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RESUMEN

Introduccion: En Latinoamérica la leishmaniasis visceral (LV) se encuentra presente en 12
paises, principalmente en regiones o areas cercanas a la ribera del rio Amazonas, aumentando
la posibilidad de transmision del vector en la region amazonica del Ecuador. El objetivo del
trabajo fue evaluar la validez de las pruebas diagnosticas para LV empleadas en paises
latinoamericanos.

Metodologia: Se realizé un estudio narrativo bibliografico sobre el diagndstico de LV en
Latinoamérica, siguiendo el diagrama de PRISMA: la fase de identificacion, se realizd la
busqueda inicial de articulos cientificos y literatura gris. Posteriormente en la fase de cribaje se
eliminaron los articulos duplicados y aquellos irrelevantes. En la fase de elegibilidad se
selecciond los que cumplian con todos los criterios de inclusion establecidos. Finalmente, en la
fase de inclusién se eligio los articulos que cumplieron con las fases anteriores, cada uno fue
analizado minuciosamente.

Resultados: Se recuperaron 22 articulos cientificos y documentos para el analisis del tema
propuesto. El pais que reporta anualmente mas casos de LV y casos de coinfeccion LV/VIH es
Brasil, siendo los més afectados nifios menores de 7 afios. En Latinoamérica se identifico el uso
de pruebas seroldgicas, moleculares y parasitoldgicas para el diagnostico de LV, las pruebas
serologicas demostraron un nivel de sensibilidad y especificidad >90%, al igual, que la prueba
de aglutinacion directa (DAT).

Conclusién: A partir de la revision bibliografica se concluy6 que las pruebas con antigeno
recombinante rK39 presentan una mayor sensibilidad y especificidad para el diagnostico de LV
en comparacion con otras pruebas. Asi mismo, la prueba DAT demuestra una validez >90%
tanto en casos de pacientes no infectados con VIH como en pacientes LV/VIH positivos.
Palabras claves: Leishmaniasis Visceral, Leishmania infantum, Latinoamérica, Lutzomyia

longipalpis
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ABSTRACT

Introduction: Visceral leishmaniasis (VL) is present in 12 countries in Latin America, mainly
in regions or areas near the banks of the Amazon River, increasing the possibility of vector
transmission in the Amazon region of Ecuador. The objective of this work was to evaluate the
validity of diagnostic tests for VL in Latin American countries.

Methodology: This study is a narrative review focused on diagnosing VL in Latin America,
following the PRISMA diagram: the first stage identified the articles and grey literature for
review. The next stage included eliminating duplicate reports. After abstracts were screened,
those that met all the established inclusion criteria were selected. In the last stage, the articles
that met the previous phases were included in this study.

Results: 22 articles and documents were included for the analysis. Brazil is the country that
annually reports the most cases of VL and cases of VL/HIV co-infection, with the most affected
being children under seven years of age in Latin America. Serological, molecular and
parasitological tests were used for the diagnosis of VL. However, different serological tests
have demonstrated high sensitivity and specificity for diagnosing LV.

Conclusion: Recombinant antigen rK39 showed higher sensitivity and specificity for
diagnosing VL. In addition, the DAT test demonstrated >90% validity in HIV-uninfected and
VL/HIV-positive patients.

Keywords: Visceral Leishmaniasis, Leishmania infantum, Latin America, Lutzomyia

longipalpis
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1. INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad de transmision vectorial, causada por diferentes
especies de protozoos del género Leishmania spp., afecta tanto a animales como a humanos.
Esta patologia es endémica en areas tropicas, subtropicas y la cuenca mediterranea. La infeccion
por Leishmania spp. se presenta en tres formas clinicas: cutanea, mucocutaneay visceral, siendo
esta Gltima una de las infecciones mas extendidas en el mundo con una elevada tasa anual de

mortalidad, aproximadamente 20 000 muertes en el afio 2015 (Akhoundi, et al., 2017).

La leishmaniasis visceral (LV) es causada principalmente por dos especies L. infantum
y L. Donovani. En Latinoameérica, la especie méas prevalente es la L. infantum (sinonimo de L.
chagasi), su hospedero principal puede ser animales domésticos o el humano (Purse, et al.,
2017). EI vector es un fleb6tomo del género Lutzomyia. El ciclo de vida de Leishmania
comienza cuando el vector ingiere los amastigotes presentes en la sangre de un hospedero
infectado; los amastigotes después de 24 horas se transformardn en promastigotes, forma
infectante. El parésito se replica en el intestino y migra hacia el es6fago, por lo cual, mediante
una picadura el fleb4tomo infectado inocula de 10 a 100 promastigotes a un hospedador nuevo

como el ser humano u otro mamifero (Gonzalez, Osorio & Talamaés, 2017).

Los factores que influyen en el aumento del indice de transmisién de la infeccion son
pobreza, deficiencias de saneamiento, migracién, cambios ambientales y deforestaciones. En
vista de la elevada tasa de mortalidad que demuestra la infeccion por LV vy la gravedad de las
manifestaciones clinicas, el diagnostico temprano es importante para un mejor pronostico y
como una medida de prevencion para controlar el aumento de casos por esta patologia (Luz,
et al., 2019). La deteccion de LV se basa tanto en la informacion epidemiol6gica como en los

hallazgos clinicos.

Las manifestaciones clinicas de LV varian de un caso a otro, incluso se ha registrado
casos en que los individuos no presentan ningun signo o sintoma, siendo las mas frecuentes la

aparicion de fiebre, esplenomegalia, hepatomegalia y alteraciones hematoldgicas graves como



leucopenia y trombocitopenia. En casos graves se exhibe desnutricion, hemorragias y edema en
los miembros inferiores (B, et al., 2018). La causa de mortalidad por esta infeccion se debe
principalmente a la aparicién de hemorragias o por una coinfeccion con otras enfermedades
(Silva, et al.,2014).

El diagndstico por laboratorio se basa en demostrar la presencia de Leishmania mediante
el uso de pruebas seroldgicas, moleculares o parasitoldgicas. (Sundar & Rai, 2002). El empleo
de pruebas seroldgicas se recomienda en la fase aguda de la infeccion debido al elevado nivel
de anticuerpos presentes en el paciente con LV. La prueba inmunocromatografica cuyo método
se basa en el antigeno rK39 (rK39-ICT) es la mas utilizada, seguida de la prueba de anticuerpos
de inmunofluorescencia (IFAT), ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) y la prueba de
aglutinacion directa (DAT). De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en
el primer nivel de atencion sanitaria ante una sospecha de LV se aplica la prueba rK39-ICT;
independientemente si el resultado es positivo 0 negativo se realiza un examen parasitoldgico
confirmatorio que puede ser aspirado de médula 6sea para la visualizacion de amastigotes 0 un
cultivo para la observacién de promastigotes. (Organizacién Panamericana de la Salud [OPS],
2019).

Boelaert et al. (2014), afirma que la prueba rK39-ICT no debe ser utilizada para el
diagnostico de LV en personas con antecedentes de la infeccion, por la persistencia de los
anticuerpos después de la curacién. Por otro lado, las técnicas moleculares se emplean como
pruebas confirmatorias para el diagnostico e identificacion de las especies de Leishmania. La
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) detecta el ADN del parésito en muestras bioldgicas
empleando una minima cantidad de material genético (Fisa, et al., 2002).

En ese contexto, esta revision evalua las técnicas de diagnostico de laboratorio clinico

analizando la sensibilidad y especificidad de cada metodologia empleada en Latinoamérica.

Este trabajo de titulacion consta de seis capitulos:



— En el primer capitulo se presenta la introduccion donde se expone el problema de la
investigacion, la justificacion y los objetivos de la revision bibliografica.

— El segundo capitulo se centra en el marco metodoldgico donde se describe el tipo de
estudio, asi como el proceso seguido para la revision y seleccion de las fuentes
bibliogréaficas.

— En el tercer capitulo se detalla el proceso de seleccion y depuracién de la informacién
encontrada, en funcién de los criterios de exclusion y los objetivos planteados en el
trabajo de titulacion.

— El capitulo cuatro corresponde a los resultados obtenidos a partir de la informacion
seleccionada sobre la situacion de la LV en Latinoamérica y su respectiva discusion.

— Enel capitulo cinco se especifican las conclusiones del presente trabajo de titulacion.

— Finalmente, se presentan las recomendaciones para futuras investigaciones.

1.1. Planteamiento del problema

La LV se clasifica como una enfermedad tropical desatendida, a causa de una atencion
minima otorgada y un manejo ineficaz por parte de las entidades gubernamentales,
principalmente en paises de bajos y medianos ingresos. Por lo que se observa elevadas tasas de
mortalidad y altos indices de transmision de LV en paises afectados por la pobreza a nivel
mundial (Rodriguez & Ubaque, 2016). El continente africano es el que demuestra la mayor tasa
de incidencia de LV, no obstante, su expansién es notable en paises latinoamericanos, debido a
diferentes factores: la migracion, trae consigo la transportacion inevitable de animales
domésticos infectados; la desnutricion, asi como también las alteraciones climaticas y
ambientales que inducen la adaptacion del vector a un ambiente modificado. Estas
circunstancias son determinantes para la ocurrencia de LV (OPS, 2020).

La transmisibilidad de LV esta relacionada a la extrema pobrezay a las malas
condiciones de vivienda principalmente en las areas rurales, pudiendo también ser de caracter
congénito. La erradicacion o disminucion de la transmision de LV representa un desafio para

todos los paises del continente americano, a causa de que el diagnéstico de esta infeccion



es tardio, puede pasar desapercibida por varios meses, hasta que las manifestaciones clinicas se

agravan (Purse et al., 2017).

