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RESUMEN

Antecedentes

En leishmaniasis, el diagndstico preciso es esencial debido a la alta toxicidad de los
medicamentos para la enfermedad. Sin embargo, el diagndstico de leishmaniasis
cutanea (LC) se ve obstaculizado por la ausencia de un estandar de oro. Las
tecnologias de diagnostico molecular, en particular la prueba de amplificacion
isotérmica de DNA mediante recombinasa y polimerasa (RPA), es una metodologia
relativamente nueva y una alternativa muy verséatil a la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) toda vez que permite el desarrollo de pruebas diagnésticas
rapidas y portétiles para la amplificacion y deteccion de DNA del parasito. La RPA
es una tecnologia ideal para usar en campo y en puntos de atencidén con recursos
limitados, y particularmente para sitios donde la rapidez del diagndstico es esencial.
La RPA es facil de transportar, facil de usar y altamente sensible en la deteccion de
leishmania, que es especialmente relevante en las lesiones cutaneas cronicas con
menor carga parasitaria. La RPA es tan especifica como la PCR, con la ventaja
adicional que es muchisimo mas rapida y econdémica. Este estudio permitio
determinar las diferentes medidas de rendimiento diagnéstico (sensibilidad,
especificidad, valores predictivos), el grado de concordancia inter-observador para
la prueba diagnéstica RPA y su efectividad diagndstica a través de un analisis de
costo- efectividad en pacientes con sospecha clinica de LC.

Métodos

Se incluyeron muestras de ciento veintiocho pacientes con sospecha de CL
atendidos en 10 municipios de los departamentos de Antioquia, Boyaca, Sucre,
Caldas, Tolima y Chocé, previa obtencién de la autorizacion para el uso de las
muestras clinicas con fines diagnosticos. Las muestras se procesaron para analisis
por examen directo — frotis o extendido, PCR convencional y RPA.

Resultados

La nueva prueba diagnoéstica RPA realizada en el Centro de evaluacion, demostré
ser mas sensible 90,4% (95% CI 81,9 — 95,7) que el tradicional examen directo (42
— 67%), con un 14% de fallos en la deteccion de LC (falsos positivos), datos sin
ajustar por estandar de referencia imperfecto; y una sensibilidad ajustada por
estandar de referencia imperfecto del 100%. Con respecto a la especificidad, la RPA
fue mas especifica 72,7% (95% CI 57,2 — 85,0), con un 20% de casos de LC que
no fueron detectados (falsos negativos), sin ajustar por estandar de referencia
imperfecto; y una especificidad ajustada por estandar de referencia imperfecto del
100%.



La aproximacion al andlisis de costo-efectividad evidencid6 que cada unidad
adicional (1%) de sensibilidad en el diagndstico de la LC, de la prueba diagndstica
RPA cuesta $ 2,500.0 pesos mas que el tradicional examen directo y cada unidad
adicional (1%) de especificidad cuesta $ 2,500.0 pesos mas que el tradicional
examen directo.

Conclusiones:

La sensibilidad de la RPA evaluada en campo fue mayor a la sensibilidad de la RPA
evaluada en el Centro de Referencia. Dada la mayor sensibilidad y las ventajas
adicionales de la RPA como son la eliminacién del componente subjetivo asociado
al examen directo, la versatilidad de la tecnologia y su facilidad de transportar y
utilizar en campo y en puntos de atencidn con recursos limitados, se justifica
implementar la RPA en los sitios de atencion de pacientes con sospecha clinica de
LC, donde la rapidez del diagnostico es esencial para el acceso a un tratamiento
oportuno.

La aproximacion al analisis de costo-efectividad demostréo que la RPA es mas
econdémica que el examen directo en términos de ganancia adicional en sensibilidad
y especificidad, lo que representa una ventaja adicional para la implementacion de
la RPA en campo.

Palabras Claves:

Amplificacién isotérmica mediante recombinasa y polimerasa (RPA); evaluacion de
pruebas diagnosticas; leishmaniasis cutanea; examen directo; PCR convencional.



ABSTRACT
Background

In leishmaniasis, accurate diagnosis is essential due to the high toxicity of the drugs
for the disease. Nevertheless, diagnosis of cutaneous leishmaniasis (LC) is
hampered by the absence of a gold standard. Molecular diagnostic technologies, in
particular the isothermal DNA amplification test using Recombinase Polymerase
Amplification (RPA), represents the advance and isothermal replacement of
Polymerase chain reaction (PCR); is a relatively new methodology for amplifying
DNA and a very versatile alternative to conventional PCR for the development of
rapid and portable diagnostic tests for nucleic acid detection. RPA is an ideal
technology for use in the field and at points of care with minimal resources, and
particularly for sites where rapid diagnosis is essential. RPA is easy to transport,
easy to use and highly sensitive in the detection of leishmania, which is especially
relevant in chronic skin lesions with less parasitic load. RPA is as specific as PCR,
with the additional advantage that it is much faster and cheaper. This study allowed
to determine the different measures of diagnostic performance (sensitivity,
specificity, predictive values), the degree of inter-observer concordance for
diagnostic tests (RPA and direct examination - smear or extended) and the
effectiveness of diagnostic tests through a cost-effectiveness analysis in patients
with clinical suspicion of LC.

