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RESUMEN

La leishmaniasis es una infeccion parasitaria tropical antropozoonotica causada por protozoos
del género Leishmania, transmitida en nuestro pais por la picadura de insectos flebotomos
hembra del género Lutzomyia. La deteccion e identificacion de Leishmania en humanos es
fundamental para el control y tratamiento adecuado de la leishmaniasis. Este estudio busco
caracterizar la infeccion por Leishmania en pacientes de la comunidad Las Trincheras,
municipio Naguanagua, estado Carabobo. Se tratdé de un estudio de tipo no experimental
descriptivo, transversal y de campo. Se aplicé encuesta clinico-epidemioldgica junto con
toma de muestra de sangre completa en 90 pacientes sintomaticos y asintomaticos de cuatro
zonas del caserio Las Marias. La extraccion de ADN se realizd con resina Chelex®100
seguido de amplificacion mediante PCR multiple de la region intergénica de miniexon
empleando electroforesis en geles de agarosa al 2%. Se elabord un analisis estadistico y
geoespacial con la distribucion y frecuencia de pacientes sintomaticos y asintomaticos de las
zonas visitadas y variables a nivel epidemiologico. El 82,2% de los pacientes presentaron
lesiones sugestivas de leishmaniasis, con mayor prevalencia en mujeres de 30 a 59 afios. Las
lesiones se presentan en los miembros inferiores, de tipo cicatriz de hasta 3 c¢cm, unicas con
prurito como sintoma principal. No se identificaron complejos de Leishmania. Las
caracteristicas ecologicas de la zona y la distribucion espacial de los pacientes empleando
SIG revelan areas de alto riesgo de infeccion en El Pozo y Los Filtros, destacando la
necesidad de enfocar las intervenciones en estas zonas para controlar la leishmaniasis de
manera efectiva.

Palabras clave: Sistemas de Informacion Geografica; Leishmania; lesiones; (fuente: DeCS,
BIREME)
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a tropical anthropozoonotic parasitic infection caused by protozoa of the
genus Leishmania, transmitted in our country by the bite of female sandflies of the genus
Lutzomyia. Detection and identification of Leishmania in humans is crucial for the proper
control and treatment of leishmaniasis. This study aimed to characterize the Leishmania
infection in patients from Las Trincheras community, Naguanagua municipality, Carabobo
state. It was a non-experimental, descriptive, cross-sectional, and field study. A clinical-
epidemiological survey was applied along with blood sample collection from 90 symptomatic
and asymptomatic patients from four zones of the Las Marias village. DNA extraction was
performed using Chelex*100 resin followed by multiple PCR amplification of the intergenic
region of miniexon using 2% agarose gel electrophoresis. A statistical and geospatial analysis
was conducted on the distribution and frequency of symptomatic and asymptomatic patients
in the visited zones and epidemiological variables. 82.2% of the patients presented lesions
suggestive of leishmaniasis, with higher prevalence in women aged 30 to 59. Lesions were
found primarily on the lower limbs, cicatrized up to 3 cm in diameter, and pruritus (itching)
was the main symptom. No Leishmania complexes were identified. The ecological
characteristics of the area and the spatial distribution of patients using GIS revealed high-risk
infection areas in El Pozo and Los Filtros, highlighting the need to focus interventions in
these zones for effective leishmaniasis control.

Key Words: Geographic Information Systems; Leishmania; lesions; (source: MeSH, NLM)
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INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad antropozoondtica causada por mas de 20
especies diferentes de protozoos hemoflagelados del género Leishmania. Es
transmitida por la picadura de flebotomineos hembras de la familia Psychodidae, de
los géneros Lutzomyia y Phlebotomus, que actian como vectores. La enfermedad se
mantiene en la naturaleza a través de mamiferos reservorios como los cénidos
silvestres y el perro doméstico ™. La prevalencia de la leishmaniasis estad
estrechamente vinculada a factores ambientales, climatologicos, condiciones
inmunolégicas del hospedador y, especialmente, a factores sociales como la pobreza;

que inciden directamente en la epidemiologia de la enfermedad 2.

En la actualidad, la leishmaniasis es endémica en 88 paises alrededor de los
cinco continentes, con una prevalencia mundial de 12 millones de personas infectadas
y unos 350 millones de personas en riesgo de infeccion. Segin la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la leishmaniasis es una de las diez enfermedades
tropicales desatendidas mas importantes a nivel global, con 0,9 a 1,6 millones de
nuevos casos al afio y entre 20.000 a 30.000 defunciones anuales. Esto la convierte en
un grave problema de salud publica, afectando principalmente a los continentes de
América, Africa y Asia; y a poblaciones vulnerables, especialmente aquellas que

viven en condicidon de pobreza y en viviendas precarias %

Para el periodo 2001-2021, la Organizacion Panamericana de la Salud ubico a
Venezuela como uno de los paises con mayor tasa de infeccion en América Latina.
Los focos endémicos se concentraron en los valles del sistema montafioso de la costa
y en las zonas montafiosas de Tachira, Mérida, Trujillo, Lara, Aragua y Carabobo,
con un reporte de 1.808 casos en 2021 y una tasa de incidencia promedio anual de 8,8

por 100.000 habitantes F.
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La infeccion por Leishmania se manifiesta en tres formas clinicas:
leishmaniasis cutanea (LC), mucocutanea (LMC) y visceral (LV). La LC es la mas
comun y causa desde papulas hasta ulceras. LMC afecta boca, nariz y garganta,
llegando a coexistir junto a la forma cutdnea, mientras que la LV es la mas severa,
afectando organos como la médula oOsea, higado y bazo, y puede ser fatal sin

tratamiento >°).

La leishmaniasis se clasifica segun la region en la que ocurre, dividiéndose en
Viejo Mundo (Asia, Africa, Medio Oriente y Europa) y Nuevo Mundo (América). El
género Leishmania incluye los subgéneros Leishmania, que se desarrolla en el
intestino medio del vector y se encuentra en ambos mundos, y Viannia, que se
multiplica en el intestino distal y estd restringido al Nuevo Mundo ™. Estos
subgéneros comprenden complejos, representados por varias especies con
caracteristicas morfoldgicas similares, pero que difieren en distribucién geografica,
comportamiento bioldgico e inmunoldgico. En Venezuela, se conocen siete especies
de Leishmania que pueden causar la enfermedad en humanos, incluyendo L.
(Leishmania) infantum/chagasi (causante de LV), L. (Viannia) braziliensis (causante

de LMC), asi como L. (L.) mexicana y otras cuatro especies que causan LC ¥,

En la ultima década, se ha observado un aumento de casos por Leishmaniasis en
areas circundantes a las principales poblaciones urbanas del pais. La parasitosis se ha
vuelto endémica debido a la proliferacion excesiva de flebotomos, resultado de la
interrupcion de los programas sanitarios de rociamiento sistematico de insecticidas,
asi como del incremento de la densidad poblacional y la cercania de las viviendas a
zonas silvestres . En el estado Carabobo, son pocos los estudios que aportan cifras
de casos de leishmaniasis en las comunidades, lo que resulta en una deficiente
vigilancia epidemioldgica, el poco interés a nivel asistencial y por ende el subregistro
ya que muchos de los casos no se diagnostican ni se reportan, lo cual sin el manejo

terapéutico apropiado puede ser fatal para el paciente.
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En el afio 2021, un brote de leishmaniasis afecto a los habitantes del caserio Las
Marias, ubicado en las coordenadas 10°16°51” de latitud norte y 68°6°19” de longitud
oeste, en la comunidad Las Trincheras a 9,8 Km al oeste del municipio Naguanagua,
estado Carabobo . En esta comunidad se presume que existan diversas formas
clinicas de la enfermedad, asi como también la presencia de diferentes especies de
Leishmania. Sin embargo, debido al bajo nivel educativo de los residentes y la falta
de reportes oficiales, no se ha logrado establecer un control epidemioldgico efectivo
para desarrollar estrategias mas eficientes de prevencion y control de la enfermedad,
limitandose a tratar solo a los pocos pacientes que acuden a los Servicios de Atencioén