La informacion epidemioldgica apoyada del diagndstico de laboratorio permite evaluar
el riesgo de transmision de LV en una zona endémica. Para el control epidemioldgico se utiliza
pruebas rK39-ICT, IFAT e ELISA, este tipo de técnicas constituye una estrategia principal de
diagndstico aplicada en la mayoria de los paises endémicos para lograr la reduccion de la tasa
de mortalidad (Freire, et al., 2019). Dentro de las técnicas de laboratorio existentes para LV, la
OMS recomienda aplicar la identificacion del parasito en aspirado de médula dsea o en biopsias
de bazo o higado como prueba confirmatoria en pacientes sintomaticos. No obstante, su uso se
ve limitado debido a la necesidad de personal capacitado para la obtencion de los aspirados o
biopsias y el alto costo de los insumos requeridos para realizar la toma de muestras (Sundar &
Prakash, 2018).

En el Ecuador existe programas de control para enfermedades vectoriales como malaria
o leishmaniasis cutanea; sin embargo, no se da seguimiento a otras enfermedades endémicas de
paises fronterizos, como la LV. El Unico reporte de esta infeccion en el Ecuador fue en 1949 en
un nifio de 3 afios procedente de Esmeraldas El diagnostico se confirmd mediante un frotis

sanguineo y la demostracién del parasito en una biopsia del higado (Le6n, 2017).

La presente revision narrativa permite la actualizacion de las pruebas diagndsticas
utilizadas para LV en paises latinoamericanos. Esta revision permitird actualizar el
conocimiento de las técnicas diagnosticas en nuestro pais y lograr el control o la prevencion de

la propagacion de la infeccion mediante el uso de estas pruebas.



1.2.  Justificacion

La LV es una enfermedad con una tasa de mortalidad elevada. Se estima que existen de
50 000 a 90 000 casos nuevos de leishmaniasis cada afio a nivel mundial. EI aumento de casos
sobre todo en las areas rurales esté relacionado a la falta de atencion y control por parte de las
autoridades competentes (Bi, et al., 2018). De acuerdo con la OMS, en el continente americano
se registra actualmente 3 800 casos de LV al afio, con una letalidad media de 7%. Presente en
12 paises incluidos Brasil con una tasa de prevalencia del 96%, seguido de Paraguay con una
tasa de 3,2% y en tercer lugar se encuentra Colombia que registra una tasa del 0,4%. Asimismo,
se han reportado casos de esta enfermedad en Venezuela, ElI Salvador, México, Honduras,
Argentina y Costa Rica (OPS, 2015).

Las manifestaciones clinicas de LV se presentan de forma cronica, por lo que su
diagnostico y tratamiento son tardios y complicados dado a que el periodo de incubacion del
parasito puede ir de semanas hasta 6 meses (Bi, etal., 2018). Para la identificacion de
Leishmania en el laboratorio, la prueba méas recomendada es la observacién del parésito en
aspirado de médula dsea, sobre todo en casos asintomaticos provenientes de zonas endémicas,
sin embargo, su uso es limitado debido al riesgo y dificultad del procedimiento (Herrera, et al.,
2019).

Las técnicas comunmente utilizadas para el cribado de LV en Latinoamérica son
inmunocromatograficas, no obstante, su sensibilidad disminuye cuando existe una coinfeccion
en pacientes VIH positivos. Por tal motivo, la técnica de referencia en muchos paises es la
inmunofluorescencia indirecta, dada su elevada sensibilidad y especificidad para el diagnostico
de LV (Freire, et al., 2019). La falta de informacidn sobre las técnicas de diagndstico para LV
en Latinoamerica, conduce a realizar una actualizacion de las diferentes herramientas que se
utilizan en los laboratorios para descartar cualquier caso que presente manifestaciones clinicas
similares a la infeccion. Ademas, es importante que las autoridades competentes den prioridad
al manejo y diagnostico de enfermedades transmitidas por vectores, teniendo en cuenta que el
parasito tiene como reservorio principal el perro domestico, aumentando las posibilidades de

gue existan casos en el pais no reportados.



1.3.  Pregunta de investigacion

¢Cudles son las pruebas diagnoésticas con validez para LV empleadas en paises

latinoamericanos?

1.4.  Objetivos

1.4.1.  Objetivo general

— Evaluar la validez de las pruebas diagndsticas de leishmaniasis visceral en

Latinoamérica.

1.4.2.  Objetivos especificos

— Determinar la prevalencia de leishmaniasis visceral en paises latinoamericanos.

— Determinar el tipo de pruebas parasitoldgicas, seroldgicas, moleculares e inmunolégicas
para el diagndstico de leishmaniasis visceral.

— Analizar la sensibilidad y especificidad de las pruebas de diagnéstico para leishmaniasis

visceral.

1.5. Delimitacion del estudio

La presente revision narrativa se enfoca en el area de Parasitologia Clinica, acerca de las
pruebas diagnosticas de leishmaniasis visceral empleadas en el continente latinoamericano, con
mayor atencién en los paises de la region. El disefio de estudio de los articulos seleccionados
fue de tipo observacional. En esta revision no se utilizd un andlisis estadistico para la

cuantificacion de la informacion obtenida.



2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Tipo de estudio

En este trabajo de titulacion se realiz6 una revision de tipo narrativa, sobre las pruebas
de diagnostico de leishmaniasis visceral empleadas en paises latinoamericanos. El tipo de
estudios que se emplearon fueron de tipo observacional: transversales, longitudinales, de
cohortes, de casos y controles. De igual forma se tomo en cuenta estudios-hibridos, estudios de
incidencia, estudios de asociacion cruzada, estudios de concordancia y de prevalencia

publicados entre los afios 2001 a 2021.

2.2.  ldentificacion del campo de estudio

La presente revision bibliogréafica narrativa se centré en las areas de Parasitologia
Clinica y Epidemiologia con enfoque en la leishmaniasis visceral, reportada en algunos paises
latinoamericanos. Por lo tanto, se recopilé informacion de articulos cientificos indexados en las
bases de datos que se utilizaron para realizar la investigacion. Se aplicaron criterios de inclusion
y exclusion para seleccionar los articulos o estudios mas apropiados que aportaron informacion

para resolver la pregunta de investigacion planteada.
2.3.  Proceso de revision bibliogréafica
Para la recopilacion, andlisis y organizacién de las fuentes bibliograficas se siguid las

recomendaciones de Medina, Marin, & Alfalla (2010) (Figura 1) y el diagrama de flujo
PRISMA propuesto por Moher, et. al. (2009).



Figura 1.

Fases del proceso de revision bibliogréfica
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L

exclusion, ademas de operadores dooleanss.

¥

Analizando loz abstracts de cada articulo se
eligen los que van de acuerdo con el tema, se
selecciona los gestores bibliograficos mads
aproplados

Gestion v depuracidn de los
resultados

ki

¥

Analisiz de los resultados

Nota: Adaptado de “Una propuesta metodologica para la realizacion de busquedas sistematicas de
bibliografia” (p. 15), por Medina, C.; Marin, J. & Alfalla, R., 2010. Working Papers on Operations
Management, 1(2). https://doi.org/10.4995/wpom.v1i2.786

2.3.1. Seleccion de las fuentes de informacién

La informacion necesaria para responder a la pregunta de investigacion planteada en esta
revision narrativa se recopil6 a través de bases de datos y repositorios como se indican en la
Tabla 1. Se tom6 en cuenta diferentes fuentes de informacion:

- Primarias: articulos cientificos,
- Secundarias: tesis y actas de congreso

- Terciarias: directorios


https://doi.org/10.4995/wpom.v1i2.786

Ademas, se tuvo en cuenta la informacion de los repositorios de universidades y
entidades gubernamentales, asi como también la pagina de la OMS y de Centers for Disease

Control and Prevention (CDC).

Tabla 1.

Bases de datos para recopilacion de informacion

Base de datos Enlace
PubMed https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.scopus.com/search/form.uri?display=basic#basic
Scopus

https://www.sciencedirect.com/

Science Direct

https://link.springer.com/

Springer Journals

Revista
Panamericana de
Salud Publica

https://www.paho.org/journal/es

Literatura Gris
https://scholar.google.es/schhp?hl=es

Google académico

http://www.dspace.uce.edu.ec/

Repositorio UCE

2.3.2. Busqueda bibliogréfica

Para seleccionar los articulos, documentos e informes que se incluyeron en la revision
narrativa se establecieron criterios de inclusion y exclusién, para garantizar que su seleccion sea
de gran ayuda para cumplir con los objetivos establecidos.

Criterios de inclusion:

— Reuvistas que cumplan con un indice de impacto de Q1 hasta Q4.

— Tesis, literatura gris


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.scopus.com/search/form.uri?display=basic#basic
https://www.sciencedirect.com/
https://link.springer.com/
https://www.paho.org/journal/es
https://scholar.google.es/schhp?hl=es
http://www.dspace.uce.edu.ec/

— Atrticulos publicados desde el 1 de noviembre del 2001 hasta 1 de noviembre del 2021

— Estudios o articulos publicados en el idioma espafiol e inglés

— Articulos o publicaciones de acceso libre y completo

— Articulos sobre pruebas diagnosticas de leishmaniasis visceral empleadas en
Latinoamérica.