Methods

Samples of one hundred and twenty-eight patients with suspected CL attended in
10 municipalities of the departments of Antioquia, Boyaca, Sucre, Caldas, Tolima
and Choco were included, after obtaining authorization for the use of clinical samples
for diagnostic purposes. Samples were processed for analysis by direct examination
- smear, conventional PCR and RPA.

Results

The new RPA diagnostic test performed at the Evaluation Center, proved to be more
sensitive 90.4% (95% CI 81.9 - 95.7) than the traditional Direct Exam (42 - 67%),
with 14% failures in the detection of LC (false positives), data not adjusted by
imperfect reference standard; and a sensitivity adjusted by imperfect reference
standard of 100%. Regarding specificity, RPA was more specific 72.7% (95% CI
57.2 - 85.0), with 20% of LC cases that were not detected (false negatives), without
adjusting by the imperfect reference standard; and a specificity of 100% adjusted by
the imperfect reference standard.

The RPA evaluated in the field showed greater sensitivity 90.4% (95% CI 81.9 - 95.7)
than the RPA evaluated in the Reference Center 72.9% (95% CIl 62.2 - 82.0) but
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lower specificity 72.7% (95% CI 57.2 - 85.0) and 83.3% (95% CI 68.6 - 93.0)
respectively.

The approach to the cost-effectiveness analysis showed that each additional unit
(1%) of Sensitivity in the diagnosis of LC, through the diagnostic test RPA costs $
2,500.0 pesos more than the traditional "Direct exam", and each additional unit (1%)
of Specificity costs $ 2,500.0 pesos more than the traditional "Direct exam"

Conclusions

The sensitivity of the RPA evaluated in the field was greater than the sensitivity of
the RPA evaluated in the Reference Center. Given the increased sensitivity and
additional advantages of RPA such as the elimination of the subjective component
associated with direct examination, the versatility of the technology and its ease of
transport and use in the field and in points of care with limited resources, it is justified
to implement the RPA in the care sites of patients with clinical suspicion of LC, where
rapid diagnosis is essential for access to timely treatment.

An approach to the cost-effectiveness analysis demonstrated that RPA is cheaper
than direct examination in terms of the increase in sensitivity and specificity, which
represents an additional advantage for implementing RPA in the field.

Keys words

Recombinase Polymerase Amplification (RPA); Cutaneous Leishmaniasis (CL);
Diagnostic accuracy study.
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1. FORMULACION DEL PROBLEMA

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La leishmaniasis cutanea (LC) es una enfermedad reemergente en el mundo, que
hace parte del grupo de las enfermedades tropicales desatendidas. En los ultimos
afos, la incidencia de esta enfermedad se ha incrementado significativamente a
nivel mundial, con la aparicion de nuevas areas endémicas (1). La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), considera la enfermedad como reemergente y sin
control, con una alta carga de enfermedad por los afios de vida perdidos asociados
a discapacidad por las complicaciones ante la falta de un tratamiento oportuno que
puede llevar a mutilaciones o desfiguracion o0 por los efectos secundarios
producidos por la toxicidad de los medicamentos disponibles que pueden ser graves
y letales (2).

En Colombia la situacion es preocupante debido al incremento de casos de LC que
se ha registrado en los ultimos afios, y el cambio en el patron epidemiolégico dado
por la aparicion de nuevos focos, el proceso creciente de domiciliacion y
urbanizacion del ciclo de trasmision. Sin embargo, los datos oficiales no reflejan la
realidad de la afecciéon humana debido a varios factores limitantes: 1) numerosos
casos no son diagnosticados o no se declaran, 2) la mayoria de los datos oficiales
se obtienen exclusivamente a partir de la deteccion pasiva de los casos, 3) el
namero de personas infectadas asintométicas, es mucho mayor que el nimero de
casos que manifiestan la enfermedad y, finalmente, 4) la leishmaniasis es de
declaracion obligatoria en s6lo 40 de los 99 paises endémicos (recientemente se
incluyé a Australia). Estos aspectos hacen que la leishmaniasis junto con la malaria,
esquistosomiasis, filariasis, tripanosomiasis y tuberculosis, sean consideradas por
la OMS como las seis enfermedades tropicales de mayor importancia en términos
de investigaciéon para nuevos métodos de prevencioén, diagndstico y tratamiento (1).