Sanitaria

La intervencion en la comunidad para la identificacion de las lesiones y el
diagnostico que permita la caracterizacion de las diferentes especies es crucial para
abordar eficazmente la leishmaniasis desde una perspectiva de salud publica. Esto
contribuye al entendimiento de la epidemiologia y la distribucion geografica de la
enfermedad en areas poco estudiadas. Diversos estudios destacan la importancia del
diagndstico en la leishmaniasis: en 2020, Torrellas et al., cuantificaron la infeccion
asintomatica por Leishmania en seis focos endémicos de LC en el estado Portuguesa,
Venezuela, mediante la prueba cutanea de leishmanina (LST) y la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) del espaciador transcrito interno 1 (ITS1), demostrando que la
aplicacion simultanea de ambas pruebas es vital para la caracterizacion y tipificacion
efectiva del parasito”. En el mismo afio, Abdel ef al., determinaron las caracteristicas
clinicas, epidemiologicas y el conocimiento sobre la LC en la comunidad Las
Trincheras, municipio Naguanagua, estado Carabobo, Venezuela, revelando que los
afectados por la parasitosis en dicha zona son principalmente hombres, agricultores,
con niveles educativos no superiores a medio diversificado, en situacion de pobreza

relativa, y con lesiones cutaneas tunicas en regiones expuestas del cuerpo.
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En 2022, Mohammad y AbdulKader identificaron un método sensible y
especifico para el diagnéstico de LC mediante por microscopia, PCR convencional y
PCR anidada, demostrando que la PCR anidada es el método mas efectivo debido a
su alta sensibilidad y especificidad (100% sensible y 100% especifica) para la
deteccion y amplificacion del genoma del pardsito . Por otra parte, un estudio de
2022, realizado por Omari et al., en Marruecos, aporta una herramienta importante al
utilizar Sistemas de Informacion Geografica (SIG) para describir areas de estudio y
crear una base de datos con varios parametros que relacionan el riesgo de
enfermedades parasitarias como la leishmaniasis con la geografia, mediante el
software de codigo abierto QGIS. Esto demuestra el valor de los SIG en la

representacion de pardmetros, especialmente para estudios epidemiologicos 2.

Por todo lo anterior, surge el interés en conocer la situacion actual de
leishmaniasis en la comunidad Las Trincheras del municipio Naguanagua estado
Carabobo. Esta comunidad se caracteriza por ubicarse en una zona boscosa con densa
vegetacion, donde la actividad principal es la agricultura. Las condiciones
ambientales y climaticas de temperatura, humedad y vientos son favorables para el
mantenimiento del ciclo de la enfermedad, siendo las condiciones socio sanitarias y
socioecondmicas, la extrema pobreza, las viviendas inadecuadas, la mala
alimentacion y la falta de educacion, los factores que contribuyen a la prevalencia de

esta parasitosis, que afecta aproximadamente a 348 personas segun censo local.

En este sentido, se busca caracterizar clinicamente a los pacientes con lesiones
de leishmaniasis, asi como determinar la distribucion geografica de la infeccion
usando SIG, lo que es indicativo de la distribucion geoespacial de posibles focos de
infeccidn, que permitan agrupar los casos por vivienda y grupo familiar, documentar

su distribucion y disefiar medidas de control apropiadas para la region.

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
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Objetivo general

Caracterizar la infeccion por Leishmania e identificar las especies involucradas
mediante marcadores moleculares, en pacientes sintomaticos y asintomaticos de la
comunidad Las Trincheras, municipio Naguanagua, estado Carabobo para el afio

2023 y la distribucioén geoespacial de posibles focos de infeccion.

Objetivos especificos

Caracterizar la poblacion objeto de estudio segin el grupo etario, sexo y

caracteristicas clinicas.

Evaluar las condiciones sociodemograficas y epidemioldgicas de los

habitantes de la comunidad en estudio.

Determinar la presencia de ADN de Leishmania spp. de los complejos del
género Leishmania: L. (L.) donovani, L. (L.) mexicana y L. (V.) braziliensis en
muestras de pacientes sintomaticos y asintomaticos de la comunidad de

estudio; empleando la PCR multiple de la region intergénica de miniexon.
Definir la disposicion geoespacial de las especies de Leishmania circulantes

en las muestras de pacientes sintomaticos y asintomaticos de la comunidad

Las Trincheras, mediante el software de codigo abierto QGIS.
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MATERIALES Y METODOS

Diseiio y tipo de investigacion

Esta investigacion fue de tipo descriptivo con disefio no experimental,
correlacional y de campo transversal, debido a que se recolectaron los datos
directamente en la comunidad de pacientes sintomaticos y asintomaticos sin

manipular deliberadamente las variables, en un solo momento y tiempo unico !>,

Poblacion y muestra

La poblacion estuvo conformada por 348 habitantes, segun censo aportado por
la vocera UBCH para el afio 2022, que residen en el caserio Las Marias, ubicado en la
comunidad Las Trincheras del municipio Naguanagua, estado Carabobo, Venezuela.
La muestra estuvo constituida por 90 personas que conformaban 42 familias, sin
discriminacion de edad y sexo, cuyos miembros aceptaron participar voluntariamente
en la investigacion. Se consideré como criterio de inclusion, la presencia de sintomas
y/o lesiones sugestivas de leishmaniasis, con o sin tratamiento, asi como la
participacion de personas asintomaticas que convivan con ellos durante el periodo de

muestreo, de diciembre de 2023 a marzo de 2024.

Consideraciones éticas

Los objetivos de la investigacion fueron comunicados en primer lugar a la
vocera de las UBCH caserio Las Marias, quien aprob¢ inicialmente el desarrollo del
estudio en la comunidad. Posteriormente, la informacion fue extendida a los
integrantes de cada grupo familiar con €nfasis en el jefe de familia, quien autorizo la

participacion voluntaria de su ntcleo familiar en la investigacion, a través de la firma
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de un consentimiento informado !"* (Anexo A). En el caso de participantes menores

de edad se le solicitd una autorizacion al representante legal (Anexo B).

Todos los protocolos, instrumentos de recoleccion de datos y el consentimiento
informado aplicado a las personas que participaron en la investigacion fueron
validados por el Comité de Bioética del Instituto de Investigaciones Biomédicas “Dr.
Francisco J. Triana Alonso” de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad

de Carabobo, sede Aragua (Instituto BIOMED). (Anexo C).

Area de estudio

El estudio se llevo a cabo en el caserio Las Marias ubicado en la comunidad
Las Trincheras, municipio Naguanagua del estado Carabobo. La zona de estudio
abarca un area de aproximadamente 273,18 hectareas, a unos 714 metros sobre el
nivel del mar, en las coordenadas 10°16°51” de latitud norte y 68°6"19” de longitud
oeste, con una poblacion de 348 habitantes para el ano 2022, segiin datos de la propia

comuna.

El 4rea de estudio abarco las zonas denominadas “Las Tiamas”, “Campo
Alegre”, “El Pozo” y “Los Filtros”, seleccionadas por su asociacion con recientes
casos humanos de leishmaniasis ocurridos en la zona. Corresponde a un ambiente
selvatico intervenido, con una media de temperatura maxima anual de 28,6°C, una
precipitacion promedio anual que varia entre 25 y 200 mm y una humedad relativa
del 72 a 79%. Para el estudio se seleccionaron 42 viviendas, considerando como
criterio de inclusion aquellas donde algiin miembro de la familia presente Ulceras
activas o cicatrices compatibles con leishmaniasis, adquiridas en los Gltimos dos afios

y que habiten la vivienda durante el mismo periodo de infeccion.
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Fi la
co la.

Procedimiento

Encuesta clinico-epidemiologica de la poblacion

Para conocer las caracteristicas clinico-epidemiologicas de la poblacién se
utilizé un cuestionario tipo encuesta con preguntas abiertas y cerradas (Anexo C) con
el objeto de recabar la mayor cantidad de informacion relevante para el estudio, que
incluy6 condiciones sociodemograficas (edad, sexo, profesion, grado de instruccion,
ocupacion, tiempo de residencia, fuente de ingresos, condiciones y tipo de vivienda),
epidemiologicas (ubicacion de la vivienda, convivencia con animales domésticos,
contacto con plagas) asi como la presencia de signos y sintomas sugestivos de
leishmaniasis, ubicacion, tamafio y tipo de lesion, pruebas diagndsticas aplicadas y
tratamiento cumplido. La finalidad de las preguntas cuya respuesta fue de naturaleza
abierta permitid la compresion de los datos personales del participante y aquellas

cuya respuesta fue de naturaleza cerrada fueron destinadas a la tabulacion.
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Obtencion de las muestras de sangre completa

Una vez llenada la encuesta y firmado el consentimiento informado, se procedid
a la obtencion de la muestra de sangre completa mediante puncién venosa en la cara
anterior del antebrazo. Se recolect6 5 mL de sangre, la cual se mantuvo en 2
condiciones: unas gotas (6 mm de didmetro con aproximadamente 50 pL de sangre)
se colocaron en papel de filtro para el protocolo de extraccion de ADN con resina de
Chelex®-100 " y el resto se coloco en tubo con EDTA como anticoagulante en
reserva de pruebas confirmatorias. Las muestras se guardaron en refrigeracion a 4°C
y las de papel filtro a temperatura ambiente hasta el momento de su procesamiento;
las cuales fueron analizadas en el Instituto de Biologia Molecular de Parasitos

(Instituto BioMolP).