— Estudios en nifios de 1 a 11 afios y en adultos de 18 a 75 afios

— Articulos con disefio observacional: transversales, longitudinales, de cohortes, de casos
y controles. Estudios-hibridos, estudios de incidencia, estudios de asociacion cruzada,

estudios de concordancia y de prevalencia.
Criterios de exclusion:
— Ensayos clinicos o estudios experimentales, en su mayoria se centran en el manejo de
leishmaniasis visceral.
— Atrticulos que se centren Gnicamente en el tratamiento de leishmaniasis visceral.
2.3.3. Estrategias de busqueda
Para una busqueda eficaz de informacion en las bases de datos se hizo uso de términos
Medical Subject Headings (MeSH) y Descriptores en Ciencias de la Salud (DeCs) que se
describen en la tabla 2.
Se realiz6 las combinaciones de cada término con los operadores booleanos “AND”,

“NOT” y “OR”, con el fin de refinar la bisqueda y obtener articulos que permitan resolver el

problema planteado en esta revision narrativa.
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Tabla 2.
Términos MeSH y DeCs

Términos Enfermedad Diagnostico Ubicacion
Diagnosis Latin America
. Analysis South America
Visceral . O .
. . Diagnostic imaging Brazil
leishmaniasis . . . .
. . Serological diagnosis Colombia
Leishmaniasis . .
MeSH . . Molecular diagnosis Venezuela
infection .
Argentina
Diagndstico
Anélisis Latinoamérica
Diagndstico Sur América
parasitologico Brasil
Leishmaniasis Diagnostico molecular Colombia
visceral Diagndstico Venezuela
DeCs -
Kala-azar serol6gico Ecuador
Manifestaciones Argentina
clinicas

2.3.4. Registro de estrategia de busqueda y seleccion

Para el registro de la estrategia de busqueda que se aplicd en el presente trabajo de
titulacion se hizo uso de una matriz principal (Anexo 1), con el fin de organizar y condensar la
informacion hallada en los articulos. Ademas, se establecieron criterios de exclusion e inclusion
para la seleccion y el analisis de la informacién, todo el proceso de blsqueda de los articulos
cientificos y literatura gris se resumio en matrices creadas en Microsoft Excel version 2016. La

informacion seleccionada fue guardada y organizada en el gestor bibliografico Zotero.
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3. SELECCION DE ARTICULOS

3.1.  Criterios de busqueda

Para la busqueda y seleccion de los articulos que permitieron responder a la pregunta
de investigacion planteada, los términos MeSH y DeCs descritos en la tabla 2 fueron
combinados con los operadores booleanos para crear la estrategia de bisqueda y aplicarla

en cada una de las bases de datos como se registra en el Anexo 1.

3.2.  Pasos de depuracion y seleccion de la informacion

Esta revision siguid el protocolo propuesto por Moher, et. al. (2009) y el diagrama
de flujo de Prisma para la seleccién de los articulos y responder a los objetivos planteados
anteriormente. Los articulos y la literatura gris que se incluyeron en el presente trabajo de
titulacion fueron evaluados y revisados por el estudiante que realizd la presente revision

bibliogréafica. La informacion obtenida en cada fase se detalla en la Figura 2.

En la fase de identificacion se recuperd un total de 624 articulos publicados en
diferentes bases de datos y 620 documentos identificados en otras fuentes aplicando la
estrategia de busqueda en repositorios y Google académico. Posteriormente en la fase de
cribaje, se eliminaron los articulos que se encontraban por duplicado en las bases de datos,
ademas fueron excluidos los estudios experimentales tanto en humanos como en animales
y articulos centrados Unicamente en el tratamiento de LV (ver Anexo 2). Mediante el anélisis
de la informacion hallada y el titulo del trabajo de titulacion, se aplicaron los criterios de
inclusién: estudios observacionales, hibridos, de incidencia y de asociacion cruzada que
evalUen el diagndstico por laboratorio de LV en Latinoamérica, indicadores de calidad,
articulos en espafiol o inglés y estudios publicados entre el 1 de noviembre del 2001 hasta 1
de noviembre del 2021.
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Por consiguiente, aplicando los criterios de inclusion y el indice de impacto a los
articulos recabados, se obtuvo un total de 50 articulos a texto completo para su elegibilidad,
se analizo el resumen 0 “abstract”y la estructura de cada articulo. Finalmente, se eligieron
14 articulos de las bases de datos y 8 documentos de literatura gris, los cuales se encuentran
detallados en la Tabla 3. De cada articulo se identifico: el tipo de estudio, pais donde se
realizo la investigacion, el tipo de pruebas diagnosticas de LV que se empled, las pruebas
diagnosticas que se mencionan y el indice de prevalencia de leishmaniasis visceral en paises

latinoamericanos.

Figura 2.

Diagrama de flujo del proceso de seleccion y depuracion de la informacién

Wimero de registros Mimero de registros o citas
identificados en la adicionales identificados en
biisqueda en bases de datos otraz fuentes:
n= 624 n=620
Y k4

MNimere total de registros
despugs de eliminar duplicades:
n= 933, duplicados (236)

Mimere total de registros
eliminadeos:

¥

Nimero total de registros n=606
revisados: p Articulos sin relacion con 2l
tema
n=382 Articulos “review ™
+ Mumero totel de articulos &
= ; texto completo excluidos por:
Mimero total de articulos 2 n= 332
texte completo para decidir su * _Articulos publicados antes
elegibilidad: n= 50 del 2001,
-Bazados en otro: continentes
o en leishmaniazis en peneral
-Articulos escritos en ofro
¥ idioma diferente a ingléz o
Nimero total de articulos 2 espaficl -
texto completo inchudos enla -Estudios experimentales o
revizién namrativa: n=11 enzavos clinicos

Nota: Adaptado de “PRISMA declaration: A proposal to improve the publication of systematic reviews
and meta-analyses” (p. 508), por Urrutia, G. & Bonfill, X., 2010, Medicina Clinica, 135(11).
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3.3.

Descripcion general de los articulos seleccionados para el estudio

En la fase de recoleccion final se recuperé 22 documentos; publicados como
articulos originales, tesis e informes de organizaciones gubernamentales entre el 1 de
noviembre del 2001 hasta 1 de noviembre del 2021; el 87 % presentan disefio de estudio
observacional, en su mayoria articulos originales y el 13 % restante corresponde a tesis e

informes de organizaciones gubernamentales.

El 8,70 % de los articulos seleccionados fueron publicados entre los afios 2001 a
2009 y el 91,30 % de la informacion se encuentra distribuida en los afios 2010 a 2021. La
mayor parte de los estudios sobre LV se centran en Brasil (65%) seguido de Colombia
(13%), Argentina (9%), Venezuela (4%) y Paraguay (6%). No se encontrd informacion

sobre el diagnostico de LV en Chile, Per( y Ecuador.

De acuerdo con el analisis realizado la mayoria de los estudios observacionales
incluidos fueron publicados en revistas con cuartil Q1, por ejemplo, Transactions of the
Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, Emerging Infectious Diseases,
International Journal of Infectious Diseases y PL0S One. De la misma formase incluyeron
cinco estudios publicados en revistas con cuartil Q2, seis con cuartil Q3, dos tesis y un
informe publicado por la OPS.

De los 22 articulos seleccionados se visualiza que la mayoria de los paises
latinoamericanos emplean pruebas seroldgicas como ELISA, IFAT, rK39-ICT y DAT (ver
Tabla 6). A pesar de la alta sensibilidad y especificidad de las pruebas moleculares como la
PCR o la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) su uso es limitado
sobre todo en paises en vias de desarrollo, debido al alto costo del equipo y los reactivos.
En base al anélisis de la informacion se identificé que 10 articulos obtuvieron sus resultados
a partir de la revision de informacion epidemioldgica o de historias clinicas de pacientes
confirmados con LV, los 12 articulos restantes emplearon muestras bioldgicas para la
deteccion de LV.
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Tabla 3.

Informacion de articulos recuperados

Periodo de

Referencia Pais Revista _d,e Tipo de estudio Edad investigacion No. de casos  Fuente/ muestra
publicacién ~ reportados analizada
(afos)
Rodriauez. J.- et Rev. Soc. Revision de
guez, 7. €L Colombia Bras. Med. Descriptivo >18 afios 4 4 331 informacion
al., 2021. L
Trop. epidemioldgica
. ) Parasite ~
Lima, L. etal., Brasil Epidemiol Longitudinal 1al2 :imos 1 1278 I\_/Iugst_ra
2020. >18 afios bioldgica
Control
Freire, M.; et. al., . PLoS Negl . 1a 12 afios Muestra
2019. Brasil Trop Dis Comparativo >18 afios ! 156 bioldgica
Manotas- Colombia 1a12 afios 1 7 Revision de
Berdugo; et. al., i RE\GbSI?CI;d Descriptivo informacion
2018. Brasi N 1 3481 epidemioldgica
Henn, G.; et al., Brasil Braz J_Infect Transversal >18 afios 3 446, 81+ _ReV|_S|on, d_e
2018. Dis historia clinica
Paragua 1a12 afios 8 2.36* isi6
Giménez, A.; et. tad Rev. Cientifica Descrintivo ﬁ%ﬂg&d@ﬁ
al., 2018. __ delaJuventud P idemioléai
Argentina - 3 32 epiaemiologica
Venezuela - 2 50
. ~ Revisién de
Purse; et. al, Brasil PLoS One Descriptivo la 1261”08 1 3500 informacion
2017. >18 afnos - R
epidemioldgica
~ Revision de
Tovar, C. & . Rev.MVZ - 1a12 afios x . L
Yasnot, M., 2017. Brasil Cordoba Descriptivo >18 afios 1 4.35 informacion