La investigacidbn mas reciente disponible sobre incidencia global de LC estimé el
verdadero impacto de la leishmaniasis a nivel regional y global (2). En dicha
investigacion se encontré que aproximadamente 1/3 de los casos de LC a nivel
global ocurren en las regiones de las Américas, Cuenca del Mediterraneo y
Occidente de Asia y que los 10 paises con el mayor nimero de casos de LC son en
orden Afganistan, Algeria, Colombia, Brasil, Iran, Siria, Etiopia, Norte de Sudan,
Costa Rica y Peru que juntos representan el 70 - 75% de los casos incidentes de
LC estimados a nivel global (3).

Segun esta investigacion también se con los 17.420 casos de LC por afio reportados
durante el periodo de 2005-2009 se estimo la incidencia anual de LC entre 48.800
- 80.100 casos; para la regidon de las Américas se reportaron 66.941 casos de LC
por afo (paises con 5 afios de datos) y se estimé la incidencia de LC en 187.200 -
307.800 casos por afo. Este ejercicio es importante porque tiene en cuenta el
subregistro que existe en casi todos los paises donde la leishmaniasis es endémica
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y de notificacion obligatoria y permite a los gobiernos planear estrategias mas
apropiadas para el control de la enfermedad.

En Colombia la LC es endémica. Las poblaciones principalmente afectadas son
aquellas que habitan en areas rurales y semiurbanas donde la pobreza y las
dificultades para acceder a los servicios de salud son el principal problema. La oferta
de diagndstico oportuno para iniciar el tratamiento es la medida més importante en
términos del mejoramiento de la calidad de vida de los pacientes que se sienten
estigmatizados por las secuelas de la enfermedad (cicatrices y/o mutilaciones en
diferentes partes de su cuerpo) y en el control de la leishmaniasis; ademas de ser
la actividad prioritaria que el sistema de salud debe garantizar para la atencion y
control de esta enfermedad.

Por lo tanto, el diagnéstico no solo debe ser oportuno sino acertado, con reducida
posibilidad de resultados falsos positivos, que llevan a los pacientes a recibir un
tratamiento para la LC sin necesitarlo, 1o que representa tanto una carga para el
sistema nacional de salud como un riesgo para la vida de los pacientes, debido a la
alta toxicidad de las drogas usadas para el tratamiento de la LC, como también a la
disminucién de los resultados falsos negativos que llevan a que los pacientes que
teniendo LC no puedan acceder al tratamiento de forma oportuna, lo que implica un
deterioro de sus condiciones de salud, ademas de, un incremento igualmente en la
carga del sistema de salud, por complicaciones posteriores asociadas a una LC no
tratada.

Sin embargo, los métodos de diagnostico actualmente disponibles como son el
examen directo (frotis o extendido), cultivo, biopsia, reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), que permiten determinar la presencia o no del parasito en la
muestra obtenida del paciente, presentan graves inconvenientes como son:

e La sensibilidad del examen directo esta estrechamente relacionada con el
tejido de donde proviene la muestra, al igual que con la técnica utilizada para
la toma y procesamiento de esta; también depende del tiempo de evolucion
de la lesién y del uso de tratamientos previos por parte de los pacientes, en
definitiva es una técnica muy dependiente del operador (4). De esta forma, la
sensibilidad del frotis o extendido de material obtenido del borde activo de la
lesion es de 90.4% en comparacion con la del frotis o extendido del material
obtenido de la base de la uUlcera que es del 78.3%, la variacion en la
concentracion de parasitos en diferentes tipos de muestras explica el amplio
rango de positividad de la microscopia directa que se reporta a través de la
literatura publicada; la sensibilidad de la deteccion por PCR convencional es
del 80.8% cuando el material es obtenido de la base de la Ulcera vs 57.7%
cuando el material es obtenido del borde de la lesion (1,5).

e El frotis o extendido, que es el método de diagndstico parasitolégico por
excelencia (gold standard) utilizado en los centros de salud de las regiones
mas apartadas de las cabeceras municipales y donde la LC es endémica,
tiene grandes limitaciones debido a su alto componente subjetivo que implica
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un buen entrenamiento del personal a cargo de la toma de la muestra,
proceso de coloracién y capacitacion del personal para realizar la lectura de
las placas en busca de los amastigotes. Todas estas limitaciones tienen una
repercusion importante para el paciente porque le impiden el acceso
oportuno al tratamiento debido a las imprecisiones en el diagnéstico y
ademas impiden orientar las estrategias para el control y disminucion de la
morbilidad de cada una de las formas de leishmaniasis (1).

e Las diferentes técnicas de PCR (mdultiple; anidada; en tiempo real;
transcripcion inversa, y otras), aunque son técnicas diagnosticas flexibles,
con alta sensibilidad y especificidad, requieren termocicladores, experiencia
considerable, alto grado de entrenamiento por parte del personal y espacios
adecuados con especificaciones técnicas especiales dentro de los
laboratorios de diagndstico de rutina. Esta infraestructura y pericia técnica,
que requieren tanto el diagnostico molecular como el cultivo, esta
restringiendo su uso a los laboratorios de referencia.