Georreferenciacion de las viviendas

Las viviendas de los participantes en la investigacion fueron georreferenciadas

en coordenadas de proyeccion Universal Transversal de Mercator (UTM) utilizando

el software utilitario Google Earth (https://earth.google.com/web/) donde se generd

una capa vectorial de puntos con la base de datos de los pacientes sintomaticos y las
especies de Leishmania detectadas, en un archivo con extension kml, el cual fue
transformado en un archivo shapefile (extension .shp) para el andlisis espacial
utilizando el software de cbédigo abierto QGIS 3.34.8 LTR (Quantum GIS

Development Team, 2022) disponible en_https://qgis.org/. Para la proyeccion se

empled el sistema de referencia de coordenadas UTM Huso 19 Norte datum WGS 84
(EPSG 32619).

Extraccion de ADN con resina de Chelex®-100 (BioRad)
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Se extrajo el ADN del parasito, a partir de muestras de sangre completa cargada
en papel de filtro utilizando el protocolo de Reyes et al. 'Y mediante extraccién con
resina de Chelex”-100. Con la ayuda de una perforadora, se cort6 circulos de 6 mm de
diametro del papel de filtro impregnado en sangre, que corresponden
aproximadamente a 50 pL. Los circulos de papel de filtro se colocaron en un
microtubo, seguidamente se les afiadio 1 mL de agua destilada estéril y se incubaron
por 30 min a temperatura ambiente. Vale mencionar que previamente se probaron
cuatro protocolos diferentes para llegar a este punto: a) muestra de sangre completa;
b) sobrenadante de primera extraccion de sangre completa; c) papel de filtro con
sangre completa y d) sobrenadante de primera extraccion en papel de filtro con sangre

completa.

Posteriormente, el ADN de cada tubo se obtuvo mediante centrifugacion
(Labnet Hermle, Z 233 M-2) a 14000 rpm durante 3 min y se descartdo el
sobrenadante dejando un volumen de 50 pL, al cual se le adicioné 200 pL de la resina
de Chelex”-100 al 5% y se incub6 durante 30 min a 56°C (Lab-Line, 18050A).
Seguidamente se agitod en vortex (Barnstead, M63215) por 10 seg y se incub6 a 100°C
durante 10 min (Heater LabLine, 2054); se agit6 nuevamente por 10 seg, para luego
proceder a separar la resina y las proteinas desnaturalizadas, mediante centrifugacion
por 3 min a 14000 rpm, finalmente se extrajo el sobrenadante que contiene el ADN,
se transfirio a un tubo estéril previamente rotulado y se almacené a -20 °C hasta su

uso.

Medida de la concentracion y pureza del ADN

La concentracion y pureza del ADN extraido de las muestras de papel de filtro

con sangre completa se determind por los métodos descritos por Sambrook y Russell

7. La concentracion de ADN se estimd en un espectrofotometro UV/Visible (Fisher
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Scientific, Genesys 10UV), midiendo la absorbancia a 260 nm (A,) utilizando la
siguiente formula: [ADN]= A,, nm x factor de dilucion x 50 pg/mL. El grado de
pureza se calculé mediante el indice de absorbancia 260/280 nm, considerando como

valores Optimos de pureza el rango entre 1,7- 1,9 ¥,

Determinacion de los complejos de Leishmania mediante PCR miltiple de la

region intergénica de miniexon

Se siguio el protocolo descrito por Harris et al. ), empleando a LU-5A (5'-TTT
ATT GGT ATG CGA AAC TTC-3") como cebador directo, cuya secuencia de
oligonucledtidos es conservada en todas las especies de Leishmania, y varios
cebadores reversos: LB-3C (5'-CGT (C/G)CC GAA CCC CGT GTC-3"), LM-3A (5'-
GCA CCG CAC CGG (A/G)CC AC-3") y LC-3L (5'-GCC CGC G(C/T)G TCA CCA
CCA T-37), todos complementarios a las secuencias variables. La reacciéon de
amplificacion se realizdo en un volumen final de 15 pL, con tampdn (Tris-HCI 50
mM, pH 9; NaCl 50 mM), MgCl, 1,5 mM, de cada desoxinucleétido trifosfato
(ANTP) 0,1 mM, cebador directo LU-5A 0,3 uM y los cebadores reversos (LB-3C,
LM-3A, LC-3L) 0,3 uM, ADN polimerasa 0,5 U y ADN molde 10 ng. Para el control
de calidad de la PCR, se incluy6 un control negativo correspondiente a la mezcla de
reactivos libre de ADN y controles positivos correspondientes a ADN de las cepas de
Leishmania en cultivo (L. (V). braziliensis MHOM/BR/1975/M2903 2 L. (L).
mexicana MHOM/BZ/1982/BEL21 'y L. (L). donovani MHOM/IN1980/DDS %),

Las reacciones de amplificacion fueron incubadas en un termociclador
automatico (Biosystems, Veriti 96-Well Thermal Cycler) utilizando el siguiente
programa de amplificacion: desnaturalizacion inicial 95°C x 5 min, seguido de 45
ciclos (desnaturalizacion 95°C x 45 seg, hibridacion 54°C x 60 seg, extension 72°C x
45 seg) y una extension final 72°C x 5 min. Los productos de amplificacion fueron

visualizados en electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio.
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La separacion del ADN se realizé en una camara de electroforesis horizontal (Labnet,
Gel XL Ultra V-2), con voltaje constante 100 V, utilizando TAE (Tampén Tris Acido
acético 40 mM, EDTA 0,5 M; pH 8,0) como tampon de migracion. Las bandas de
ADN obtenidas se visualizaron en un equipo de fotodocumentaciéon DigiDoc-It de

UVP y se compararon con un marcador de tamafio de 100 pb.

Analisis de los datos

Los resultados obtenidos se analizaron en tablas descriptivas empleando
frecuencias absolutas y relativas (%). En el caso de la PCR, las bandas de ADN se
visualizaron con luz ultravioleta usando el sistema DigiDoc-It de UVP. El tamafo de

las bandas de ADN se estimo por comparacion con los marcadores de ADN 100 pb.

Se utilizé el paquete estadistico SPSS (Statistical Package for the Social
Science) version 26.0 para Windows y el software QGIS version 3.34.8-Prizren para
la elaboracion de los mapas donde se analiz6 las variables en formato raster que se
relacionod con la distribucion y frecuencia de lesiones sugestivas de leishmaniasis en
los pacientes sintomaticos del area de estudio. Se aplico la prueba Chi cuadrado de
Pearson (y*) con un nivel de confiabilidad del 95% (p< 0.05) para detectar las
asociaciones estadisticamente significativas entre las variables a nivel

epidemiologico.
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RESULTADOS

Se evaluaron 90 participantes que conformaban 42 grupos familiares, con edad
promedio de 34,9 + 21,8 anos. De ellos, 42 (46,7%) pertenecian al sexo masculino y
48 (53,3%) al femenino. La muestra fue subdividida de acuerdo a los grupos etarios
establecidos por la OMS para una mejor comprension de la data, resultando cinco
grupos: nifos de 0 a 11 afos (18,9%), adolescentes de 12 a 17 afios (11,1%), jovenes
de 18 a 29 afios (16,7%), adultos de 30 a 59 afios (35,6%) y adulto mayor >60 afios
(17,8%). Los jefes de familia de cada grupo familiar tenian un tiempo de residencia

en la localidad de Las Trincheras superior a 10 afios (n= 30, 71,4%).

Tabla 1. Distribucion de los pacientes asintomaticos por grupo etario, seXo y zonas
visitadas de la comunidad Las Trincheras, estado Carabobo, afio 2023.

