). Parasite load and risk factors
for poor outcome among children with visceral leishmaniasis. A cohort study in Belo Horizonte, Brazil,
2010-2011. Memérias do Instituto Oswaldo Cruz, 109(2), 147-153. https://doi.org/10.1590/0074-
0276140257

ISSN 1900-6586 (impreso), 2500-7645 (en linea) 265


https://doi.org/10.1016/j.mcp.2013.01.003
https://www.minsalud.gov.co/sites/rid/Lists/BibliotecaDigital/RIDE/VS/PP/PAI/Lineamientos-leishmaniasis.pdf
https://www.minsalud.gov.co/sites/rid/Lists/BibliotecaDigital/RIDE/VS/PP/PAI/Lineamientos-leishmaniasis.pdf
https://apps.who.int/iris/handle/10665/44412
https://doi.org/10.1016/S0140
http://portalsivigila.ins.gov.co/sivigila/index.php
https://dx.doi.org/10.1126%2Fscience.1199326
https://doi.org/10.1128/JCM.00208
https://doi.org/10.1128/JCM.00208
http://www.dspace.uce.edu.ec/handle/25000/14074
http://www.dspace.uce.edu.ec/handle/25000/14074
https://doi.org/10.1128/AAC.04298
https://dx.doi.org/10.1016%2Fj.molbiopara.2016.08.005
https://sci-hub.tw/10.1590/s0074-02761992000400005
https://repository.javeriana.edu.co/handle/10554/15452
https://repository.javeriana.edu.co/handle/10554/15452
https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2017.09.020
https://doi.org/10.1590/0074

(laudia P. Méndez-Bejarano, Camilo A. Correa-Cérdenas,
General José Moria Cdrdova Julie J. Pérez-Rico, Yanira A. Romero y Omaira Rodriguez

Organizacién PanamericanadelaSalud. (2019). Leishmaniasis: informe epidemioldgico delas Américas [Informe
de Leishmaniasis n.° 7]. Organizacién Panamericana de la Salud; Organizacién Mundial de la Salud.
htp://iris.paho.org/xmlui/bitstream/handle/123456789/50505/2019-cde-leish-informe-epi-americas.
pdftua=1

Osorio, L. E., Castillo, C. M., & Ochoa, M. T. (1998). Mucosal leishmaniasis due to Leishmania (Viannia)
panamensis in Colombia: clinical characteristics. 7he American Journal of Tropical Medicine and Hygiene,

59(1), 49-52. https://doi.org/10.4269/ajtmh.1998.59.49

Patifio, L. H., Méndez, C., Rodriguez, O., Romero, Y., Velandia, D., Alvarado, M., Pérez, J., Duque, M.
C., & Ramirez, J. D. (2017). Spatial distribution, Leishmania species and clinical traits of Cutaneous
Leishmaniasis cases in the Colombian Army. PLoS Neglected Tropical Diseases, 11(8), Article €0005876.
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005876

Peacock, C. S., Seeger, K., Harris, D., Murphy, L., Ruiz, J. C., Quail, M. A, Peters, N., Adlem, E., Tivey,
A., Aslett, M., Kerhornou, A., Ivens, A., Fraser, A., Rajandream, M. A., Carver, T., Norbertczak, H.,
Chillingworth, T., Hance, Z., Jagels, K., Moule, S., ... Kerhornou, A. (2007). Comparative genomic
analysis of three Leishmania species that cause diverse human disease. Nature Genetics, 39(7), 839-847.
hteps://doi.org/10.1038/ng2053

Ramirez, J. D., Herndndez, C., Ledn, C. M., Ayala, M. S., Flérez, C., & Gonzdlez, C. (2016). Taxonomy,
diversity, temporal and geographical distribution of Cutaneous Leishmaniasis in Colombia: A retrospec-
tive study. Scientific Reports, 6, Article 28266. https://doi.org/10.1038/srep28266

Romero, 1., Téllez, J., Sudrez, Y., Cardona, M., Figueroa, R., Zelazny, A., & Saravia, N. G. (2010). Viability
and burden of Leishmania in extralesional sites during human dermal leishmaniasis. PLoS Neglected
Tropical Diseases, 4(9), Article €819. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0000819

Rossi, M., & Fasel, N. (2017). How to master the host immune system? Leishmania parasites have the solu-
tions! International Immunology, 30(3), 103-111. hteps://doi.org/10.1093/intimm/dxx075

Schwartz, E., Hatz, C., & Blum, J. (2006). New world cutaneous leishmaniasis in travellers. The Lancet
Infectious Diseases, 6(6), 342-349. https://doi.org/10.1016/51473-3099(06)70492-3

Shapiro, T. A., & Englund, P. T. (1995). The structure and replication of kinetoplast DNA. Annual Review of
Microbiology, 49(1), 117-143. https://doi.org/10.1146/annurev.mi.49.100195.001001

Souza, R. M. D., Andrade Junior, H. E D., Duarte, M. 1. S., Braz, L. M. A., Schubach, A. D. O,, Silva, E
C., & Amato, V. S. (2017). Reactivation of cutaneous and mucocutaneous tegumentary leishmaniasis
in rheumatoid arthritis patients: an emerging problem? Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sio
Paulo, 59, Article ¢6. https://doi.org/10.1590/s1678-9946201759006

Sudrez, M., Valencia, B. M., Jara, M., Alba, M., Boggild, A. K., Dujardin, J. C., Llanos-Cuentas, A., Arévalo,
J., & Adaui, V. (2015). Quantification of Leishmania (Viannia) kinetoplast DNA in ulcers of cutaneous
leishmaniasis reveals inter-site and inter-sampling variability in parasite load. PLoS Neglected Tropical
Diseases, 9(7), Article €0003936. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0003936

Ul Bari, A. (2006). Chronology of cutaneous leishmaniasis: An overview of the history of the disease. Journal
of Pakistan Association of Dermatologists, 16, 24-27. http://www.jpad.com.pk/index.php/jpad/article/
view/842

World Health Organization. (2019). Leishmaniasis. World Health Organization. hteps://www.who.int/news-
room/fact-sheets/detail/leishmaniasis.

Yuan, C. C., Miley, W., & Waters, D. (2001). A quantification of human cells using an £RV-3 real time PCR
assay. Journal of Virological Methods, 91(2), 109-117. https://doi.org/10.1016/S0166-0934(00)00244-5

266 Volumen 18 ¢ Ndmero 29 « pp. 237-266 « enero-marzo 2020 « Bogotd D.C., Colombia


http://iris.paho.org/xmlui/bitstream/handle/123456789/50505/2019-cde-leish-informe-epi-americas.pdf?ua=1
http://iris.paho.org/xmlui/bitstream/handle/123456789/50505/2019-cde-leish-informe-epi-americas.pdf?ua=1
https://doi.org/10.4269/ajtmh.1998.59.49
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0005876
https://dx.doi.org/10.1038%2Fng2053
https://doi.org/10.1038/srep28266
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0000819
https://sci-hub.tw/10.1093/intimm/dxx075
https://doi.org/10.1016/S1473-3099(06)70492-3
https://doi.org/10.1146/annurev.mi.49.100195.001001
https://sci-hub.tw/10.1590/s1678-9946201759006
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0003936
http://www.jpad.com.pk/index.php/jpad/article/view/842
http://www.jpad.com.pk/index.php/jpad/article/view/842
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/leishmaniasis
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/leishmaniasis
https://doi.org/10.1016/S0166-0934(00)00244-5

