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ABSTRACT

Leishmaniasis is a persistent disease caused by the bite of a sandfly carrying the Leishmania parasite. Clinical
manifestations include lesions of the skin, mucous membranes and internal organs. Parasite diagnosis is
characterized by direct observation of the parasite by staining methods. Immunological tests determine the
patient’s humoral response. Molecular tests, such as conventional PCR, identify the subgenome and genome
of the parasite by amplification of a specific DNA or RNA sequence. This research provides a set of techniques
applicable to the diagnosis of leishmaniasis, with the loop-mediated isothermal amplification method (LAMP)
being a rapid DNA or RNA sequence amplification test that does not require sophisticated equipment and
has a sensitivity and specificity of 100 %. In addition, the efficacy of artificial intelligence using database-
driven algorithms to diagnose cutaneous Leishmania was examined. A literature review of scientific articles
in databases such as PubMed, SciELO and Elsevier was carried out to perform a descriptive analysis of current
and future diagnostic methods in Leishmaniasis.

Keywords: Artificial Intelligence; Loop-Mediated Isothermal Amplification; Polymerase Chain Reaction.
RESUMEN

La leishmaniasis es una afeccion persistente que surge tras la picadura de un flebotomo portador del parasito
Leishmania, las manifestaciones clinicas incluyen lesiones en la piel, membranas mucosas y 6rganos internos.
El diagndstico parasitario se caracteriza por la observacion directa del parasito mediante métodos de tincion.
Las pruebas inmunolégicas determinan la respuesta humoral del paciente. Las pruebas moleculares, como la
PCR convencional, permiten identificar el genoma del parasito mediante la amplificacion de una secuencia
especifica de ADN o ARN. Esta investigacion aporta un conjunto de técnicas aplicables para el diagnostico de
Leishmaniasis, siendo el método de amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP) una prueba rapida
de amplificacion de secuencias de ADN o ARN, no requiere equipos sofisticados y tiene una sensibilidad y
especificidad del 100 %. Ademas, se examind la eficacia de la inteligencia artificial a través de algoritmos
basados en bases de datos para diagnosticar Leishmania cutanea. Se llevé a cabo una revision bibliografica
de articulos cientificos en base de datos como: PubMed, SciELO y Elsevier para llevar a cabo un analisis
descriptivo de los métodos diagnostico actuales y futuros de Leishmaniasis.

Palabras clave: Inteligencia artificial; Método de Amplificacion Isotérmica Mediada Por Bucle; Reaccion en
Cadena de la Polimerasa.

INTRODUCCION
La leishmaniasis es una enfermedad cronica que se transmitirse entre animales y seres humanos mediante
transmision vectorial causada por mas de 20 especies de Leishmania se transmite por la picadura de
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fleb6tomos hembras infectadas.” Esta enfermedad es causada por el protozoo intracelular que pertenece al
género Lutzomya familia trypanosomatidae y su ciclo de vida muestra dos estadios: promastigote que presenta
una forma alargada y un flagelo que le permite su movilidad y se desarrolla en el tracto digestivo del vector
hembra @ los amastigotes son células de forma circular, en su interior cuenta con una estructura caracteristica
en forma de bastdon conocida como cinetoplasto su tamano oscila entre 1 a 4 micras, el amastigote es la forma
replicativa del Parasito.%

En el ambito clinico de la enfermedad, se identifican tres formas principales: la lesion cutanea (LC), que es
la mas comun, la mucocutanea (LM) y la visceral (LV), esta ultima siendo la mas grave o mortal para los seres
humanos, conocida como kala-azar. “ La leishmaniasis constituye un desafio de salud publica a escala global,
impactando a mas de 100 naciones. Esta enfermedad es endémica en regiones de Africa, Asia, América Central,
del Sur y del Mediterraneo.®