ZONAS VISITADAS
Campo Las .
Alegi‘)e El Pozo Tiamas Los Filtros Total
SEXO n % n % n % n % n %
Masculino GRUPO Oall - - - - - - 1 625 1 6,25
ETARIO 12a17 - - 1 625 - - - - 1 625
18a29 - - - - - - 1 625 1 6,25
30a59 - - - - - - - - - -
>60 - - - - 1 625 2 125 3 18,75
Total - - 1 625 1 625 4 250 6 37,5
Femenino GRUPO Oall - - - - 1 625 - - 1 6,25
ETARIO 12al7 - -2 125 - - - -2 125
18a29 - - 2 125 1 625 - - 3 18,75
30a59 - - 1 625 1 625 - - 2 12,5
>60 - - 1 625 - - 1 625 2 125
Total - - 6 37,5 3 1875 1 625 10 62,5

De los 90 pacientes participantes en el estudio, 74 (82,2%) presentaron lesiones
sugestivas de leishmaniasis, mientras que 16 (17,7%) fueron asintomaticos. La Tabla
1 muestra la distribucion de los pacientes asintomaticos por grupo etario y sexo segun

las zonas visitadas. La mayor proporcion de la poblacion (62,5%, n=10) es del sexo
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femenino y se encuentra principalmente en la zona de El Pozo con 37,5% (n=6),
distribuidas equitativamente entre los grupos etarios de 12 a 17 afios y de 18 a 29
afios con 12,5% (n=2) cada uno, y de 30 a 59 afios y mayores de 60 afios con 6,25%
(n=1). Por su parte, el sexo masculino ocupd el 37,5% (n=6), ubicandose en la zona
de Los Filtros, donde predominan con el 25,0% (n=4), principalmente en el grupo
etario de mayores de 60 afios con 12,5% (n=2) y en los grupos de 0 a 11 afios y de 18
a 29 anos con 6,25% (n=1). Las Tiamas fue la tercera zona, ocupada en su mayoria
por el sexo femenino (18,75%, n=3), distribuidas equitativamente entre los grupos
etarios de 0 a 11 afios, de 18 a 29 afos y de 30 a 59 afios con 6,25% (n=1). La zona de

Campo Alegre no presentd pacientes asintomaticos.

Tabla 2. Distribucion de los pacientes sintomaticos por grupo etario, s€Xo y zonas
visitadas de la comunidad Las Trincheras, estado Carabobo, afio 2023.

ZONAS VISITADAS
Campo Las .
Alegf')e El Pozo Tiamas Los Filtros Total
SEXO n % n % n % n % n %
Masculino  GRUPO Oall 1 1,35 - - 2 270 5 675 8 10,81
ETARIO 12a17 - - 1 135 - - 4 540 5 6,95
18229 1 135 2 270 - - 1 135 4 540
30a59 - - 4 540 3 405 4 540 11 14,86
>60 1 135 3 405 1 135 3 405 8 10,81
Total 3 405 10 13,51 6 8,10 17 2297 36 48,65
Femenino = GRUPO Oall - - - - 2 270 5 6,75 7 945
ETARIO 12a17 - - 1 135 - - 1 135 2 270
18229 - - 3 405 - - 4 540 7 945
30a59 2 270 8 10,80 - - 9 12,16 19 25,67
>60 - - 2 270 - - 1 135 3 4,05
Total 2 270 14 1890 2 270 20 27,02 38 51,35

La Tabla 2 muestra la distribucion de los pacientes sintomaticos por grupo
etario y sexo segun las zonas visitadas. La mayor proporcion de la poblacion es del
sexo femenino (51,35%, n=38), ubicandose principalmente en Los Filtros (27,02%,
n=20), especialmente en el grupo etario de 30 a 59 anos (12,16%, n=9). El Pozo le

sigue con un 18,90% (n=14), también predominando en el mismo grupo etario
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(10,80%, n=8). El sexo masculino represent6 el 48,65% (n=36), ubicandose en Los
Filtros (22,97%, n=17), en su mayoria en el grupo etario de 0 a 11 afios (6,75%, n=5).
El Pozo ocupa el segundo lugar con un 13,51% (n=10), con mayor distribucion en el
grupo etario de 30 a 59 afios (5,40%, n=4). Las Tiamas es la tercera zona con 8,10%
(n=6), en su mayoria masculina, con mayor presencia en el grupo de 30 a 59 afios
(4,05%, n=3). Campo Alegre es la tltima zona, con un 4,05% (n=3), distribuido
equitativamente entre los grupos etarios de 0 a 11 afios, 18 a 29 afios y mayores de 60
afios (1,35%, n=1).

Figura 2. Mapa georreferenciado de las viviendas visitadas de la comunidad Las
Trincheras, estado Carabobo, afio 2023. Mapa creado utilizando el sofiware QGIS.
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La ubicacion georreferenciada de las viviendas de los grupos familiares
participantes en cada zona visitada de la comunidad Las Trincheras se muestra en la
Figura 2. De las 42 viviendas visitadas, 17 se encuentran en la zona de Los Filtros, 16

en El Pozo, 5 en Campo Alegre y 4 en Las Tiamas.

28



Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los pacientes sintomdticos por zonas
visitadas de la comunidad Las Trincheras, estado Carabobo, afio 2023.
ZONAS VISITADAS (n=174)

CA EP LT LF n o Ppvaer
Localizacion de las lesiones
Miembros superiores 2 6 3 11 22 29,7
Miembros inferiores 3 15 4 24 46 62,2
Abdomen - 1 1 4 6 8,1
Cuello - 1 - 2 3 4,1 0,682
Cabeza - - - 2 2 2,7
Torax - 2 - - 2 2,7
Numero de lesiones
Unicas 5 18 7 30 60 81,1
Multiple i 6 I 7 14 189 08
Tipo de lesion
Ulceras 1 - - 4 5 6,8
Cicatrices 4 23 8 33 68 91,9 0,355
Desconocida - 1 - - 1 1,4
Tamaiio de la lesion
Hasta 3 cm 4 19 7 25 55 74,3 0.574
Mayor de 3 cm 1 5 1 12 19 25,7 ’
Tratamiento
Cumplido 4 17 6 35 62 83,8
No cumplido - 4 2 2 8 10,8 0,074
No registrado 1 3 - - 4 5,4

*valor de la significancia para la prueba y’de Pearson (p < 0.05); CA= Campo
Alegre; EP= El Pozo; LT= Las Tiamas; LF= Los Filtros

La Tabla 3 presenta las caracteristicas clinicas de los pacientes sintomaticos
segun las zonas visitadas. Se observa que la mayoria de las lesiones se encuentran
localizadas en los miembros inferiores, con un 62,2% (n=46), siendo predominante en
la zona de Los Filtros (n=24), seguidas por las lesiones en los miembros superiores
con un 29,7% (n=22), de las cuales (n=11) estan igualmente ubicadas en la zona de
Los Filtros. Por su parte, las lesiones en abdomen (8,1%, n=6), cuello (4,1%, n=3),

cabeza (2,7%, n=2) y térax (2,7%, n=2) fueron las menos frecuentes.

Por otra parte, las lesiones cutaneas de localizacioén unica representan el 81,1%

(60/74) de los casos, con mayor proporcion en la zona de Los Filtros (n=30) y en
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Figura 3. Tipos de lesiones cutaneas encontradas en los pacientes sintomaticos de la
comunidad Las Trincheras, estado Carabobo, ano 2023.

30



En la Figura 3 se muestran los tipos de lesiones cutdneas encontradas en los
pacientes sintomaticos, la mayoria con diagndstico de leishmaniasis cutdnea
localizada (LCL). La foto A muestra la lesién de una paciente de 58 afios,
residenciada en el sector Los Filtros, con diagnostico probable de LCL. Esta lesion,
que aparecio en 2023, se caracteriza por Ulcera tinica ovalada de bordes eritematosos,
de méas de 3 cm, ubicada en el brazo dorsal derecho (Figura 3, foto A). Por otro lado,
en la foto B, se observa la lesion de una paciente de 21 afios, residenciada en el sector
Los Filtros, con igual diagnostico probable de LCL desde 2021. Esta ulcera unica, de
4 cm x 1,5 cm, tiene bordes eritematosos infiltrados y fondo fibrinoso, situada en la
tibia frontal izquierda (Figura 3, foto B). En la foto C, se identifica la lesion de una
paciente de 34 afos, residenciada en el sector Campo Alegre, con diagndstico
probable de LCL, aparecida en 2023. Esta tlcera inica presenta bordes irregulares y
estd cubierta por una costra de aspecto granuloso en el brazo derecho (Figura 3, foto

Q).