Si bien la PCR ha sido durante mucho tiempo la tecnologia dominante para la
amplificacion de acidos nucleicos, todas estas limitaciones practicas han llevado a
desarrollar una variedad de métodos de amplificacién isotérmica con una alta
sensibilidad como alternativas a la PCR (6).

Los diversos métodos de amplificacion isotérmica incluyen:

Amplificacién por desplazamiento de la cadena o hebra de ADN (SDA).
Amplificacibn mediada por transcripcion (TMA).

Amplificacién isotérmica Mediada por bucles u horquillas (LAMP)
Amplificacién por circulo rodante (RCA)

Amplificacién dependiente de helicasa (HDA)

Amplificaciébn mediante recombinasa y polimerasa (RPA)

La SDA es una técnica basada en la capacidad de una ADN polimerasa modificada
para desplazar una hebra monocatenaria resultante de un corte en una region
especifica del ADN, y a partir de esta hebra desplazada, iniciar la replicacion o
amplificacion de ese ADN diana. Por su parte, la TMA utiliza un aparato TECAN que
puede hacer hasta 16 mezclas o pooles de muestras individuales. Las técnicas de
amplificacion isotérmica SDA y TMA tienen como limitacidon su incorporacién a
equipos de alto rendimiento con plataformas cerradas que no admiten reactivos de
uso general, lo que limita su uso en laboratorios clinicos de hospitales de primery
segundo nivel que no cuentan con los recursos financieros ni con los volumenes de
muestras que justifiquen la inversion en plataformas de alto rendimiento (7).

La técnica LAMP usa cuatro a seis juegos de cebadores para amplificar la secuencia
diana por desplazamiento de la cadena con la ayuda de la enzima ADN polimerasa
Bst, la cual actia con una temperatura constante de 60 a 65 °C. Se ha demostrado
que el uso de seis cebadores aumenta la velocidad de la amplificacion y la
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especificidad de la prueba LAMP. El principal inconveniente de la técnica LAMP es
que el disefio del cebador o primer es complicado, lo que impide su adopcion
generalizada en el desarrollo de ensayos y para detectar sus productos necesita un
equipo RT-PCR, cebadores marcados con fluorescencia o un detector de turbidez

(7).

La amplificacion isotérmica dependiente de helicasa (tHDA) como plataforma
molecular es muy simple pues solo requiere un unico juego de cebadores para
amplificar una secuencia de ADN gendmico; emplea el mismo mecanismo de
reaccion que la PCR convencional, excepto que la doble hélice de ADN es separada
por una enzima helicasa en lugar de la Taq polimerasa que se activa al calor, por lo
tanto no requiere de un termociclador durante la amplificacion; la enzima helicasa
resiste un rango de temperatura y por lo tanto se adapta mejor a las condiciones de
campo (7).

La amplificacion de ADN mediante RPA funciona a una temperatura baja y
constante entre 37- 42°C con una pequefia preparacion de la muestra, y es capaz
de amplificar un nimero tan bajo como 1-10 copias de ADN en menos de 20 min,
sin la necesidad de un paso inicial de desnaturalizacion o el uso de mudltiples
cebadores. Es una técnica muy simple con una alta sensibilidad y selectividad.
Permite la combinacién de multiples cebadores en el mismo tubo de reaccién y es
muy rapida. La RPA adaptada a las tiras de flujo lateral en el diagndstico de LC,
tiene el potencial para la implementacion de la prueba en areas endémicas con
recursos muy limitados (8).

En general los métodos de amplificacion isotérmica usan una infraestructura y
técnica menos complicada y en algunos casos menos costosa que la que se usa en
la PCR convencional. Cada una de ellas funciona a rangos de temperatura
particular, con juegos de cebadores especificos y tiempos de amplificacion
diferentes. Igualmente, varian en el limite de deteccion, es decir, en el nUmero
minimo de copias de ADN detectadas.

Las caracteristicas de la RPA en comparacion con la PCR convencional son:
1. En la PCR convencional se emplean ciclos a diferentes temperaturas,
mientras que en la RPA se necesita solo una reaccion a temperatura

constante para el proceso completo de amplificaciéon del ADN.