En Ecuador, se ha detectado la presencia de este parasito en 22 de las 24 provincias, con un total de 5,306
casos registrados desde enero de 2019 hasta diciembre de 2023. Segln el informe epidemioldgico del Ministerio
de Salud Publica (MSP) emitido en 2023, se han notificado 942 casos confirmados oportunamente. La incidencia
de leishmaniasis afecta tanto a hombres como a mujeres en el rango de edades comprendido entre los 15y los
49 anos. © En la provincia de Azuay son 7 casos de LC, Bolivar 9 LC, Chimborazo 2 LC, Cotopaxi 5 LC, El Oro 13
LC, Esmeraldas 89 LC, Guayas 15 LC, Imbabura 30 LC, Loja 8 y 1 caso LMC LC, Los Rios 8 LC y 1 LMC, Manabi
79 LC, Morona Santiago 150 LC y 10 casos de LMC, Napo 38 LC y 3 LMC, Orellana 43 LC, 4 LMC, Pastaza 66 LCy
3 LMC, Pichincha 196 casos de LC 'y 2 casos de LMC, Santa Elena 5 LC, Santo Domingo 51 LC, Sucumbios 48 LC,
Tungurahua 3 casos de LC y 1 LMC, Zamora Chinchipe 48 casos LC, Zona no delimitada 4 LC.®

En pacientes que presentan lesiones cutaneas (LC) o mucocutaneas (LCM) se lleva a cabo un examen fisico
que debe abarcar la historia clinica, la cronologia de los viajes del paciente, asi como pruebas de laboratorio
gue son esenciales para realizar un diagnostico diferencial de la leishmaniosis——La relevancia de mejorar los
métodos de diagnodstico para la leishmaniasis reside en la diversidad de manifestaciones clinicas observadas
en las formas LC y LMC. Estos métodos incluyen enfoques parasitarios, inmunoldgicos, moleculares e incluso la
utilizacion de la Inteligencia Artificial, que ofrece una sensibilidad y especificidad del 100 %. Esto se busca con
el fin de garantizar que el tratamiento sea apropiado y llegue oportunamente al paciente. 7® El objetivo de
esta revision bibliografica es actualizar informacion sobre las nuevas técnicas diagnosticas para la enfermedad
de Leishmania, desarrollando un analisis descriptivo de los métodos utilizados hasta el 2024, estableciendo
sus ventajas y desventajas, y determinando la utilidad de la Inteligencia Artificial (IA) en el diagnostico de la
leishmaniasis.

METODO

La busqueda bibliografica fue realizada en base de datos como: repositorio académico UTA, Elsevier, Pudmed,
SciELO, comprendidos entre los afios 2019 - 2024, en el idioma espariol e inglés, que tienen relacion a métodos
de diagnostico clinico de Leishmaniasis. Se empleé el método analitico descriptivo.

RESULTADOS

El método de busqueda y los resultados se muestran en la figura 1. La bUsqueda bibliografica inicial en la
literatura arrojé un total de 60 estudios publicados, de los que se realizd la eliminacion de 25 estudios de
anos antiguos, 5 publicaciones duplicadas,4 excluidos por no aportar informacion relevante y actualizada a la
investigacion; por tanto, se incluyeron un total de 26 articulos que se publicaron entre 2019-2024. Todos los
documentos seleccionados se analizaron mediante la gestion de referencias Mendeley.

Diagnostico de laboratorio

Tincion

Las técnicas parasitologicas posibilitan la visualizacion del parasito en su fase de amastigote. El método de
tincion preferido es el de Romanowsky, que emplea un colorante basico, como el azul de metileno, para fijarse
a las estructuras acidas, y un colorante acido, como la eosina, que se adhiere a estructuras con pH basico.
Las técnicas de microscopia en LC han evidenciado una sensibilidad baja, de aproximadamente 67-77 %, pero
exhiben una especificidad del 100 %. ©19

Frotis

Este método posibilita la observacion directa del amastigote de Leishmania, caracterizado por un citoplasma
de tono azul tenue, un kinetoplasto con coloracion lila en forma de barra y un nicleo de tonalidad roja, ya
sea en el interior de los macrofagos o fuera de ellos (Jiménez, 2023). Se considera como el estandar de oro en
muestras obtenidas mediante raspados, aspirados de ganglios linfaticos o lesiones. %'

La sensibilidad de la técnica oscila entre el 67 % y el 77 %, mientras que la especificidad se sitla entre el
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80 % y el 100 %. Entre sus ventajas se destacan su rapidez en el diagnostico, su bajo costo y la prescindencia
de equipos sofisticados o reactivos costosos. (" Sin embargo, una limitacion importante es que la precision del
diagnostico depende en gran medida de la experiencia del analista."”