En la foto D, se muestra la lesion de un paciente de 63 afos, residenciado en el
sector Los Filtros, con diagnostico probable de LCL. Esta lesion, aparecida en 2021,
se caracteriza por una ulcera Unica redondeada de bordes irregulares e indurados, con
fondo eritematoso de 2,3 x 2,5 cm, ubicada en el brazo dorsal derecho (Figura 3, foto
D). Mientras que en la foto E, se identifica la lesion de una paciente de 26 afos,
también residenciada en el sector Los Filtros, con diagnostico probable de
leishmaniasis cutdnea difusa desde el 2020. Esta lesion se caracteriza por nodulos
eritematosos, multiples tlceras mayores a 3 cm, con bordes enrollados y placas de
aspecto cicatrizal ubicadas en la tibia dorsal derecha (Figura 3, foto E). Finalmente,
en la foto F, se muestra la lesion de un paciente de 58 afos, residenciado en el sector
Las Tiamas, con diagndstico probable de LCL, aparecida en 2023. Esta cicatriz tiene
un aspecto aplanado de 2 cm x 2 cm, ubicada en la tibia dorsal izquierda (Figura 3,

foto F).

31



Figura 4. Mapa de calor de zonas de riesgo de infeccion y distribucion espacial de
pacientes, con o sin lesiones, por vivienda en la comunidad Las Trincheras, estado
Carabobo, ano 2023. A= disposicion espacial de los pacientes asintomaticos por
vivienda en el area de estudio; B= disposicion espacial de los pacientes con lesiones
ulcerosas por vivienda en el area de estudio y C= disposicion espacial de los
pacientes con lesiones cicatrizales por vivienda, en la zona de muy alto riesgo del
area de estudio. Mapa creado utilizando el software QGIS.

La Figura 4 muestra las zonas de riesgo de infeccion y la distribucion espacial
de pacientes con o sin lesiones por vivienda. En el mapa A, se observa la distribucién
de los pacientes asintomaticos, predominando grupos familiares con 1 a 3 pacientes
(n=8/42). El mapa B ilustra las zonas de riesgo de infecciéon con un mapa de calor,
observandose cinco zonas de riesgo en un area de 273,18 hectdreas (2,73 km?). La
mayor concentracion de pacientes con lesiones ulcerosas por vivienda se localiza en
la zona de Los Filtros (n=5/42), lo cual coincide con lo reportado. Finalmente, el
mapa C resalta la zona de muy alto riesgo de infeccion, evidenciando una disposicion
espacial agregada de pacientes con lesiones cicatrizales por vivienda, en un area de

76,49 ha (764,9 m?), lo que representa el 27,99% del area total de las zonas visitadas.
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Tabla 4. Caracteristicas socio-demograficas y epidemiologicas de los habitantes de la
comunidad Las Trincheras, estado Carabobo, afio 2023.

CARACTERISTICAS @=42)
n %o
Condicion de la vivienda
Paredes Bloques/Ladrillos 32 76,2
Otros 10 23,8
Techos Concreto 5 11,9
Asbesto 2 4.8
Carton 1 2,4
Zinc/Acerolit 29 69,0
Madera 5 11,9
Pisos Ceramica 4 9,5
Cemento 31 73,8
Tierra 7 16,7
Patios Ceramica 1 2,4
Cemento 9 21,4
Tierra 32 76,2
Estrato socioeconémico
Estrato III (baja calidad de vida) 1 2,4
Estrato IV (pobreza relativa) 18 429
Estrato V (pobreza critica) 23 54,8
Vivienda cercana a
Basureros 10 23,8
Mataderos 1 2,4
Canales de aguas negras 2 4,8
Vegetacion alta arborea-arbustiva 26 61,9
Vegetacion baja agropastoril 31 73,8
Suelo desnudo 38 90,5
Vectores y reservorios
parasitarios Convive con animales 37 88,1
Presencia de perros en casa 27 64,3
Contacto con Lutzomyia 42 100,0
Uso de mosquitero 6 14,3
Practica la fumigacion 1 2,4
Sintomas
Sin sintomas 16 17,8
Lesiones en piel ulcerada 14 18,9
Dolor en lesion 18 243
Descamacion 6 8,1
Costras serohematicas 9 12,2
Prurito (comezon) 22 29,7
Fiebre 4 5,4
Malestar general 5 6,8
Inflamacion e induracién local en piel 14 18,9
Pérdida de peso 3 4,1
Anorexia (pérdida de apetito) 3 4,1
Lesiones en piel circunscritas y no ulceradas 6 8,1
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La Tabla 4 muestra las caracteristicas sociodemograficas y epidemioldgicas de
los habitantes de la comunidad Las Trincheras, que contribuyen en la transmision de
leishmaniasis. Para ello, se aplicd una encuesta domiciliaria a los jefes de familia de
los 42 grupos familiares participantes. Se observd que la mayoria de los habitantes
residen en viviendas con condiciones similares: paredes de bloques/ladrillos (76,2%),
techos de zinc/acerolit (69,0%), pisos de cemento (73,8%) y patios de tierra (76,2%).
En relacion al estrato socioecondémico, la mayoria pertenece a los estratos V de
pobreza critica (54,8%; n=23) y IV de pobreza relativa (42,9%; n=18) determinados

segun el método Graffar modificado por Méndez Castellano.

Respecto a la ubicacién de las viviendas y su cercania a factores de riesgo
epidemioldgicos, se infirid que la mayoria poseen suelos desnudos (90,5%), estan
proximas a vegetacion baja agropastoril (73,8%) y vegetacion alta arborea-arbustiva
(61,9%), y estan ubicadas cerca de basureros (23,8%). En cuanto a la convivencia con
reservorios y vectores, se evidencié que el 100% (n=42) ha tenido contacto con el
vector Lutzomyia, mientras que el 88,1% convive con animales y el 64,3%
principalmente con el reservorio (perro). Solo el 14,3% de los grupos familiares

utiliza mosquiteros como método de profilaxis.

Con respecto a las manifestaciones clinicas en los 90 participantes, se evidencio
que el sintoma predominante fue prurito (29,7%; n=22), seguido de dolor en la lesién
(24,3%; n=18), lesiones en la piel ulceradas y con inflamacion e induracion local en

piel (18,9%; n=14) respectivamente. Solo el 17,8% (n=16) no presentd sintomas.

Ademéas del andlisis de las caracteristicas epidemioldgicas, sociodemogréaficas,
de las lesiones y de la distribucion geoespacial de la comunidad; se realizo un andlisis
molecular de las muestras de pacientes sintomdticos y asintomaticos para la

caracterizacion de las especies pertenecientes al complejo Leishmania spp.
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La Tabla 5 compara cuatro protocolos diferentes utilizados para evaluar la
concentracion y pureza del ADN extraido, con el objetivo de determinar la
metodologia que ofrece el mejor rendimiento para el andlisis molecular. Estos
protocolos se realizaron antes del ensayo de extraccion de ADN en las muestras en
estudio. Las muestras analizadas fueron: sangre completa (Sangre Completa 1),
sobrenadante de primera extraccion de sangre completa (Sangre Completa 2), papel
de filtro con sangre completa (Papel de Filtro 1) y sobrenadante de primera extraccion
en papel de filtro con sangre completa (Papel de Filtro 2). Los resultados mostraron
un rendimiento similar en términos de concentracion y pureza en todos los

protocolos, asociado a la estabilidad e integridad de la molécula de ADN.

Tabla 5. Medida de la concentracion y pureza del ADN con
los protocolos de extraccion evaluados.