2. En la RPA no se requiere de equipos costosos mientras que en la PCR
convencional se requiere un termociclador.

3. Las condiciones de reaccion en la RPA son mas simples y efectivas en
condiciones de laboratorio sin sacrificar su rendimiento.

4. La RPA produce fragmentos mas largos de ADN que los producidos por la
técnica de PCR convencional
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5. La RPA es mas eficiente en la amplificacion y tiene una produccion mas alta
de ADN que la PCR convencional debido a su equilibrada e ininterrumpida
actividad enzimética (6).

1.2. JUSTIFICACION

La LC es endémica en casi todo el territorio colombiano; se estima que
aproximadamente 10 millones de persona se encuentran en riesgo de contraer la
enfermedad. Las poblaciones principalmente afectadas son aquellas que habitan en
areas rurales y semiurbanas donde la pobreza y las dificultades para acceder a los
servicios de salud son el principal problema.

La oferta de diagnostico oportuno para iniciar el tratamiento es la medida mas
importante en términos del mejoramiento de la calidad de vida de los pacientes que
se sienten estigmatizados por las secuelas de la enfermedad (cicatrices o
mutilaciones) y en el control de la leishmaniasis, ademas de ser la actividad
prioritaria que el sistema de salud debe garantizar para la atencién y control de esta
enfermedad.

La oportunidad en el diagndstico se ve seriamente comprometida por las dificultades
de acceso a los servicios de salud en zonas del territorio nacional donde la LC es
endémica y donde la poblacidon no cuenta con un centro de salud cercano. Por otro
lado, las condiciones de infraestructura de los laboratorios de diagndstico
disponibles en los centros de salud en las zonas endémicas son muy precarias, con
pocos recursos, espacios reducidos y el personal de laboratorio muy poco
entrenado para realizar un diagnoéstico de LC acertado usando la técnica del
examen directo (frotis o extendido) que consiste en la visualizacion del parasito en
la muestra obtenida de la lesién usando un microscopio convencional, una técnica
con un gran componente de dependencia del operador y de su experiencia, lo cual
lo constituye en un estandar de referencia imperfecto. Adicionalmente, la constante
rotacion del personal en los servicios de salud publica dificulta que las secretarias
de salud en los municipios y departamentos puedan garantizar la capacitacion y
entrenamiento del personal en la técnica de la toma, coloracién de la muestra y
lectura de esta, variables que determinan la sensibilidad de la técnica en el sitio de
atencién. Todas estas variables, en conjunto, favorecen que los pacientes con LC
no accedan a tiempo a un tratamiento que evitaria complicaciones por una LC no
tratada.

Dados los antecedentes enunciados, la prueba diagndstica de amplificacion
isotérmica RPA brinda la posibilidad de detectar pocos parasitos de forma mas
efectiva, empleando menos recursos técnicos que los que emplea el diagndéstico a
traveés de la PCR convencional, que es un método mas sensible que el examen
directo para el diagnostico de LC. De esta manera, la RPA puede simplificar el
diagnéstico molecular, una metodologia que a la fecha ha sido poco viable en los
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laboratorios de primer y segundo nivel por sus requerimientos en cuanto a recursos
técnicos, espacios locativos y entrenamiento del personal.

La implementacion de una técnica molecular de alta precision en el diagnéstico,
como la RPA, representa una gran ventaja para los pacientes, ya que tendran un
diagnéstico acertado, el cual permitira tomar mejores decisiones a nivel clinico y a
su vez, impactaré positivamente la salud publica, pues se reducen los resultados
falsos positivos que posteriormente acceden a tratamiento para LC sin necesitarlo,
representando una carga econdémica para el sistema nacional de salud y poniendo
en riesgo sus vidas, debido a un tratamiento que es altamente téxico; y la reduccién
de falsos negativos que no accederian al tratamiento de forma oportuna, lo que
implica un deterioro de sus condiciones de salud, ademas de, un incremento
igualmente en la carga econdémica para el sistema de salud, por complicaciones
posteriores asociadas a una LC no tratada.

Aunque la expansion del diagnéstico molecular se ha visto obstaculizada por la
combinacion de los altos costos y la escasez de mano de obra capacitada, muchos
laboratorios podrian estar potencialmente interesados en la aplicacion de esta
técnica de diagnéstico molecular sila barrera de entrada se baja a un nivel accesible
y la prueba diagnostica resulta facil de realizar.