NUMERO TOTAL DE ESTUDIOS IDENTIFICADOS
60
GOOGLE ACADEMICC= 20
PudMed=25
Biblioteca Virtual= 5

Estudios de afios antiguos

Excluidas =25
'

IDENTIFICACION
= —
| I
v

Publicaciones duplicadas

N=5

N=30

No aportan nueva informacion

N=4

N=26

Estudios incluidos en |a revision

N=26

Figura 1. Diagrama Prisma para revision bibliografica que examina técnicas diagnosticas de Leishmania

Cultivo

El analisis directo del parasito Leishmania se complementa mediante el cultivo. Sin embargo, ain no se ha
desarrollado un medio de cultivo universal debido a su pH acido, similar al de las fagolisosomas, que permite la
progresion del promastigote obtenido de muestras de aspirado o biopsia al estadio de amastigote. Los medios
de cultivo comUnmente utilizados incluyen el agar Novy-Nicolle-Mcneal (NNN), enriquecido con sangre de
conejo desfibrinada, que es un medio bifasico para la observacion de promastigotes, asi como el medio liquido
Schneider’s Drosophila, que favorece el crecimiento del parasito. La temperatura 6ptima para el crecimiento es
de 23°C, y el tiempo de positividad puede variar entre 3 y 30 dias. La sensibilidad del cultivo varia entre el 60
%y el 70 %1°1.12 mientras que la especificidad alcanza el 100% en microscopia de LC con muestra de aspirado
de médula de bazo, higado o ganglios linfaticos. Esta técnica posibilita la confinacion de organismos para llevar
a cabo pruebas de genotipificacion y susceptibilidad.

Seglin Gow I, Smith NC una adaptacion de esta técnica de cultivo es el cultivo microcapilar, el cual emplea
medios liquidos monofasicos. Estos medios muestran una sensibilidad del 98.9 % en comparacion con los
métodos de cultivo convencionales, ya que recrean las condiciones anaerobicas necesarias para inducir la
transformacion del amastigote al promastigote. * El método de cultivo, al aislar eficientemente el parasito,
presenta beneficios significativos. Los nuevos enfoques, como el cultivo microcapilar, requieren un tiempo
de incubacion reducido, lo que agiliza el proceso de deteccion a3, Por otro lado, el método tradicional es
susceptible a la contaminacion, lo que implica la necesidad de equipos especiales para prevenirla, y su lectura
demanda un periodo prolongado, que puede variar entre 3 y 30 dias. (%13

Andlisis histopatologico

El analisis histopatologico requiere de técnicas como la biopsia la que implica la extraccion de tejido de
un organismo vivo para su estudio microscopico con el fin de tener un diagnostico. En el analisis histologico se
observan amastigotes contenidos en los histiocitos después de realizar la tincion de eleccion puede ser Giemsa
o eosina y hematoxilina para facilitar la visualizacion de los parasitos y proporcionar una identificacion precisa.
13 La sensibilidad de la técnica varia entre el 42 % y el 70 %, mientras que su especificidad es del 100 %. Entre
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las ventajas de esta técnica se encuentra la posibilidad de observar directamente los amastigotes. No obstante,
presenta la desventaja de que el nimero de amastigotes tiende a disminuir a medida que la enfermedad
avanza, lo que puede afectar la eficacia del analisis dependiendo del estadio de la enfermedad. (*