Muestra de ADN A, nm Ay nm [ ]| ng/pl. Az Nm
Sangre Completa 1 1,105 0,802 552,5 1,378
Sangre Completa2 1,117 0,973 558.,5 1,148
Papel Filtro 1 0,027 0,023 13,5 1,174
Papel Filtro 2 0,021 0,019 10,5 1,105

Las Figuras 5 y 6 muestran los resultados de la amplificacion del ADN de
Leishmania spp. mediante PCR y electroforesis en gel de agarosa al 2%, utilizando
muestras 1 a 90. La Figura 5 (geles A, B, C y D) muestra las corridas electroforéticas
de las muestras 1 a 44, mientras que la Figura 6 (E, F, G y H) muestra las corridas
electroforéticas de las muestras 45 a 90. Lamentablemente, no se observo la
amplificacion de bandas de la region intergénica del miniexon, al compararlas con un
marcador de tamafio de 100 pb. Esta ausencia de bandas caracteristicas, incluso en los
controles, evidencia una limitacion de la técnica molecular utilizada y sugiere que los
controles podrian haber estado deteriorados. En su lugar, se observaron dimeros de

primers, resaltando la necesidad de realizar nuevos estudios moleculares.
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de amplificacion de
ADN de Leishmania en las muestras 1 al 44, tefiido con bromuro de etidio (0,5
pg/ml). Se emplearon oligonucledtidos LU-5A, LB-3C, LM-3A y LC-3L de la regién
intergénica de miniexén de los complejos de Leishmania. Marcador de tamafio
molecular 100 pb. Canal CP1= control positivo L. braziliensis (PH8), CP2= control
positivo L. mexicana (S66), CP3= control positivo L. chagasi (515), 1 al 44=
muestras de los pacientes 1 a 44, CN= control negativo.
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de amplificacion de
ADN de Leishmania en las muestras 45 al 90, tefiido con bromuro de etidio (0,5
pg/ml). Se emplearon oligonucledtidos LU-5A, LB-3C, LM-3A y LC-3L de la regién
intergénica de miniexén de los complejos de Leishmania. M= Marcador de tamafio
molecular 100 pb, Canal 45 al 90= muestras de los pacientes 45 a 90.
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Para mejorar la fiabilidad de los resultados, se recomienda optimizar las
condiciones experimentales de amplificacion y utilizar controles de calidad 6ptima en
futuros estudios. Estos ajustes permitirian una mejor separacion y visualizacion de las

bandas, incrementando la precision y validez de los hallazgos.
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DISCUSION

Segun estimaciones de la OMS, a nivel mundial, se calcula que cada afio se
presentan entre 700 mil y 1 milloén de casos de leishmaniasis, causados por mas de 20
especies del género Leishmania spp. Las manifestaciones clinicas mas frecuentes de

la enfermedad incluyen LC, LMC y LV &,

La LC sigue siendo un importante problema de salud publica en muchas
regiones del mundo. La informacion y evaluacion de la prevalencia de infecciones
sintomaticas y asintomaticas de LCL en areas endémicas en Venezuela es escasa, a
pesar de que esta informacion es crucial para entender y monitorear la dindmica de
transmision de la enfermedad . En zonas rurales como la comunidad Las Trincheras,
el mantenimiento del ciclo de la enfermedad puede atribuirse a multiples factores
asociados a las caracteristicas ecoldgicas propias de la zona que son propicias para el
desarrollo y preservacion del vector y reservorio, asi como la alta posibilidad de
contacto entre parésito y el hospedador susceptible. En el caserio Las Marias, el
antecedente epidemioldgico del brote ocurrido en el afio 2021 es especialmente

relevante 1.

La evaluacion de 90 participantes agrupados en 42 grupos familiares, con un
promedio de edad de 34,9 + 21,8 afios, proporciona una vision integral de la
prevalencia y caracteristicas clinicas de la leishmaniasis en el caserio Las Marias. Los
hallazgos de este estudio se centran en la caracterizacion y comportamiento
epidemioldgico de la leishmaniasis, y su relacion con las caracteristicas demograficas
de la comunidad durante el afio 2023. El estudio revela el desarrollo de la enfermedad
en sus diferentes manifestaciones clinicas, de acuerdo a la edad, sexo, lugar de

residencia, estrato socio-econémico y condiciones epidemioldgicas.
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En cuanto a la relacion entre sexo, grupo etario y la incidencia de la patologia,
en esta investigacion la distribucion de los participantes por género muestra un ligero
predominio del sexo femenino (51,35%) en comparacion con estudios previos
realizado por Abdel et al., en el afio 2020 " en la misma comunidad, donde se
evidencid que el 53,0% de los pacientes pertenecian al sexo masculino. Este notorio
cambio podria estar relacionado con aspectos sociales, culturales y religiosos, asi
como también el aumento de la poblacion femenina en la zona, en conjunto con el
creciente interés de participar en este tipo de investigaciones. No obstante, se constatd
que el grupo etario predominante continia siendo el de 30 a 59 afios (33,3%),
correlacionandose con una mayor exposicion al vector, y por ende, la presentacion de
la enfermedad, con la edad econdémicamente productiva, lo que concuerda con
estudios que sugieren que la actividad laboral aumenta el riesgo de contacto con

vectores de leishmaniasis .

De los 90 participantes del estudio, 46 presentaron lesiones en los miembros
inferiores (62,2%), en contraste con investigaciones anteriores !"” donde el
predominio de las lesiones se encontrd en los miembros superiores (40,5%), lo que
pudiese estar relacionado con la vegetacion baja agropastoril (73,8%) y vegetacion
alta arborea-arbustiva (61,9%) que abunda en los alrededores de la vivienda,
aumentando el riesgo de exposicion a vectores. Sin embargo, ambos estudios
coinciden en la prevalencia de lesiones cutidneas Unicas (81,1%) sobre las multiples
4 Vale destacar, que uno de los principales aportes de esta investigacion es la
descripcion de lesiones en los pacientes, sobre todo ulcerosas y cicatrizales. Este
hallazgo podria relacionarse con las practicas de medicina tradicional naturista
aplicadas en la comunidad ante la aparicion de lesiones ulcerativas. Aunque otro dato
significativo es que la mayoria de los individuos conoce y ha sido tratado con
antimoniato de metilglumina (83,8%), pero optan por el tratamiento sintomatico

segun la aparicion de las lesiones. Ademas, las lesiones menores a 3 cm predominan
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en el 74,3% de los pacientes, lo que concuerda con investigaciones que sugieren que

la respuesta inmune del hospedador influye en el tamaio de las lesiones .

Es de interés epidemioldgico analizar los factores sociodemograficos asociados
a la infeccion por Leishmania en el caserio Las Marias; donde vivir en un area
endémica supone un mayor riesgo debido a la exposicion a vectores y reservorios.
Segun investigaciones en 2020, la poblacion se caracterizé por pertenecer al estrato
IV (73,0%) y realizar actividades econdémicas de obreria y agricultura !
Actualmente, la mayoria de la poblacion pertenece al estrato V (pobreza critica) en un
54,8%, a pesar de realizar las mismas actividades econdmicas y mantener las mismas

condiciones de vivienda.

En términos generales, el patron de comportamiento de la infeccion por
Leishmania en Venezuela no difiere del observado en otras regiones. Las
caracteristicas propias de piedemonte con bosque humedo y vegetacion frondosa,
como vegetacion alta arborea-arbustiva, vegetacion baja, agropastoril y suelos
desnudos, definen la casuistica de la leishmaniasis tegumentaria americana,
constituyendo el ecosistema que caracteriza a los brotes epidemioldgicos de

Leishmania spp.

En Venezuela, siete especies de Leishmania spp. pueden causar la enfermedad
en humanos. La falta de reportes oficiales institucionales sobre los vectores y especies
de Leishmania presentes en Las Trincheras; resalta la importancia de considerar a los
agentes causales de la enfermedad, especialmente porque los caninos, principales
reservorios del parasito, coexisten con los hospedadores susceptibles en las viviendas
de la comunidad. Surge asi la necesidad de implementar diagnosticos precisos para
identificar al agente patdgeno, como lo describen recientemente Lopez y Rondon !,
La mayoria de las familias estudiadas en el caserio Las Marias comparten su vivienda

con canidos (64,3%) y no utilizan mosquiteros como proteccion contra insectos. A
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pesar de que en la investigacion realizada por Leguia y Moscoso " no se encontrd
una asociacion significativa con el padecimiento de LC, esta situacion sigue siendo
preocupante. En la misma investigacion, los sintomas mdas comunes entre los
pacientes con LC incluyeron: dolor en la lesion (42,0%), prurito localizado (16,5%) y
fiebre (2,9%) en contraste con los hallazgos obtenidos en esta investigacion, donde el
prurito localizado (29,7%) y el dolor en la lesion (24,3%) fueron mas prevalente,

mientras que la fiebre no mostr6 significancia estadistica.