epidemioldgica
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Periodo de

Referencia Pais Rev!sta _d,e Tipo de estudio Edad investigacion No. de casos  Fuente/ muestra
publicacién (afios) reportados analizada
Tovar, C. & Paraguay Rev.MVZ Descriptivo 1 a12 afios 1 3.85% Eic\)lﬁrzzgig?\
Yasnot, M., 2017. Cédrdoba P >18 afios L
Colombia 9 245 epidemiologica
Rev. Facultad
Leon, L2017,  Ecuador ~ C1encias Analitico 3 afios 1 1 Muestra
Médicas bioldgica
(Quito)
Argentina lal2 anos 8 2167 Revision de
. . >18 afos . .
Casas, N., 2017. Tesis Descriptivo 1212 afos informacion
Paraguay >18 afios 6 126 epidemioldgica
. ~ Revision de
Rodriguez, N. & . . o 1a12 afios . L
Ubaque, J., 2016. Colombia Tesis Descriptivo >18 afios 4 1213 mformaqo_n
epidemioldgica
Brasil 10185
—_— - Revision de
Paragua 297 : ”
;a‘;o & OMS, # OPS/OMS Informe 1:1%322223 3 informacion
' _ Argentina_ 46 epidemiolégica
Colombia 22
Pereira, M.; et al., . Biomed Res . - Muestra
2014. Brasil Int Comparativo >18 afos 1 19 biologica
Boletin Revision de
Feliciangeli, D., Malariologia - No . L
Venezuela Descriptivo . 2 54 informacién
2014. y Salud especifica idemiolGai
Ambiental epidemioldgica
Fernandes, G.; et. . AmJ Trop No Muestra
al., 2013. Brasil Med Hyg. Transversal especifica 3 113 bioldgica
Marques, L.; et. . PLoS Negl o ~ Muestra
al., 2012, Brasil Trop Dis Analitico <7 afios 2 317 biologica
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Periodo de

Referencia Pais Rev!sta _d,e Tipo de estudio Edad investigacion No. de casos  Fuente/ muestra
publicacién (afios) reportados analizada
; . Emerging ~
Barrio, A.;et.al., Argentina Infectious Descriptivo lal2 anos 6 62 Mugst_ra
2012. - >18 afios bioldgica
Diseases
; . Trans. Roy. ~
Assis, T etal., Brasil Soc. Trop. Longitudinal tal2 anos 2 203 Mugst_ra
2011. >18 afios bioldgica
Med. Hyg.
Teran-Angel, G.; L . 1 a 12 afios . Muestra
et. al., 2010. Venezuela Biomédica Analitico >18 afios 2 0,27 bioldgica
_ Revision de
Fraga, T.; et. al., Brasil Mern Inst Longitudinal 1 al2 afos 2 45 historia clinica,
2010. Oswaldo Cruz L
muestra bioldgica

Moreno, E.; et . Rev Soc Bras ~ Muestra

al.. 2006, Brasil Med Trop Transversal >18 arios 1 1604 biologica

Silva, E.; et. al., . Kinetoplastid . 1a12 afios Muestra

2005. Brasil Biol Dis Analitico >18 afios 2 115 bioldgica

Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical (Rev Soc Bras Med Trop); Plos Neglected Tropical Diseases (PLoS Negl Trop Dis);

Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo (Rev Inst Med Trop Sao Paulo); Memorias do Instituto Oswaldo Cruz (Mem Inst Oswaldo

Cruz); Kinetoplastid Biology and Disease (Kinetoplastid Biol Dis); Brazilian Journal of Infectious Diseases (Braz J Infect Dis); Transactions of

the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene (Trans. Roy. Soc. Trop. Med. Hyg.).

* Casos anuales por 100 000 habitantes

+ Casos de coinfeccién VIH/LV
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Esta revision narrativa se concentro en evaluar la validez de las pruebas diagnosticas de
LV en Latinoamérica para identificar las pruebas de laboratorio con mayor sensibilidad y

especificidad en los Gltimos 20 afios.

4.1. Prevalencia de LV en Latinoamérica

De acuerdo con un informe epidemioldgico realizado por la OPS, entre los afios 2001 a
2013 se registraron 45 490 casos de LV en América. Brasil reporta el mayor nimero de casos
(OPS, 2015). Sin embargo, es posible que el porcentaje de casos sea mayor, debido a que
algunos paises no cuentan con un sistema de informacion de salud eficiente por lo cual los datos
epidemioldgicos informados pueden estar incompletos (Bi, et al., 2018). En esta revision
bibliogréfica se recuperaron articulos de estudios que publicaron la presencia de LV en Brasil
(59%), Paraguay (18%), Colombia (13%), Argentina (5,9%), Venezuela (3,1%) y Uruguay
(1%), como se detalla en la tabla 3. Ademas, para contrarrestar esta informacion se efectué una
bldsqueda de la tasa de incidencia anual en los ministerios de salud de los paises que han
reportado LV y la OPS como se puede observar en la Tabla 4.

En la revision de la informacidn seleccionada se identifico que el 70% de los articulos
realizaron estudios observacionales descriptivos transversales para estimar el nimero de casos
de cada pais, empleando registros de morbilidad de Institutos Nacionales de Salud o mediante
el uso de historias clinicas de pacientes confirmados con LV. Por otro lado, un 30% de los
articulos seleccionados corresponden a estudios observacionales analiticos que emplean
pruebas seroldgicas, parasitologicas o moleculares en muestras biologicas de pacientes
confirmados con LV 0 en casos sospechosos. Es importante destacar que Unicamente en 2 de
los articulos seleccionados se reporta la tasa de prevalencia: Brasil 4,35 casos/100 000
habitantes; Paraguay 3,85/100 000 habitantes y Venezuela 0,27 casos/100 000 habitantes
(Gonzalez et al., 2014; Barrio et al., 2012; Tovar & Yasnot., 2017; Freire; et. al., 2019).
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Conforme a los datos organizados en la tabla 3 se identific6 que Brasil reporta
anualmente alrededor de 3 000 casos de LV. De acuerdo con la informacion epidemioldgica
presentada por la OPS, la tasa promedio de incidencia en Brasil es de 3,03 casos/100 000
habitantes, con lo cual se deriva que anualmente existe alrededor de 3 600 casos de LV en todo
el pais (OPS, 2019). Por lo expuesto anteriormente, se comprobd que Brasil es el pais
latinoamericano con mayor tasa de prevalencia en LV, teniendo en cuenta que los datos
obtenidos en cada articulo son similares con las cifras expuestas por el Ministerio de Salud
(Manotas-Berdugo; et. al., 2018; Purse; et. al., 2017; Catalina Tovar, & Maria Yasnot, 2017).

Los estados brasilefios que exponen anualmente una tasa de incidencia elevada son
Maranhdo (544 casos/afo), Paré (321 casos/afio), Mato Grosso do Sul (175 casos/afio) y Minas
Gerais (405 casos/afio), siendo este Gltimo junto con Ceard, los estados con méas casos de
coinfeccion VIH/LV reportados entre los afios 2007 a 2013, representado el 40% del total de
casos de LV del pais cada afio (Henn et al., 2018; Ministério da Saude, 2020; Purse et al., 2017).

En los datos de la tabla 3, se identificé que dos articulos reportaron cifras similares de
incidencia en Paraguay 3,85 y 2,36 casos por 100 000 habitantes respectivamente (Catalina
Tovar, & Maria Yasnot, 2017; Giménez, A.; et. al., 2018). La informacidn recabada en los
articulos se relaciona con los reportes de la OPS, en donde Paraguay presenta una tasa anual
promedio de incidencia de 2,28 casos/ 100 000 habitantes, situdndolo como el segundo pais con
mas casos de LV (OPS/OMS, 2019). Asuncién y Alto Parana son las provincias con mayor

incidencia (Tabla 4).

En esta revision se estudiaron articulos publicados en Colombia donde reportan
aproximadamente 27 casos anuales de LV (Catalina Tovar, & Maria Yasnot, 2017; Manotas-
Berdugo; et. al., 2018; PAHO & OMS, 2015). Los datos mencionados anteriormente son
concordantes con los expuestos por la OPS, siendo la tasa promedio de incidencia anual de 0,34
cas0s/100 000 habitantes, alrededor de 30 casos al afio. Los departamentos de Bolivar, Cordoba
y Sucre presentan mayor transmision de LV. La tasa de prevalencia reportada en Colombia es
baja, gracias a la correcta implementacién de medidas de control y erradicacién de los vectores

responsables de transmitir esta enfermedad (Giménez et al., 2018; Rodriguez et al., 2021).
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De acuerdo con la revision bibliogréafica, Argentina reporta anualmente de 15 a 25 casos
de LV con una tasa promedio de incidencia reportada por la OPS de 0,28 casos/ 100 000
habitantes. La provincia de Posadas, es aquella que reporta la mayoria de casos en Argentina,
dado que se encuentra limitando con Asuncion, una &rea endémica de LV en Paraguay
(Feliciangeli, 2014; Casas, 2017; Barrio et al., 2012).