PRUEBAS INMUNOLOGICAS
Prueba de Montenegro

Es una prueba de intradermorreaccion que induce una respuesta de hipersensibilidad retardada mediante la
administracion de antigenos atenuados al calor de promastigotes. El propdsito de esta prueba intradérmica es
observar la macula-papula después de 48 a 72 horas de la aplicacion del antigeno. Se considera que la prueba es
positiva si hay una induracion de mas de 5 mm, lo que sugiere una respuesta inmune activada contra el antigeno
y, por lo tanto, indica una posible exposicion previa al parasito. (349 La técnica presenta una sensibilidad
que oscila entre el 86 % y el 100 %, con una especificidad superior al 90 %. ¥ Entre sus ventajas se destaca su
bajo costo y su capacidad para diagnosticar incluso en pacientes asintomaticos, lo que la hace Util en estudios
epidemioldgicos. Sin embargo, tiene la limitacion de no poder diferenciar entre infecciones preexistentes y
recientes, lo que puede generar resultados falsos negativos, especialmente durante el primer mes de infeccion
y en pacientes menores de un afo. (131415.16)

Inmunoflourescencia Indirecta (IFl)

Se trata de un método que evalla la respuesta humoral ante los antigenos de Leishmania mediante la
reaccion de promastigotes atenuados. En este procedimiento, se utiliza el microscopio de luz ultravioleta
para la lectura de los resultados. Se considera que la muestra es positiva cuando se observa una fluorescencia
caracteristica bajo el microscopio de luz ultravioleta, lo que indica la presencia de anticuerpos especificos
contra los antigenos en la muestra analizada. >4 La técnica muestra una sensibilidad del 84 % y una
especificidad del 100 %, utilizando como sustrato antigénico el anticuerpo de epimastigotes de T. cruzi y una
coloracion nuclear para el diagnoéstico!"®'”) Entre sus ventajas se encuentra el bajo costo, ya que permite la
realizacion del sustrato antigénico en el laboratorio, especialmente en casos de complejidad mediana como el
anticuerpo de epimastigotes de T. cruzi, que ha demostrado una diferenciacion fluorescente en el diagndstico.
Ademas, en el caso de Leishmania, la coloracion nuclear facilita la deteccion, mostrando un color intenso solo
en el nicleo, a diferencia de enfermedades como el Chagas, donde la fluorescencia parasitaria es periférica.
Sin embargo, presenta desventajas como reacciones cruzadas en casos de coinfeccion con la enfermedad de

Chagas, asi como la posibilidad de falsos positivos debido a otras infecciones como la tuberculosis y las micosis.
(16,17)

SEROLOGICAS
Los métodos seroldgicos son de apoyo en LV siendo los mas utilizados junto a PCR

Ensayo Inmuno Absorbente ligados a Enzimas (ELISA)

Es un método seroldgico que consiste en la deteccion cuantitativa de un antigeno en la muestra de estudio,
la sensibilidad de este método depende del antigeno a utilizar en el laboratorio en LV este método es el mas
recomendado, en estudios realizados en Kenia y Brasil de ELISA de ensayo multiplexado ensamblado presenta
una sensibilidad de hasta el 100 %.(® La técnica muestra una sensibilidad que varia entre el 80 % y el 100 %,
con una especificidad del 94 %, utilizando como sustrato el anticuerpo IgG y el antigeno CSA (Crude Soluble
Antigen) Entre sus ventajas se destaca su alta sensibilidad para la leishmaniasis visceral (LV). Sin embargo,
presenta la desventaja de tener reactividad cruzada con enfermedades como la tripanosomiasis, la enfermedad
de Chagas, la tuberculosis y la toxoplasmosis. Ademas, se sefiala que su sensibilidad esta influenciada por el
tipo de antigeno empleado.®

Prueba de Aglutinacion Directa (DAT)

La prueba se basa en la aglutinacion de la preparacion de antigenos de promastigotes de Leishmania con la
respuesta humoral del paciente. Este método es de ayuda en LV (® Esta metodologia muestra una sensibilidad
del 87 % y una especificidad del 86 %, utilizando como sustrato el anticuerpo IgG Entre sus ventajas se destaca
su alta sensibilidad y especificidad, especialmente en paises endémicos de leishmaniasis visceral (LV). Sin
embargo, presenta la desventaja del periodo de incubacion requerido para obtener resultados 12