1.3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es el rendimiento diagndstico de la prueba de amplificacién isotérmica de
DNA mediante recombinasa y polimerasa (RPA) en términos de sus atributos y
costo-efectividad en comparacion con la prueba estandar (examen directo: frotis o
extendido) en los pacientes con sospecha clinica de LC?
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2. MARCO TEORICO

Las leishmaniasis son zoonosis que pueden afectar la piel, las mucosas o las
visceras, resultado del parasitismo del protozoario flagelado del género Leishmania
en los macréfagos, introducido al organismo por la picadura de un insecto
flebotomo. La infeccién al hombre se puede dar a partir de parasitos provenientes
de un reservorio animal (ciclo zoonético), o a partir de parasitos que el vector ha
tomado de otro hospedero humano (ciclo antropondtico). Los vectores de la
leishmaniasis en Colombia corresponden al género Lutzomyia popularmente
conocidos como “capotillo”, “arenilla”, “pringador”. De este género se han descrito
133 especies en Colombia. La distribucion geografica de este género va desde el
nivel del mar hasta los 3500 msnm, sin embargo el ciclo de transmision no se
mantiene en altitudes superiores a los 1750 msnm (4,9).

Las diferentes manifestaciones clinicas de la LC dependen de la especie de
Leishmania infectante y de la respuesta inmune desencadenada por el hospedero,
y pueden variar desde formas benignas y autolimitadas como la LC localizada,
hasta las formas mas severas como la LC difusa o diseminada y la leishmaniasis
mucosa (LM).

2.1. CARACTERISTICAS DE LA LEISHMANIASIS CUTANEA Y
MUCOSA

Leishmaniasis cutanea localizada

Se distribuye desde el sur de los Estados Unidos hasta el norte de Argentina.
Canad4, Chile, Uruguay y la mayoria de las islas caribefias se encuentran libres de
transmision. La enfermedad inicia en el lugar de la picadura luego de un periodo de
incubacion que dura entre dos semanas y dos meses, con la aparicién de un nédulo
pequefio, indoloro, de base indurada y que aumenta progresivamente de tamario,
puede presentarse como una lesion Unica o multiples lesiones cutaneas. El nédulo
puede aumentar de tamafio y adquirir la forma de placa o como consecuencia de la
necrosis en el centro de la reaccion granulomatosa, inducida por la respuesta
inmune, convertirse en Ulcera (4,5,10).

La ulcera tipica es redondeada, de bordes elevados, eritematosos, acordonados,
con centro granulomatoso limpio y base infiltrada. Regularmente son indoloras, de
crecimiento lento; cuando hay sobreinfeccién bacteriana se tornan dolorosas, de
fondo sucio, secrecion purulenta, recubiertas por costra de aspecto melisérico,
eritema periférico y signos inflamatorios locales. Se pueden presentar como
lesiones Unicas o multiples y ocasionalmente como lesiones erisipeloides (10).

La enfermedad puede tornarse cronica luego de 12 semanas sin cierre de la tlcera
o con la transformacion de la misma en una placa verrugosa de bordes elevados
recubiertos con escamas y/o costras que coinciden con los bordes de la cicatriz de
la lesién inicial (10).
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Algunas veces, dependiendo del hospedero y de la especie de Leishmania, la forma
cutanea puede manifestarse en forma difusa o diseminada.

Leishmaniasis cutanea difusa (LCD)

La LCD esta asociada generalmente con estados de inmunosupresion, ya sea por
efecto directo del parasito o por una condicion inmunoldgica que impide que el
hospedero responda en forma adecuada ante la infeccion. En algunos pacientes la
infeccion con Leishmania, principalmente L. amazonensis induce una inhibicion de
la respuesta de inmunidad celular especifica contra el parasito, lo que facilita su
reproduccion y diseminacién. La LCD se caracteriza por la presencia de abundantes
lesiones en todo el cuerpo (el nimero de Ulceras es mayor de 10) sobre todo cara
y extremidades. Las lesiones son de tipo nodular principalmente, aunque algunas
veces pueden ser placas con descamacion epidérmica; las lesiones son indoloras,
contienen gran nimero de amastigotes dentro de macréfagos vacuolados, con poco
o ningun infiltrado linfocitario. La epidermis que recubre los nédulos no se ulcera y
aparece con prolongaciones extendidas. En algunos pacientes se encuentran
grandes nddulos infiltrados que asemejan a la lepra lepromatosa; estos pacientes
tienen una fuerte inhibicion de la inmunidad celular especifica contra Leishmania,
en otros la inhibicion es menor y aunque hay diseminacién de los parasitos e
intradermorreaccion de Montenegro negativa, algunas lesiones son de tipo placa.
La respuesta al tratamiento con antimoniales es pobre, presentandose frecuentes
recaidas (4,5,10). La LCD ha sido reportada en Brasil, Venezuela, México,
Republica Dominicana y Colombia.