Venezuela reporta una tasa menor de transmision de LV alrededor de 0,25 casos/ 100
000 habitantes. Sin embargo, los casos reportados en este pais pueden ser més, desde el afio
2007 las regiones endémicas en LV se han expandido sustancialmente a causa de la
urbanizacion, la deforestacion y el proceso migratorio. Asimismo, a partir del afio 2014 el
ministerio de salud de Venezuela no presentd informes epidemioldgicos de enfermedades
vectoriales hasta el afio 2018, a consecuencia de la crisis econdmica/ migratoria que atraveso el
pais (Grillet et. al., 2019).

En paises como Bolivia y Uruguay hasta la fecha no se encontré ninguna informacion
sobre casos autdctonos de LV; sin embargo, se ha registrado la presencia del vector en ciertas
areas que delimitan con otros paises endémicos de la enfermedad como Brasil y Argentina
(Miraballes, 2013). Al realizar la busqueda bibliografica no se encontré informacion que
permita esclarecer la presencia o ausencia del vector en Ecuador, Pert y Chile. Peterson et. al.
(2017) afirma que las costas del Pacifico de Ecuador y Per( cuentan con las condiciones
adecuadas para el desarrollo del vector. Sin embargo, su ausencia se debe gracias a la cordillera
central de los Andes en Colombia, la cual actia como una barrera evitando la expansién de

Lutzomyia longipalpis hacia estos paises.

En la Tabla 3 se evidencia que la tasa de incidencia aumenta en las provincias o
departamentos ubicados cerca de bosques, selvas, en los limites fronterizos con otros paises
endémicos o aquellas donde existe malas condiciones higiénicas. Segun Florez et al., (2006), el
vector principal Lutzomyia Longipalpis se halla en areas de bosque seco tropical, aridas y en
zonas boscosas himedas como en las orillas del rio Amazonas, por esta razon, la mayoria de
los casos de LV en Latinoamérica proceden de Brasil y Venezuela, debido a su cercania con la

selva amazonica.
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La especie de leishmania spp. agente causal de LV en América es L. infantum cuyo
principal vector es Lutzomyia Longipalpis, a excepcion de Argentina y Colombia, donde se ha
identificado vectores secundarios como Lutzomyia evansi, ubicado en ciertas areas endémicas
como Cordoba, Sucre, Bolivar y Lutzomyia Migonei encontrado en la ciudad de Posadas y
Regidn del Chaco. Asimismo, en Bolivia y Brasil se ha reportado un segundo vector Lutzomyia
cruzi presente en el departamento de Mato Grosso do Sul (Barrio et al., 2012; Gonzalez et al.,
2014; Rodriguez & Ubaque, 2016).

La poblacién mas vulnerable para LV en Latinoamérica son nifios de 1 a 12 afios como
se detalla en la Tabla 3. El elevado porcentaje de esta infeccidn en nifios pequefios puede estar
relacionado al déficit nutricional, la falta de higiene y el compartir vivienda con perros u otros
animales domeésticos en condiciones desfavorables, aumentando la posibilidad de la enfermedad
en el ser humano, debido a que son reservorios principales del vector Lutzomyia longipalpis
(Casas, 2017).
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Tabla 4.

Tasa de incidencia anual de LV en Latinoamérica reportada por OPS y Ministerios de Salud

Afios
Referencia Pais Provincia Incidencia de LV por 100 000 habitantes considerando poblacion de las areas de transmision en el pais
200 200 200 200 200 201 201 201 201 201 201 201 201 201 201 202
5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0
Minas
Gerais 25 22 18 22 22 23 2 15 13 1 2 23 36 15 11 09
Para 68 64 43 5 36 36 43 3 29 2,7 32 4 61 59 36 22
Ministério da Brasil Mato
Sade, 2020 Grossodo 9 91 94 97 67 85 10 113 82 49 36 4 44 28 35 17
Sul
Bahia 35 26 14 12 21 25 25 18 18 28 2 12 17 16 1 1
Maranhéo 914 77 54 75 65 63 68 47 98 77 76 93 102 93 55 46
Ministerio de Misiones @ - - - - - 01 03 04 05 O 02 O 08 O - -
)S/""E';‘ijgnzgtg';ca AltoParand _ - - _- _- _- 02 01 04 06 06 05 03 0 o0 - _-
Social, Paraguay  concepcin - - _- _- _- 0 07 03 02 02 015 0 04 04 - _ -
;Srl%g”ay' Asuncion - - - - - 22 2 18 16 14 18 21 02 O - -
Colombi No 08 04 05 03 054 036 025 036 029 041 063 034 006 003 009 0,02
a especifica
Argentin No
OPS/OMS, a especifica 0 0 0,06 0,1 0,17 0,24 047 113 061 09 0,67 0,03 0,02 0 0,02 0,02
2019 Venezue No_ - - - - - - - 02 01 024 034 011 017 014 007 0,02
la especifica
Paraguay esptle\(l:(i)fica 045 1,17 121 1,09 143 225 1,75 247 385 406 301 242 21 147 135 1,47
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4.2.  Pruebas diagndsticas en laboratorio para LV empleadas en Latinoameérica

El diagnostico de LV se basa en los aspectos epidemiolédgicos y clinicos de la
enfermedad, a partir de la exploracion fisica y los antecedentes del paciente. Uno de los
principales desafios en el control de la enfermedad, es proporcionar un diagndstico temprano y
tratamiento oportuno, debido a la existencia de infecciones asintomaticas caracterizadas por la
ausencia de signos y sintomas clinicos como esplenomegalia leve, hepatomegalia, pancitopenia,

fiebre, hiperpigmentacion, linfadenopatia y pérdida de peso progresivo (OPS, 2019).

En esta seccion se presenta el andlisis de los 12 articulos cientificos que realizaron
pruebas diagnosticas en muestras de suero, sangre periférica y aspirados de tejidos de pacientes

confirmados con LV. Dentro de las pruebas aplicadas en los estudios se encuentran:

4.2.1. Pruebas moleculares

De acuerdo con Fraga et al., (2010), la PCR y gPCR se utilizan cada vez mas en areas
endémicas para el diagndstico de LV, permiten el procesamiento de diferentes tipos de muestras
bioldgicas: sangre periférica, médula Gsea, biopsias de piel, ganglios linfaticos o capa
leucocitaria. Un resultado de PCR positivo, indica la presencia de una region especifica del
ADN de Leishmania en la muestra bioldgica del paciente, sin embargo, todo resultado positivo
debe ser interpretado junto con los hallazgos clinicos y otras pruebas seroldgicas.

Dentro de la informacion seleccionada, inicamente 5 articulos estudiaron el uso de las
técnicas moleculares para la deteccion de LV, empleando kits comerciales para la extraccion de
ADN del parésito debido a la flexibilidad que presenta y el elevado porcentaje de pureza de
ADN que otorgan los kits comerciales. La técnica de PCR permitié amplificar el ADN
utilizando primers dirigidos a la region conservada de la molécula del minicirculo del DNA
mitocondrial kinetoplasto (kDNA) de Leishmania (Fraga et al., 2010; Moreno et al., 2006).

Los estudios que realizaron PCR hicieron uso del kit Invitrogen como método para la

extraccion del ADN. Por el contrario, para la qPCR los autores emplearon el kit QlAamp DNA

23



Blood para la extraccion de ADN de diferentes muestras biologicas, este método ayuda a
realizar una extraccion organica y de alta de calidad, permitiendo la obtencion de ADN a partir
de fluidos corporales, sangre, plasma, suero, linfocitos, médula 6sea, entre otros (QIAGEN,
2012). Estas especificaciones garantizan mayor sensibilidad de la gPCR frente a la PCR.

En la tabla 5 se evidencia que cuatro autores emplearon PCR para la deteccién de casos
positivos de LV. Dos estudios amplificaron el fragmento de 120 pares de bases (pb), mientras
que en dos articulos que evaluaron la técnica gPCR, amplificaron la region LEIS.U1 y LEIS.
L1 dirigidos hacia el gen de la subunidad pequefia del ARN ribosémico (SSU rRNA) que se
conserva en todas las especies de Leishmania utilizando sondas TagMan (Fernandes, G.; et al.,
2013; Marques, L.; et al., 2012; Moreno, E.; et al., 2006; Pereira, M.; et al., 2014). En el estudio
observacional de Pereira et al. (2014) se realizé las dos PCR, utilizando primers dirigidos hacia
la region KDNA y cuantificado mediante Sybr Green para la gPCR. La informacion recopilada
evidencia que ambas técnicas de PCR amplifican la region KDNA detectado en todas las
especies de Leishmania spp. en una reaccion, permitiendo la deteccion de regiones del parasito

en diferentes muestras bioldgicas.
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Tabla 5.

Primers empleados en las pruebas PCR o qPCR segln los estudios seleccionados

. Técnica Tamafo de .
Referencia Primers
molecular fragmento
Moreno, E.; et al., 2006; PCR 120 pb HM1: 5'-CCG CCC CTATTT TAC ACC AAC CCC-3
Fraga, T.; et. al., 2010 P HM2: 5'-GGG GAG GGG GCG TTC TGC GAA-3'
LEIS.U1 (5'-AAGTGCTTTCCCATCGCAACT-3")
gPCR 67 pb LEIS.L1 (5'-GACGCACTAAACCCCTCCAA-3’
Marques, L.; et. al., 2012 Sonda LEIS.P1 (FAM 5'-CGGTTCGGTGTGTGGCGCC-3' TAMRA)
PCR 145 ob RV1-CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG
P RV2-CCACCTGGCCTATTTTACACCA
LEIS.U1 (5'-AAGTGCTTTCCCATCGCAACT-3')
Fernandes, G.; et. al., 2013 gqPCR 67 pb LEIS.L1 (5'-GACGCACTAAACCCCCTCCAA-3’
Sonda LEIS.P1 (FAM 5-CGGTTCGGTGTGTGGCGCC-3' TAMRA)
. ) PCR Primer sentido 150-GGGGAGGGGCGTTCTCCGAA
Pereira, M., etal., 2014 120 pb Primer antisentido 152-GGGACTATATTACACCAACCCC
gPCR
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4.2.2. Pruebas seroldgicas

Segun la informacion recopilada en la Tabla 6, las pruebas seroldgicas como rK39-ICT,
IFAT, ELISA y DAT, son las mas utilizadas en Latinoamérica, dado a su facilidad de uso y el

rendimiento 6ptimo demostrado para la confirmacién de casos sospechosos de LV.