Prueba Inmunocromatogrdfica rk39

Es una prueba de apoyo diagndstico para la leishmaniasis visceral (LV). Este inmunoensayo cromatografico
se lleva a cabo utilizando un casete que contiene una almohadilla impregnada con el antigeno rk39 y un
conjugado de IgG. En los resultados positivos, la lectura se obtiene después de un minuto, y el casete presenta
tres bandas. El resultado se considera positivo cuando aparecen dos lineas en el casete.? La técnica muestra
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una sensibilidad del 78 % y una especificidad del 100 % en leishmaniasis visceral (LV), utilizando como antigeno
el de L. infantum K rK39 y como anticuerpo IgG e IgM, dependiendo del kit comercial®. Entre sus ventajas
se destaca su capacidad para reproducirse, su bajo costo y su tiempo rapido de resultados, con un promedio
de 20 minutos, ademas de no requerir equipos especializados. Sin embargo, presenta la desventaja de que su
especificidad puede variar segun el kit comercial utilizado. ?°

PRUEBAS MOLECULARES

Estos ensayos posibilitan la identificacion del parasito, su subgénero y su genoma mediante la amplificacion
de secuencias especificas de ADN o ARN. Dependiendo del tipo de prueba, este proceso puede implicar
desnaturalizacion, hibridacion y extension, y requiere la presencia de una plantilla genética. 2"

Reaccion en cadena de la polimerasa convencional (gPCR)
Se utiliza el gen HSP70N que contiene 593 pb y su sensibilidad es de 88 % y especificidad es del 100 %. %29

PRUEBAS PARASITOLOGICAS PRUEBAS INMUNOLOGICAS
@ "y
e ‘ \
. ey
Observacion de .mll“ﬂﬁl‘
én téenicas como Observacion de promastigote Respuesta Inmunologica IgG. IgM
frotis Técnicas como Prueba de Montenegro, IFI, ELISA, DAT, Rk39
Biopsia Cultivo en medio bifasico NNN o utiliza antigenos como CSA en Elisa, liofilizados
Analisis Histopatolégico medio liquido Schneider de promastigoto de Leishmania o Antigenos de
L. infantum segun la técnicas

METODOS DE DETECCION DE LEISHMANIA PRESENTES Y

FUTUROS
Pruebas Moleculares En Desarrollo
PCR LAMP
(™ oum
=y
Técnica de colorimetria de 1A
CPCR amplifica regiones de Iif ‘ | in |
ADN para identificar genero amplificacion isotermica evalua con mayor precision lesiones
y especie mediada por bucle cutaneas permite identificar
en este caso el Gen es amplifica el gen 18S rRNA caracteristicas relacionadas a la
HSP70 con $93pb del minicirculo del infeccion por Leishmania spp,
kinetoplasto con 188pb mediante software de actualizacion
constante

Fuente: Elaboracion propia.
Figura 1. Método de Diagndstico en Leishmania presente y Futuro

Reaccion en cadena de la polimerasa - fusion de alta resolucién (PCR- HRM)

Este ensayo esta basado en el gen de ADN polimerasa identifica diversas especies de Leishmania, dada la
presencia de polimorfismos genéticos considerando la habilidad de distinguir estas variaciones mediante PCR
HRM con una sensibilidad y especificidad 100 %.

Entre las ventajas de este examen se encuentra que se considera una prueba rapida de diagnostico,
identifica cepas que muestran resistencia a farmacos. Detecta la infeccion aun con una carga parasitaria
escasa, determina de 3 cepas de Leishmania conjuntamente.®"

Amplificacion Isotérmica Mediada por Bucle (LAMP)

Se trata de una técnica de amplificacion isotérmica de ADN que utiliza cebadores especificos para formar
estructuras de bucle. Esto permite la deteccion y amplificacion de ADN o ARN. El mecanismo de la reaccion
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en cadena de la polimerasa mediada por bucles (LAMP) consta de tres etapas: iniciacion, amplificacion ciclica
y elongacion. @22 LAMP amplifica los genes 18S rRNA del mini circulo de Kinetoplasto ADN ( kDNA) debido
a su conservacion y sensibilidad el numero de pb varia entre especies por lo que el aproximado es de 220
pb, en diferentes estudios para Leishmania vannia se amplifica el gen HSP70 con 188 pb esto segun revistas
terapéuticas. @?