Leishmaniasis cutanea diseminada (LD)

La LD es una forma clinica en la cual la inmunidad del hospedero frente al protozoo
es de fundamental importancia en el desenlace de esta zoonosis. La singularidad
de este tipo de leishmaniasis con multiples formas de presentacion y cantidad de
lesiones a nivel de piel nos plantea innumerables diagnosticos diferenciales, tales
como vasculitis, herpes simple diseminado con componente necrotico, herpes
zG6ster diseminado, histoplasmosis diseminada subaguda en inmunocomprometidos
y pioderma gangrenoso a focos multiples, entre otros, por lo que se debe tener
siempre en cuenta la epidemiologia del paciente, asi como su perfil inmunol6gico
(11). Su curso es croénico y tiene pobre respuesta a la terapéutica. Se ha constatado
una deficiente inmunidad celular especifica contra los antigenos de Leishmania. Se
diferencia de la forma difusa, anérgica o leproide de Convit y Kerdel Vegas por tener
notable similitud con la lepra lepromatosa en sus casos mas intensos (leishmaniasis
lepromatoide). Al igual que la forma diseminada, tiende a invadir piel y persistir a
pesar del tratamiento (11). En cuanto a la histopatologia, en la LD existe un denso
infiltrado inflamatorio constituido por macrofagos vacuolados con multiples parasitos
en su interior que se visualizan con técnica de Gallego, y en ocasiones con HE (11).
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Leishmaniasis mucosa (LM)

La LM se presenta cuando algunas especies de Leishmania del subgénero Viannia
se disemina por via linfatica y sanguinea desde una lesion cutanea e invade las
mucosas de la regidon naso-orofaringea. Esta forma clinica de la enfermedad,
llamada “espundia” en Brasil, debe diferenciarse de la lesion mucosa que ocurre por
contiguidad de una lesion cutanea en nariz, labios o mejillas y que la puede causar
cualquier especie de Leishmania. La invasion del parasito a la mucosa se observa
inicialmente como hiperemia con congestion nasal, que evoluciona a la formacion
de nodulos semejantes a granos de arroz que confluyen, posteriormente aparece
una Ulceray luego se perfora el tabique; el dafio continGia con invasion y destruccion
de tejidos contiguos, como el paladar blando y duro, labios, faringe, laringe y
trdquea. La evolucion de las lesiones en mucosas es cronica, y pueden persistir
durante afios; tienen pobre respuesta al tratamiento con antimoniales pentavalentes
por lo que las recaidas son frecuentes. Las lesiones mucosas se caracterizan por
un infiltrado de abundantes linfocitos y plasmocitos, pero pocos histiocitos y
parasitos. Se hace evidente la destruccion de estructuras cartilaginosas (10).

2.2. DISTRIBUCION EPIDEMIOLOGICA DE LA LEISHMANIASIS
CUTANEA Y MUCOSA

La OMS estima que 1 de cada 7 personas en todo el mundo vive en areas
endémicas de leishmaniasis. Las leishmaniasis se encuentran distribuidas en Norte
y Sudamérica, Europa, Africa y Asia y son endémicas en las regiones tropicales y
subtropicales de 99 paises (recientemente se incluy6 a Australia) y cuatro territorios
en 5 continentes; su distribucién geografica esta limitada por la distribucion de los
flebotomineos vectores, su tendencia a ingerir sangre de los animales y el hombre
y por su capacidad de soportar el desarrollo interno de las especies de Leishmania.
Sin embargo, los datos oficiales subestiman la realidad de la afeccion humana
debido a varios factores: a) la distribucion de las zonas de transmision en areas
endémicas es con frecuencia discontinua; b) numerosos casos no son
diagnosticados o0 no se declaran; c¢) la mayoria de los datos oficiales se obtienen
exclusivamente a partir de la deteccion pasiva de los casos; d) el numero de
personas infectadas, pero asintomaticas, es mucho mayor que el nUmero de casos
manifiestos de LV y, por ultimo, la leishmaniasis es de notificacién obligatoria en tan
sélo 40 de los 99 paises endémicos. En América se han informado casos desde el
norte de Argentina al sur de Texas, con la excepcion de Chile y Uruguay (9). El
estudio de Alvar y col (2012), estima que aproximadamente entre 0,7- 1,2 millones
de casos de LC ocurren cada afio a nivel mundial (1,3).

En Colombia, durante la década de 1990 se notificaron en promedio 6.500 casos
nuevos de leishmaniasis; en la década del 2000 se notificaron en promedio 14.000
casos, lo cual evidencié un incremento inusitado de los casos durante los ultimos
afos. Durante los afios 2011 y 2012 el sistema de vigilancia en salud publica-
SIVIGILA del Instituto Nacional de Salud report6é 8.188 y 9.546 casos confirmados
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de leishmaniasis respectivamente, de los cuales la LC represento6 el 98% del total
de los casos reportados (9,12); Alvar y col (2012) calcularon que en Colombia
durante el periodo 2005- 2009 se reportaron 17.420 casos de LC por afo y la
incidencia fue estimada aproximadamente en 48.800- 80.100 casos de LC por afio
(3). Durante el afio 2018 se notificaron un total de 7.132 casos, para las tres formas
clinicas (LC, LMy LV), el 98.3% de los casos correspondi6 a la forma cutanea, con
una disminucion del 18% de los casos con respecto al afio anterior y el 1.4% a la
forma mucosa (13).