En comparacién con otros autores, nuestros hallazgos coinciden en gran medida
con las investigaciones realizadas por Lopez et al. (2014) y Ferrer et al. (2015)
quienes también encontraron una alta prevalencia de leishmaniasis en areas rurales y
una fuerte asociacion con factores socioecondmicos y ambientales !, La técnica de
extraccion de ADN con resina de Chelex®-100 utilizada en este estudio mostrd
ventajas en términos de simplicidad y seguridad respecto a la extraccion con
solventes organicos, correspondiendo con Lopez et al. sobre la eficacia de esta
metodologia en cuanto a sencillez, rapidez, reproducibilidad y seguridad para el
investigador. Ademas, dicha técnica permite el mejor manejo de un gran numero de
muestras y es mas econdmica, por lo que podria sugerirse su uso como técnica de
extraccion de rutina en laboratorios que estén orientados al diagnostico de diversas

parasitosis.

Por otra parte, en el estudio de Ferrer et al., se evalud la sensibilidad de la
técnica de PCR a partir de ADN extraido de pardsitos en cultivo, utilizando varias
concentraciones de ADN molde. Se encontrdé que la minima cantidad de ADN capaz
de producir amplificacion fue de 1 pg a 10 pg. Sin embargo, cuando se utilizo 10 ng
de ADN molde para la amplificacion, no se detectaron bandas nitidas e integras
durante la electroforesis para los complejos del género Leishmania. A pesar de asumir
la coexistencia de diversas especies de Leishmania en la comunidad, y al no

obtenerse bandas tras la PCR, se confirm¢é la ausencia de LV en dicha comunidad,
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aunque las manifestaciones clinicas indicaron la presencia de LCL ®. El estudio
demostro la necesidad de implementar la técnica molecular, pero lamentablemente no
funcioné como se esperaba. Es imperativo realizar nuevos controles adicionales. Sin
embargo, la disponibilidad de cepas de Leishmania en el pais es cada vez mas
limitada, y los laboratorios que manejan cultivos de Leishmania también estan
disminuyendo, lo que complica alin mas la obtencion de cepas necesarias para hacer
controles de calidad. Esta situacion resalta la urgencia de fortalecer la infraestructura
y los recursos disponibles para la investigacion y el control de Leishmania en el pais,

asegurando asi resultados mas fiables en futuros estudios.

El analisis georreferenciado de las viviendas utilizando el Sistema de
Informacidén Geografica permiti6 identificar patrones de distribucion espacial de la
enfermedad, destacando la zona de El Pozo y Los Filtros como las mas afectadas.
Este enfoque es consistente con estudios previos que utilizan herramientas de mapeo
geografico para entender la dindmica de enfermedades vectoriales y establecer

estrategias de control mas efectivas.

En resumen, los resultados de esta investigacion subrayan la importancia de
considerar los factores sociodemograficos, ambientales y de tratamiento en el control
de la leishmaniasis. La alta prevalencia de la enfermedad en Las Trincheras,
especialmente en grupos vulnerables, destaca la necesidad de intervenciones
integradas que aborden tanto la prevencion como el tratamiento. Futuros estudios
deberian enfocarse en mejorar el acceso a tratamientos y en implementar medidas de
control vectorial basadas en evidencia para reducir la carga de la enfermedad en

comunidades rurales.
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CONCLUSIONES

El 82,2% (n=74) de los pacientes presentaron lesiones sugestivas de
leishmaniasis, mientras que 17,7% (n=16) fueron asintomadticos, lo que
representa una muestra de 25,9% de la poblacion total.

En el caserio Las Marias, las lesiones sintomdticas mostraron una mayor
prevalencia en mujeres de 30 a 59 afios, con predominio en la zona de El
Pozo.

Las lesiones se presentan con mayor frecuencia en los miembros inferiores,
siendo de tipo cicatriz de hasta 3 cm de didmetro, y el prurito (comezon) es el
sintoma principal.

Los factores de riesgos asociados a la leishmaniasis en Las Marias estan
vinculados directamente con las caracteristicas ecoldgicas de la zona, que son
propicias para el desarrollo y preservacion del vector.

La mayor densidad de pacientes por vivienda con lesiones de tipo cicatriz se
ubican en El Pozo, siendo una zona de muy alto riesgo de infeccion y
evidenciandose una disposicion espacial agregada que representod 27,99% del
area total de las zonas visitadas.

Las lesiones de tipo tlcera se agrupan en mayor proporcion en la zona de Los
Filtros, siendo una zona de alto riesgo de infeccion y representa el 0,20% del
area total visitada.

El empleo de SIG permitidé relacionar la distribucion de los pacientes
sintomaticos y asintomaticos en el area total del estudio e identificar las zonas
de riesgo epidemioldgico, lo que representa un mayor riesgo de foco

endémico en la comunidad Las Marias.
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RECOMENDACIONES

Las dificultades técnicas experimentadas en la amplificacion por PCR de la
secuencia de miniexon para la caracterizacion molecular de Leishmania spp.
se debieron a la calidad de los controles positivos de las especies L.
braziliensis, L. mexicana y L. chagasi. Es necesario emplear nuevos controles
para la estandarizacion del protocolo de PCR, mejorando la precision y

fiabilidad del proceso.

Para aumentar la sensibilidad en el diagnostico de LC en el area de estudio, se
recomienda realizar la recoleccion de muestras mediante biopsia cutanea o
raspado de lesidon para futuras investigaciones. Estas técnicas permiten
obtener muestras mas ricas en material genético del parasito, lo que facilita la

identificacion y caracterizacion molecular de las especies de Leishmania.

Los hallazgos de esta investigacion deben ser utilizados como referencia para
el desarrollo de programas de salud epidemioldgicos destinados al control
endémico de la leishmaniasis. Implementar estos programas en dareas
endémicas ayudara a monitorear y reducir la incidencia de la enfermedad,

mejorando la calidad de vida de las comunidades afectadas.
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ANEXOS
ANEXO A: Consentimiento informado para participante mayor de edad (+18 afios)

UNIVERSIDAD DE CARABOBO (B \@
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD | oo ni e
ESCUELA DE BIOANALISIS-SEDE CARABOBO
INSTITUTO DE BIOLOGiA MOLECULAR DE PARASITOS
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS “DR. FRANCISCO J. TRIANA ALONSO”

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Entre el Instituto de Biologia Molecular de Parasitos (Instituto BioMolP) y el Instituto de
Investigaciones Biomédicas “Dr. Francisco J. Triana Alonso” (Instituto BIOMED) se lleva a cabo la
investigacion titulada: “Caracterizacion molecular de infeccion por Leishmania spp. y su
distribucion geoespacial en la comunidad Las Trincheras, municipio Naguanagua, estado
Carabobo, aiio 2023”.

Dirigido a todo el grupo familiar del caserio Las Marias, comunidad Las Trincheras del municipio
Naguanagua estado Carabobo para el diagnostico de leishmaniasis, que es una enfermedad producida
por un parasito que lo transmite un mosquito y que pueden tenerlo los animales domésticos.

Yo, , portador(a) de la C.I. N° , manifiesto
que he sido informado(a) del propdsito de esta investigacion, que he hecho las preguntas que me
surgieron y he recibido informacion suficiente sobre el mismo. Estoy de acuerdo en participar en el
estudio, donando de manera voluntaria a los Institutos, una muestra de 5 mL de sangre venosa, para que
realicen los estudios de diagnostico en los laboratorios de la Universidad y se confirme que se trata de
infeccion por Leishmania, por lo que autorizo la extraccion, manejo y procesamiento de mi muestra.
Los investigadores responsables se han comprometido a darme informaciéon oportuna sobre cualquier
inquietud relacionada con la investigacion y aclarar cualquier procedimiento del mismo. Me garantizan
confidencialidad y que los resultados de las pruebas me serdn entregados oportunamente. Entiendo que
conservo el derecho a retirarme del estudio, en cualquier momento que desee.

Firma del Participante

DECLARACION DEL INVESTIGADOR:

Luego de haber explicado detalladamente al participante la naturaleza del protocolo mencionado.
Certifico mediante la presente que, a mi leal saber, el sujeto que firma este formulario de
consentimiento comprende la naturaleza, requerimientos, riesgos y beneficios de la participacién en
este estudio. Ningun problema de indole médica, de idioma o de instruccion han impedido al sujeto
tener una clara comprension de su compromiso con este estudio.

Nombre del Investigador:
C.I:
Lugar: Firma del Investigador:
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sentimiento informado para participante menor de edad —
UNIVERSIDAD DE CARABOBO IEE.‘\.
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA DE BIOANALISIS-SEDE CARABOBO
INSTITUTO DE BIOLOGIiA MOLECULAR DE PARASITOS
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS “DR. FRANCISCO J. TRIANA ALONSO”

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Entre el Instituto de Biologia Molecular de Parasitos (Instituto BioMolP) y el Instituto de
Investigaciones Biomédicas “Dr. Francisco J. Triana Alonso” (Instituto BIOMED) se lleva a cabo la
investigacion titulada: “Caracterizacion molecular de infeccion por Leishmania spp. y su
distribucion geoespacial en la comunidad Las Trincheras, municipio Naguanagua, estado
Carabobo, aiio 2023”.