Las ventajas de esta técnica radican en que es una prueba rapida y sensible que no requiere de equipos
sofisticados. Permite la reaccion de la amplificacion con el uso de un bafio maria que procure una temperatura
constante razon por la cual el uso de cicladores térmicos no son necesarios. Su desventaja esta en el
desconocimiento de esta técnica en paises en desarrollo. @

TECNICAS EN DESARROLLO
Inteligencia Artificial (1A)

Consiste en el analisis de informacion estadistica de datos epidemiologicos el uso de algoritmos de aprendizaje
automatico permite evaluar con mayor precision lesiones cutaneas permite identificar caracteristicas
relacionadas a la infeccion por Leishmania spp, *¥ reduce el tiempo diagndstico utiliza imagenes de las lesiones
provocadas por el parasito, registros médicos lo que permite que la |A siga actualizando su base de informacion,
esto mediante software.

Las ventajas radican en que el tiempo de diagnostico es minimo por lo que el paciente puede recibir un
tratamiento oportuno, no es invasivo, no requiere tomar muestras el tiempo de espera es relativamente corto
en comparacion a cualquier otra técnica.

Las desventajas radican en que la IA presenta implicaciones éticas, pues el uso de datos de los pacientes por
ser privados la |A esta condicionada a la calidad de datos e imagenes que son ingresados. ¢
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CONCLUSIONES

La leishmaniasis es una enfermedad crdnica que ocurre después de la picadura de un fleb6tomo infectado con
el parasito Leishmania. Sus manifestaciones clinicas pueden implicar dafos en la piel, como en la leishmaniasis
cutanea (LC), lesiones mucocutaneas en la leishmaniasis mucocutanea (LMC) y afectacion de organos internos
en la leishmaniasis visceral (LV). En Ecuador, la prevalencia de LC en zonas endémicas es significativa, lo que
destaca la necesidad de actualizar los métodos de diagnostico. Actualmente, se disponen de diversos métodos
para diagnosticar la leishmaniasis, siendo los mas utilizados en LC los métodos parasitologicos, que permiten
la observacion directa del parasito. Entre estos, el frotis se considera el método dptimo, aunque su eficacia
puede variar segun la pericia del analista y la calidad de los reactivos de tincion. A pesar de estas limitaciones,
su rapidez y facilidad de aplicacion los convierten en el estandar de oro para el diagnostico de LC.

Los métodos inmunologicos y seroldgicos resultan de gran relevancia en el diagndstico de LV la desventaja
que presentan es que no pueden distinguir entre una infeccion actual y una infeccion parasitaria pre existente,
ademas pueden ocurrir reacciones cruzadas.
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Los métodos moleculares alin no son considerados como pruebas estandar, No obstante la importancia de
la PCR-HRM se presenta por su capacidad para detectar infecciones parasitarias con cantidades minimas de
ADN, este progreso representa una mejora significativa en la sensibilidad analitica para detectar Leishmania
spp, LAMP presenta una sensibilidad y especificidad del 100% no necesita equipos avanzados, lo que convierte a
esta técnica en una prueba rapida adecuada para su uso en zonas endémicas el desafio de LAMP es la falta de
conocimiento de esta técnica en paises en desarrollo.

El uso de inteligencia artificial (IA) en el diagnostico de LC sigue un patrén similar. Esta tecnologia es capaz
de reconocer patrones en las lesiones de LC, lo que proporciona un diagnostico mas preciso. Sin embargo, su
efectividad alin esta vinculada a la habilidad del profesional de la salud, ya que la IA se entrena con una base
de datos de imagenes de alta calidad para evitar errores en el diagnostico. Ademas, las implicaciones éticas
representan un desafio significativo para la implementacion ética y responsable de la IA en este contexto.
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