Figura 3.
Tipos de pruebas mas utilizadas en Latinoamérica para el diagnostico por laboratorio de LV, de

acuerdo con la informacion recopilada

Tipos de pruebas para el diagnéstico de LV

m Serolégicas  m Moleculares  m Parasitologicas

Brasil y Venezuela utilizan los siguientes kits comerciales: ELISA IgG + IgM, NovaLisa
Leishmania infantum IgG, Ridascreen Leishmania Ab, IFI Leishmaniose Humana y Leishmania
IFA 1gG para el diagnéstico en laboratorio de LV. Analizando los datos extraidos se evidencia
que la prueba DAT presenta un rango de precision aceptable para el diagndstico en pacientes
sintomaticos. Sin embargo, en algunos paises endémicos de la infeccidn no se cuenta con un kit
comercial, por lo cual la prueba DAT se realiza Gnicamente en centros de investigacion (Freire

etal., 2019).
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Las pruebas mencionadas anteriormente se fundamentan en la reaccion antigeno-
anticuerpo, en estas pruebas la presencia de anticuerpos especificos es detectado generalmente
con el antigeno recombinante K39, el cual se constituye por 39 amino4cidos obtenidos de una
region kinesina de la cepa brasilefia de L. infantum/chagasi (Van Griensven & Diro, 2019). La
OMS recomienda el uso de la prueba rK39-ICT en pacientes con sospecha clinica de LV,
provenientes de zonas endémicas y con los siguientes signos: fiebre de cualquier duracion
asociada a hepatomegalia o esplenomegalia. No obstante, los resultados obtenidos con pruebas
seroldgicas deben interpretarse con cuidado en pacientes menores de 1 afio, adultos mayores y
pacientes VIH positivos, dado a la inmadurez o deficiencia inmunoldgica que puede presentarse
en este tipo de pacientes, como consecuencia se puede obtener un resultado falso negativo
(OPS/OMS, 2019).

4.2.3. Prueba parasitoldgica

La visualizacion directa de amastigotes en aspirado de médula ésea o en biopsia de
higado o bazo constituye la prueba “gold standard” recomendada por la OPS y OMS para el
diagndstico de LV. Sin embargo, por la complejidad de la obtencion de la muestra, su uso en
Latinoamérica se limita para la confirmacion de aquellos casos sospechosos de LV, donde
inicialmente se obtuvo un resultado negativo con la prueba ELISA o rK39-ICT (Casas, 2017,
Rodriguez & Ubaque, 2016; Tovar & Yasnot, 2017).

La informacion organizada en la Tabla 6, indica que en dos articulos observaron
amastigotes de Leishmania en tejido hepatico (Ledn, 2017) y médula 6sea (Barrio et. al. 2012)
para el diagnostico de LV. En estos dos casos la demostracion del parasito se utiliza como una
prueba confirmatoria en pacientes que presentan manifestaciones clinicas concordantes con la
enfermedad. En el caso de obtener un resultado negativo en la prueba parasitologica y si la
clinica del paciente es compatible con LV, se debe realizar PCR 0 una prueba para determinar

si el tratamiento de LV funciona en el paciente.
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Conforme a las directrices expuestas por la OPS (2019), para el diagndstico por el
laboratorio de LV en el nivel I de atencidn en salud se emplea la prueba rK39-ICT; en el nivel
II se realiza la prueba inmunocromatografica como test de “screening” y la visualizacion directa
de amastigotes en aspirado de médula dsea, higado o bazo como prueba confirmatoria. Por
ultimo, en el nivel 111 se aplica inicialmente la prueba rK39-ICT, IFA o ELISA dependiendo de

su disponibilidad en el laboratorio més la prueba parasitoldgica.

De los resultados obtenidos, se puede evidenciar en Latinoamérica la prueba que mas se
utiliza es la rK39-ICT, por su facil manejo, accesibilidad y el alto porcentaje de verdaderos
positivos que otorga. rK39-ICT se aplica tanto para la confirmacién de un caso sospechoso en
el primer nivel de atencién en salud como para el cribaje de la enfermedad en areas endémicas.
Por otro lado, las pruebas moleculares constituyen una herramienta indispensable para la
caracterizacion e identificacion de las especies de Leishmania spp., contribuyendo al manejo y

reduccion de la tasa de incidencia de LV.

Dado la presencia de LV en Colombia, Venezuela y Brasil, los profesionales
entomologos moleculares deberian aplicar la técnica PCR para la identificacion del vector
Lutzomyia longipalpis en la costa del Pacifico del Ecuador y en comunidades cercanas a la orilla

del rio Amazonas.
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Tabla 6.

Resultados de los articulos cientificos sobre la validez de las pruebas diagnosticas para LV empleadas en Latinoamérica.

Sensibilidad %

Especificidad %

Referencia Tipo de muestra empleada Pruebas realizadas (IC: 95%) (IC: 95%)
Lima, L.; etal., 2020 Suero IFAT-1gG N/A N/A
ELISA IgG + IgM 77,5 93,7
ELISA NovaLisa IgG 86,3 96,2
IFAT IFI Leishmaniose 86,3 82,3
Freire; et. al., 2019 Suero IFAT IgG 78,8 96,2
rK39-ICT IT LEISH 96,3 96,2
rK39-ICT Kalazar Detect 92,5 94,9
DAT 93,8 97,5
Le6n, L., 2017 Sangre periferica y biopsia de Parasitologica N/A N/A
higado
Pereira, M.; et al., 2014 Sangre periférica PCR 90,7 N/A
IFAT 61,0 87,1
Fernandes, G.; et. al., 2013*  Suero y aspirado de médula ésea DAT-LPC 87,8 82,3
gPCR 87,2 93,4
ELISA-rK39 N/A N/A
Marques, L.; et. al., 2012 Sangre por puncion digital
gPCR N/A N/A
Barrio, A.; et. al., 2012 Sangre periferica y aspiracion de Parasitolégica N/A N/A

médula ésea
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Sensibilidad %

Especificidad %

Referencia Tipo de muestra empleada Pruebas realizadas (IC: 95%) (IC: 95%)
o o cion d rK39-ICT IT LEISH 93 97
N angre periférica y aspiracion de
Assis, T.; etal., 2011 médula 6sea IFAT 90 75
DAT 90 96
Teran-Angel. G.- | DAT 89,74 89,74
28;%2; ngel, G.; et. al., Suero rK39-ICT Kalazar Detect 94,15 100
ELISA 97 96,9
Fraga, T.; et. al., 2010 Sangre periférica y aspiracion de PCR N/A N/A
médula 6sea
IFAT N/A N/A
. ELISA N/A N/A
Moreno, E.; et al., 2006 Sangre colectada con papel filtro
rK39-ICT IT LEISH N/A N/A
PCR N/A N/A
DAT 100 97,8
Silva, E.; et. al., 2005 Suero ’
e a Her FAST 100 92,5

Prueba de aglutinacion directa (DAT); Prueba prototipo de aglutinacion directa (DAT-LPC); Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas

(ELISA); Test de anticuerpos fluorescentes indirectos (IFAT); Prueba de cribado de aglutinacion rapida (FAST); Reaccion en cadena de la

polimerasa convencional (PCR); Prueba inmunocromatografica con antigeno K39 recombinante (rK39-ICT); Reaccién en cadena de la

polimerasa en tiempo real (QPCR)

*Los resultados se estimaron comparando con la prueba parasitologica de referencia

**|_os parametros de cada prueba fueron comparados con los resultados de la prueba ELISA rK39

30



4.3.  Anadlisis de sensibilidad y especificidad de las pruebas diagnosticas

Dentro de los articulos seleccionados, seis corresponden a estudios cuyo objetivo es el
andlisis de la sensibilidad y especificidad de diferentes tipos de pruebas diagndsticas para LV
empleadas en Latinoamérica. Para evaluar la validez de las pruebas, 4 de los 6 estudios
analizados seleccionaron muestras de suero de pacientes con resultado confirmado de LV,
pacientes con sospecha clinica de LV, pacientes sanos (como controles negativos) y muestras
de pacientes que presentaban otras enfermedades, con el fin de analizar la precision diagnostica
de las pruebas frente a otras enfermedades vectoriales. Es importante mencionar que todos los
casos con resultado positivo para LV, fueron confirmados mediante la visualizacion de
amastigotes en médula 6sea o en biopsia de bazo (Freire et al., 2019; Assis et al., 2010; Silva
et al., 2005; Pereira et al., 2014).