Dirigido a todo el grupo familiar del caserio Las Marias, comunidad Las Trincheras del municipio
Naguanagua estado Carabobo para el diagnéstico de leishmaniasis, que es una enfermedad producida
por un pardsito que lo transmite un mosquito y que pueden tenerlo los animales domésticos.

Yo, , portador(a) de la C.I. N° , representante
del nifio/a: , de anos de edad, manifiesto que he sido
informado(a) del propdsito de esta investigacion, que he hecho las preguntas que me surgieron y he
recibido informacion suficiente sobre el mismo. Asi mismo, doy mi consentimiento y autorizacidén para
que mi representado participe en el estudio, donando de manera voluntaria a los Institutos, una muestra
de 5 mL de sangre venosa, para que realicen los estudios de diagndstico en los laboratorios de la
Universidad y se confirme que se trata de infeccion por Leishmania. Los investigadores responsables se
han comprometido a darme informacion oportuna sobre cualquier inquietud relacionada con la
investigacion y aclarar cualquier procedimiento del mismo. Me garantizan confidencialidad y que los
resultados de las pruebas me serdn entregados oportunamente. Entiendo que conservo el derecho de
retirar la participacion de mi representado en el estudio, en cualquier momento que desee.

Firma del Representante

DECLARACION DEL INVESTIGADOR:

Luego de haber explicado detalladamente al participante la naturaleza del protocolo mencionado.
Certifico mediante la presente que, a mi leal saber, el sujeto que firma este formulario de
consentimiento comprende la naturaleza, requerimientos, riesgos y beneficios de la participacion en
este estudio. Ningtn problema de indole médica, de idioma o de instruccion han impedido al sujeto
tener una clara comprension de su compromiso con este estudio.

Nombre del Investigador:
C.lL.:
Lugar: Firma del Investigador:
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ta clinico-epidemiologica para descripcion de la poblaciéigt \ @

Instituto de Biologia Molecular de Parésitos

UNIVERSIDAD DE CARABOBO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA DE BIOANALISIS-SEDE CARABOBO
INSTITUTO DE BIOLOGIiA MOLECULAR DE PARASITOS
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS “DR. FRANCISCO J. TRIANA ALONSO”

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Proyecto de Investigacion: “Caracterizacion molecular de infeccion por Leishmania spp. y su distribucion
geoespacial en la comunidad Las Trincheras, municipio Naguanagua, estado Carabobo, afio 2023”.

La presente encuesta tiene como objetivo determinar las condiciones sociodemograficas y epidemioldgicas del
grupo familiar incluyendo evaluacidn clinica de lesiones en los participantes en el estudio. Se realiza con fines
investigativos.

Encuesta N° Encuestador: Fecha: / /2023
Encuestado: C.L: (Es el jefe de familia? Si No
Localizacién: N° Vivienda: Latitud: Longitud: SRC:

1. Datos Personales:

Género: M F Edad: Fecha de Nacimiento: // Lugar de Nacimiento:
Raza: Blanca Negra Mestiza Amarilla
Estado Civil: Soltero Casado Divorciado Viudo Concubinato

Direccion de Habitacion:

Teléfono de Habitacion: Celular:
Grupo familiar: N° de personas N° de Nifios N° de Adultos
N° |Miembros del grupo familiar Sexo Edad

I1. Datos Sociodemograficos:

Tiempo de residencia en su direccion actual: <1 afio 1-3 afios 4-10 afios >10 afos
Residencia: Propia Alquilada Familiar Prestada Invadida
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Trabajo u Ocupacion actual: Desempleado Agricultor Del Hogar Obrero

Comerciante ~~ Empleado ~ Funcionario Estudiante Otros
Lugar de Trabajo: Duraciéon: _ horas

Estratificacion Socioeconémica:

Profesion del jefe de familia: Universitario:  Técnico Superior:  Empleado:  Obrero especializado:
____Obrero no especializado: Otros:

Grado de Instrucciéon: Universitario: Técnico Superior: Bachiller:  III Etapa (7-9°): 1l Etapa
(4-6°): 1 Etapa (1-3°): _ Preescolar: _ Analfabeta: _ Otro:

Fuente principal de ingresos:

Herencia: Ganancias/Honorarios: Sueldo mensual: Salario semanal: A destajo:
Donaciones/Becas: Ingreso mensual familiar:
Bs/$

II1. Caracteristicas de la Vivienda:

Condicion de la Vivienda:

Tipo de Vivienda: Casa Apartamento Rancho Otro

Condicion fisica de la vivienda: Construida En construccion

Paredes: Bloques/Ladrillos ~~ Madera  Carton  Metal Otros

Techos: Concreto  Madera  Asbesto Carton Zinc/Acerolit

Pisos: Ceramica ~ Madera  Cemento Tierra Otros

Patios: Ceramica Madera Cemento Tierra Otros

Servicios con que cuenta la vivienda: Agua por tuberias Aseo urbano Cloacas Luz
Gas Alcantarillado Tanque de agua

Frecuentemente almacena agua en tobos: Si No

Cuéntos bafos tiene la casa: que estan dentro o fuera de la casa (D/F):

Condiciones Grupo Familiar:

Cuantas personas viven en el hogar: Cuantas familias viven juntas en el hogar:

Cuantas habitaciones tiene la casa: Numero maximo de personas que duermen por habitacion:

Numero maximo de personas que duermen en una misma cama:

IV. Datos Clinicos:

Numero de miembros de la familia: Sintomaticos: Asintomaticos:
Signos y sintomas:
Coloque el nimero del miembro de su familia que haya presentado los siguientes signos y sintomas: Lesiones en

piel ulcerada Dolor en lesion Descamacion Costras serohematicas Prurito
(comezoén) Sensacion de obstruccion nasal Inflamacion de la nariz _ Aumento de volumen
en la punta de la nariz Flujo nasal con sangre Sangrado de nariz Destruccion de nariz
Destruccion de paladar Destruccion de faringe Fiebre Malestar general
Inflamacién e induracion local en piel Pérdida de peso Anorexia (pérdida de apetito)
Diarrea Inflamacién de ganglios Crecimiento de higado/bazo Lesiones de membranas
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mucosas Granuloma dérmico Lesiones en piel circunscritas y no ulceradas Otro

especificar

Diagnostico probable:

Leishmaniasis cutanea localizada (J Leishmaniasis mucocutanea [ Leishmaniasis visceral [
Leishmaniasis cutanea difusa O Leishmaniasis diseminada [ Leishmaniasis mucosa [
Observaciones

Ubicacidn de las lesiones:
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Diametro de las lesiones:

55 == ‘ Hasta 3 cm Mayor de 3 cm
-r;i\,- s/ O\ |} — O
{ J
Intradermorreaccion:
(Se aplico IDR (Leishmanina)? Si No Fecha de aplicacion: / /
Resultado: Positivo Negativo Tamaiio lectura mm
Diagnostico vy tratamiento:
(Ha acudido a un centro de salud (publico o privado) para diagnostico o tratamiento? Si: No:
En caso que su respuesta sea afirmativa, ;Fue diagnosticado mediante pruebas de laboratorio? Si: No:
(Recibid tratamiento para leishmaniasis? Si No (Cual?
(Cumplié el tratamiento completo? Si No Fecha inicio: Fecha culminacion:
(Presento reacciones adversas al tratamiento? Si No (Cual?

V. Datos Epidemiolégicos:

Su vivienda se encuentra cerca de: Basureros Plazas de mercado Mataderos Canales de
aguas negras Plantas de tratamientos aguas residuales Vegetacion alta arborea-arbustiva
Vegetacion baja agropastoril Suelo desnudo
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Vectores y reservorios parasitarios:

Convive en su casa con animales: Si No (Cantidad de perros en la casa?

(Tienen control veterinario? Si No Desparasitacion _ Vacunacion

Sabe de la presencia de plagas en el sector: Si No

( Tuvo contacto con Lutzomyia? Si: No: (Usa mosquiteros en su hogar? Si No
(Se ha puesto en practica la fumigacion para evitar insectos roedores en la vivienda? Si No

Gracias por su colaboracion
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