Las pruebas inmunocromatogréficas basadas en el antigeno recombinante rK39 como
IT LEISH y Kalazar Detect, demostraron un porcentaje de sensibilidad y especificidad mayor
al 90% en tres estudios analizados, como se detalla en la Tabla 6. Los valores obtenidos en los
estudios coinciden con los expuestos por la prueba rapida Kalazar Detect, sensibilidad 89,84%
y especificidad 100% (InBios International, 2014). De acuerdo con un estudio publicado por la
OMS, la prueba rK39-1CT esta validada para uso en suero, con una sensibilidad de entre 84,7%
a 92,0% y una especificidad de 93,9% a 98,4%, los resultados obtenidos en los articulos
analizados con respecto a la validez de esta prueba fueron similares a los datos expuestos por

una organizacién gubernamental (OPS/OMS, 2019).

Es importante destacar que en Brasil la prueba inmunocromatografica Kalazar Detect
fue descontinuada a partir del 2015, debido a la obtencion de un elevado porcentaje de
resultados falsos negativos (Freire et al., 2019). Por otra parte, en la Tabla 6 los porcentajes de
sensibilidad de pruebas como ELISA 1gG + IgM, NovaLisa Leishmania infantum IgG y
Ridascreen Leishmania Ab oscilan entre el 77% al 94%, siendo la Gltima prueba la de mayor
sensibilidad (93,8%), pero con un porcentaje de especificidad bajo (77,2%) reduciendo su
precision final (Assis et al., 2010; Freire et al., 2019; Silva et al., 2005).
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La prueba NovalLisa Leishmania infantum IgG-ELISA demuestra una validez
diagnostica similar a la expuesta en los estudios analizados, sensibilidad 91% Yy especificidad
85%. Sin embargo, las cifras reportadas en los estudios para la prueba Ridascreen Leishmania
Ab son inferiores a los presentados en el inserto de R-Biopharm (sensibilidad 100%,
especificidad 100%), esta diferencia puede deberse al método empleado para la obtencion de

estos valores (NovaTec Inmunodiagnostica, 2010; R-Biopharm, 2017).

Segun el articulo publicado por Teran et. al., (2010), afirma que las pruebas de ELISA
con péptidos recombinantes rK39 presentan un porcentaje de sensibilidad y especificidad mayor
en comparacién con otras pruebas presentes en el mercado, ver Tabla 6. La revision de los
articulos relacionados con la validez de las pruebas diagnosticas para LV demuestran que la
prueba DAT reporta un alto rendimiento (sensibilidad y especificidad oscilan del 90% al 100%)

para el diagndéstico de pacientes con LV y casos de coinfeccion (Freire et al., 2019).

Boelaert et al., (2007), menciona que una prueba “screening” para LV debe evidenciar
una sensibilidad minima del 95% y una especificidad del 98%, teniendo en cuenta estos valores
las pruebas: IFI Leishmaniose Humana y Leishmania IFA 1gG, presentaron una precision y
desempefio insatisfactorio, sus indices de sensibilidad y especificidad son menores al 90%
(Tabla 6). Sin embargo, las pruebas seroldgicas pueden dar resultados falsos positivos o
negativos, a causa de que los anticuerpos especificos de LV siguen siendo detectables después
de afios de curacidn, lo cual no permite el diagndstico de posibles recaidas. Al igual, en personas
sanas residentes de zonas endémicas se puede obtener un resultado positivo debido a el

desarrollo de infecciones asintométicas (OMS, 2012).

La prueba PCR permite la deteccion de minimas cantidades de genoma del parasito de
LV circulando en sangre, por lo tanto, este tipo de prueba se emplea en pacientes asintomaticos
donde existe bajo nivel de anticuerpos y una reduccion del nimero de parasitos en sangre. Segun
Moreno et al., (2006), la sensibilidad de la prueba PCR en este tipo de pacientes va del 75% al
98% vV la especificidad oscila entre el 97% al 100%; con la técnica de hibridacion de ADN se
ha identificado un nimero mayor de pacientes positivos en comparacion con el uso de las

pruebas seroldgicas. El uso de diferentes muestras bioldgicas en la reaccion representa un gran
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beneficio de la técnica de PCR, al compararla con el aspirado de médula ésea, la PCR demostrd
una alta sensibilidad pero una baja especificidad para el diagnéstico de LV (Pedrosa et al.,
2013).

De acuerdo con la literatura analizada la prueba que demostré una validez similar a la
prueba “gold standard” o visualizacion de amastigotes en medula 6sea (sensibilidad 100%,
especificidad 100%), fue la prueba rK39-ICT con una sensibilidad del 96,5% y una
especificidad de 97%. En Latinoamérica las pruebas rK39-ICT se aplican sobre todo para el
cribaje en areas endemicas y para el diagnostico de casos sospechosos de LV. Cabe destacar
que en algunos estudios la prueba DAT demostrd una sensibilidad del 100%, Sin embargo, esta
prueba Unicamente se utiliza en laboratorios de investigacion, a causa de que no existe un kit

comercial para realizar la prueba en laboratorios ambulatorios.
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5. CONCLUSIONES

En este trabajo se analizaron 22 articulos sobre la prevalencia y el diagndstico de LV en

Latinoamérica, la mayoria de las investigaciones se realizaron en Brasil y Venezuela.

Los resultados obtenidos indican que Brasil reporta aproximadamente 3,5 casos de LV
por 100 000 habitantes cada afio, seguido de Paraguay y Colombia, en toda la poblacion,

principalmente en nifios menores a 12 afios.

El vector con mayor indice de prevalencia es Lutzomyia longipalpis, responsable de la
transmision de Leishmania infantum, especie causal de los casos de LV en

Latinoamérica.

El andlisis de la informacion extraida sugiere que el diagndstico clinico de LV debe
realizarse en base al diagnostico diferencial, datos epidemioldgicos, los hallazgos

clinicos y la realizacion de pruebas parasitologicas, seroldgicas o moleculares.

Las pruebas serolégicas son mayormente empleadas para el diagndstico de LV en
Latinoamerica, la prueba rK39-ICT se utiliza en areas endémicas, con el fin de vigilar

la transmision de LV.

El uso de las pruebas PCR o qPCR se ve limitado principalmente en paises en vias de
desarrollo, debido al alto costo del equipo, los reactivos y personal capacitado para la

realizacion de las pruebas moleculares.

En esta revision se identificd que la prueba con mayor validez para el diagnéstico de LV
en pacientes sintomatoldgicos son las pruebas inmunocromatograficas basadas en el

antigeno recombinante rk39.

34



6. RECOMENDACIONES

Debido a la presencia de casos de LV en Colombia, Venezuela y Brasil se recomienda
realizar estudios sobre la presencia del vector Lutzomyia longipalis en el Ecuador, sobre

todo en zonas fronterizas con otros paises y areas cercanas a la ribera del rio Amazonas.
En Ecuador y Per( se recomienda realizar pruebas de cribaje para LV tanto en humanos

como en animales que presenten manifestaciones clinicas concordantes con la

enfermedad.
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Anexo 1.

Registro de estrategia de busqueda

. NUmero de
Numero de . .
. , . articulos, primer  Fecha de
Base de datos Estrategia de busqueda articulos . ~ ;
cribado (afos, busqueda
encontrados .
texto libre)

("visceral leishmaniasis" OR "Kala-azar" OR "Kala azar" OR "Black
Fever") AND ("prevalence” OR "period prevalence') AND ("South
Pubmed America” OR "Latin america” OR "Brazil" OR "Colombia™) NOT 86 44 12/10/2021
("canines™ OR "dogs")

("visceral leishmaniasis " OR "Kala-azar" OR "Kala azar" OR "Black
Fever") AND ("diagnosis” OR "diagnoses" OR "serological diagnosis™)
Pubmed AND ("South America" OR "Latin america" OR "Brazil" OR "Colombia") 405 195 12/10/2021
NOT ("canines" OR "dogs")

(“visceral leishmaniasis” OR “Kala azar” OR “Kala-azar”’) AND
(“diagnosis” OR “diagnoses” OR “serological diagnosis”) AND
Scopus ("Colombia” OR “Venezuela” OR “Argentina” OR “Paraguay”’) AND NOT 24 11 13/10/2021
“canine”

("visceral leishmaniasis” OR “Kala azar” OR “Kala-azar”) AND
("diagnosis” OR “diagnoses” OR “serological diagnosis”) AND ("South

Scopus america” OR “Latin america” OR “Brazil”) AND NOT “canine" 244 110 14/10/2021
("visceral leishmaniasis " OR "Kala azar") AND ("diagnosis" OR
Science Direct diagnoses" OR "serological diagnostic") AND ("South America" OR 1827 140 15/10/2021

"Brazil" OR "Colombia™) NOT "canine"

("visceral leishmaniasis” OR "Kala azar") AND (“immunological diagnosis"
Science Direct OR "direct method" OR "parasitological diagnosis'™) AND ("Venezuela" OR 32 6 15/10/2021
"Argentina" OR "Paraguay")

42



. Numero de
Base de datos . . N“”Tem de articulos primer  Fecha de
Estrategia de busqueda articulos

duplicados cribado (afios, busqueda

texto libre)
("visceral leishmaniasis" OR "Kala-azar" OR "Kala azar") AND
Springer ("prevalence™" OR "epidemiology") AND ("South America” OR "Latin
Journals america" OR "Brazil" OR "Colombia™) NOT (“canines" OR "dogs") 449 8 20/10/2021
("visceral leishmaniasis” OR “Kala azar” OR “Kala-azar”’) AND
Springer ("diagnosis” OR “diagnoses” OR “serological diagnosis”) AND ("South
Journals america” OR “Latin america” OR “Brazil”) AND NOT “canine" 490 40 22/10/2021
(("visceral leishmaniasis') AND "diagnosis”) AND (("South america™)
Google . . .
Académico AND “Latin america”) AND NOT “canine" 783 620 27/20/2021
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Anexo 2.

Articulos excluidos

Base de . Afio de Revista de Tipo de articulo o Criterios de exclusion
Titulo S L . X
datos publicacion  publicacion/ sitio web estudio de articulos
Prevalence of HIV and associated factors c:\iltc:e r(;lcj)smgtlaeirfglu(i)gn
Pubmed among visceral leishmaniasis cases in an 2019 Rev Soc Bras Med Trop  Comunicacion corta .
: . establecidos, se centra en
endemic area of Northeast Brazil VIH
Visceral leishmaniasis in Northeast Brazil: Se centra en coinfeccion
Pubmed What is the impact of HIV on this protozoan 2019 PLoS One L
; . con VIH y su diagnéstico
infection?
No cumple con los
Visceral Leishmaniasis in Hospitalized HIV- criterios de inclusion
Pubmed Infected Patients in Pernambuco, Brazil 2018 Am J Trop Med Hug establecidos, se centra en
coinfeccion con VIH
Clinical and Immunological Features of crig?igsg]ep:ﬁcclirs]i:jzs el
Pubmed Human Leishmania (L.) infantum-Infection, 2020 Patdgenas Estudio observacional X '
. - estudio se centra en
Novel Insights Honduras, Central America
Honduras
Estimation of Leishmania spp. infection in
asymptomatic people from Muzaffarpur, Rev Inst Med Trop Sao El estudio se basa en otro
Pubmed - . : - - 2020 . .
Bihar, India by antigen-antibody and skin Paulo continente y pais
testing
A nationwide survey of Leishmania El estudio se centra en el
Pubmed infantum infection in cats and associated 2019 PLoS Negl Trop Dis Revision ; -
. ; pais de Italia
risk factors in Italy
Bayesian compartmental model for an No cumple con los
Pubmed infectious disease with dynamic states of 2019 J Apple Statu Articulo original criterios de inclusion
infection establecidos
Sex bias in infectious disease epidemiology: . EI. estudio se basa en
Pubmed ' 2013 PLoS One Research Articule varias enfermedades de
patterns and processes L ;
transmision vectorial
Hyponatremia and risk factors for death in El estudio se centra en la
Pubmed human visceral leishmaniasis: new insights 2017 BMC Infect Dis Articulo original hiponatremia relacionado

from a cross-sectional study in Brazil

aLVv
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Risk factors, clinical features and outcomes
of visceral leishmaniasis in solid-organ

El estudio se centra en la

Pubmed L . 2015 Clin Microbio Infect Multicentro saudi transmision de LV en
transplant recipients: a retrospective trasplantes
multicenter case-control study P
Asymptomatic Leishmania infection in HIV- El estudio se centra en
Pubmed positive outpatients on antiretroviral therapy 2021 PLoS Negl Trop Dis Articulo original - o
; : coinfeccion de LV y VIH
in Pernambuco, Brazil
Disseminated Cutaneous Leishmaniasis in El estudio se basa en
Pubmed - 2015 Case Rep. Dermal Reporte de caso leishmaniasis cutanea
Colombia: Report of 27 Cases NS
diseminada
Frequency of Leishmania spp. infection El estudio se centra en
Pubmed among HIV-infected patients living in an 2020 BMC Infect Dis Articulo original - .
: o X coinfeccion de LV 'y VIH
urban area in Brazil: a cross-sectional study
Monitoring of Lutzomyia longipalpis Lutz
Pubmed &-Nejlva, 19}2 in an area of |.nte_ns.e - 2010 Rev Bras Parasito Ve El articulo no permite el
transmission of visceral leishmaniasis in Rio acceso al texto completo
Grande do Norte, Northeast Brazil
Are opossums a relevant factor associated El estudio se centra en
Pubmed with asymptomatic Leishmania infection in 2016 Braz J Infect Dis Estudio observacional LV en animales como las
the outskirts of the largest Brazilian cities? zariglieyas
Transmission blocking sugar baits for the .
. . S . El estudio se centra
control of Leishmania development inside . Articulo de ,
Pubmed . . . . 2018 Parasit Vectors . L Unicamente en el vector
sand flies using environmentally friendly investigacion L .
: i de LV y su fisiopatologia
beta-glycosides and their aglycones
[Leishmania (Leishmania) chagasi infection
in children from an endemic area of visceral Articulo de El articulo se encuentra
Pubmed leishmaniasis in the Sdo Luis Island-MA, 2001 Rev Soc Bras Med Trop investigacién en idioma portugués
Brazil]
Seroconversion of sentinel chickens as a Articulo de El estudio se realiza en
Pubmed biomarker for monitoring exposure to 2013 Scientific Reports . R : i
. . L investigacion animales: pollos
visceral leishmaniasis
Caspar-like gene depletion reduces ci\ilt?e rciz?géeirfglu(i)gn
Pubmed Leishmania infection in sand fly host 2012 J Biol Chem Ensayo experimental

Lutzomyia longipalpis

establecidos, se trata de
un ensayo experimental
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Leishmania infantum Infection in Blood

No cumple con los
criterios de inclusion,

Pubmed Donors, Northeastern Brazil 2016 Emerg Infect Dis Carta al editor corresponde a una carta
al editor
Presence of trypanosomatids, with emphasis
on Leishmania, in Rodentia and Mem Inst Oswaldo . i El estudio se centra en
Pubmed . . . 2021 Articulo original : .
Didelphimorphia mammals of a rural Cruz animales mamiferos
settlement in the central Amazon region
Homeopathic medicines cause Thl .
. ) El estudio de centra en
predominance and induce spleen and . L .
Pubmed - . 2017 Cytokine Comunicacion corta experimentos con
megakaryocytes changes in BALB/c mice
! ) . . ratones.
infected with Leishmania infantum
Potential of 2-hydroxy-3-
phenylsulfanylmethyl- [1,4]- Articulo de El estudio se basa en el
Pubmed naphthoquinones against Leishmania (L.) 2014 PLoS One . L tratamiento para
; T : L investigacion . T
infantum: biological activity and structure- leishmaniasis visceral
activity relationships
Two cases of visceral leishmaniasis in Rev Inst Med Trop Sao El estudio se basa en la
Pubmed Colombia resistant to meglumine antimonial 2009 Paulo P Caso reporte resistencia al tratamiento
treatment de LV
Surveillance of phlebotomine fauna and
Didelphis marsupialis (Didelphimorphia: La investigacion se
Pubmed Didelphidae) infection in an area highly 2019 Biomédica Articulo original centra en LV en animales
endemic for visceral leishmaniasis in mamiferos
Colombia
El estudio se centra en el
. . - . reconocimiento de
Pubmed G!emsa and Grocott in th_e recognition of 2013 Asian _Pac J Trop Articulo original Histoplasma cap. Y la
Histoplasma capsulatum in blood smears Biomed i
comparacion con
leishmania
- La revision se centra en
Pubmed Cutaneous gnd Mucocutaneous 2021 Actas Dermosifiliogr Revision leishmaniasis cutanea y
Leishmaniasis (Engl Ed) .
mucocutanea
Pubmed Leishmaniasis, an emerging infection in 2010 Int J Infect Dis Revision La revision se centra en
travelers leishmaniasis en general
Isolation and characterisation of Leishmania El estudio no se centra en
Pubmed donovani protein antigens from urine of 2020 PLoS One Articulo original

visceral leishmaniasis patients

Latinoamérica
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Post-kala-azar dermal leishmaniasis and

La revisién se basa en la
leishmaniasis post-kala

Pubmed i ; - 2015 BMC Infect Dis Revision
leprosy: case report and literature review azary sus
complicaciones
A scoping review on the field validation and La revision se basa en
Pubmed implementation of raplq dlag_nostlc_ tests for 2018 Infect Dis Poverty Revision enft_er_njedades Qe
vector-borne and other infectious diseases of transmision vectorial en
poverty in urban areas general
Visceral Leishmaniasis 1gG1 Rapid
Pubmed Monitoring of Cure vs. Relapse, and 2018 Front Cell Infect Articulo original El estudio no se centra en
Potential for Diagnosis of Post Kala-Azar Microbiol g Latinoamérica
Dermal Leishmaniasis
Development and Evaluation of a Novel
Pubmed Loop-Medlate_d Isothermal Amplification 2018 3 Clin Microbiol Articulo original El estudlg no se c_entra en
Assay for Diagnosis of Cutaneous and Latinoamérica
Visceral Leishmaniasis
IgG1 as a potential biomarker of post-
Pubmed (_:hemother_apeutlc relapsg n wsceral_ 2014 PLoS Negl Trop Dis Articulo original El eStUd'Q no se c_entra en
leishmaniasis, and adaptation to a rapid Latinoamérica
diagnostic test
Detection of Immunoglobulin G1 Against El estudio no se centra en
Pubmed rK39 Improves Monitoring of Treatment 2019 Clin Infect Dis Articulo original ; o
N . . Latinoamérica
Outcomes in Visceral Leishmaniasis
Refining wet lab experiments with in silico El estudio no se centra en
Pubmed searches: A rational quest for diagnostic 2019 PLoS Negl Trop Dis Articulo original ; .
. R . er Latinoamérica
peptides in visceral leishmaniasis
A phase Il study to evaluate the safety and .
. . S El estudio no cumple con
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