Para el 2018, los casos notificados de LC han estado dentro del umbral historico
esperado del acumulado en cada una de las semanas epidemiolégicas del canal
endémico; sin embargo, se presentd un aumento de casos en los departamentos de
Narifio, Guajira, Guainia, Norte de Santander, Risaralda y Vichada, con respecto al
afo anterior (13). La incidencia nacional de leishmaniasis en 2018 fue de 58,8 casos
por 100 000 habitantes en riesgo para LC, cifra dentro de la meta nacional de 90
casos por 100 000 habitantes. Guaviare es la entidad territorial con la incidencia
mas alta del pais con 332,7 casos por 100 000 habitantes, seguida de Narifio y
Risaralda. Al analizar por poblacién general sin incluir a los militares se observa,
gue Guaviare, Risaralda y Santander presentaron tasas de incidencia superior a 90
casos por 100 000 habitantes (13).

Los cambios climaticos durante 2018 pudieron afectar la aparicion de casos de LC,
donde se present6é un fenédmeno climético de nifia débil, con precipitaciones en gran
parte del territorio nacional. Posterior a la temporada de lluvia se aumenta la
densidad del vector y las condiciones favorables para el desarrollo del ciclo del
vector (Lutzomyia sp.); la temperatura, la cobertura vegetal, influyen en la
abundancia del vector y la dinamica poblacional de los flebotomineos (13).

2.3. DIAGNOSTICO DE LA LEISHMANIASIS CUTANEA Y MUCOSA

El diagnostico temprano de la leishmaniasis es de gran importancia ya que permite
instaurar el tratamiento especifico lo antes posible y con este, controlar la evolucién
de la enfermedad, aliviar los signos y sintomas y mejorar la calidad de vida de los
pacientes quienes estan expuestos a ser estigmatizados socialmente por las
cicatrices y secuelas fisicas que deja la LC y la LM y que son dificiles de olvidar
para quien ha sufrido la enfermedad (4,10).

El correcto diligenciamiento de la historia clinica ofrece datos clinicos y
epidemioldgicos que permiten suponer la presencia de la enfermedad, pero es
necesario el diagnostico de laboratorio para verificar la sospecha clinica de
leishmaniasis. Recientemente se han descrito y utilizado metodologias moleculares
dirigidas a la deteccion de ADN del parasito las cuales aplicadas adecuadamente
han tenido sensibilidades altas frente a las técnicas parasitolégicas estandar,
aumentando los niveles de confianza en cuanto al diagndstico convencional,
ademas de brindar mayor confianza para la administracién del tratamiento (10).
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El diagnéstico de la enfermedad debe ser parasitolégico, es decir, debe estar
basado en la determinacion de la presencia del parasito por cualquiera de estos
procedimientos:

Examen directo (frotis o extendido)

Este examen consiste en obtener tejido del borde activo de la lesion o del centro de
la Ulcera o lesién que se extiende sobre una ldmina portaobjetos y que luego es
sometido a tincion con colorante de Giemsa o Whright. Se recomienda en primera
instancia por ser un procedimiento facil, econémico y rapido de realizar; con una
buena técnica de toma, procesamiento y lectura de la muestra, la sensibilidad del
examen directo podria llegar hasta el 90% o més. Sila muestra se obtiene del centro
de la ulcera la sensibilidad del examen microscopico podria estar alrededor del
90.4%, pero si se toma del borde activo de la lesion esta podria bajar al 78.3% (14).
Sin embargo, otro estudio report6 una sensibilidad para el examen directo tomando
la muestra del borde activo de la lesion del 88% (15).

Para los casos de lesiones en piel, es importante seleccionar una lesion que tenga
el menor tiempo de evolucion y que no presente una infeccién sobre agregada. Si
la lesién es ulcerada puede raspar tejido del fondo de la Glcera luego que ha retirado
la costra, en caso de que esté presente. Si se trata de una lesibn en mucosa, se
debe procurar obtener un raspado de la lesion o un fragmento del tejido de esta. En
los casos de una LV, la muestra se debe tomar por medio de un aspirado de medula
Osea (habitualmente cresta iliaca postero-superior o esternon) preferiblemente, pero
se puede tomar de bazo o higado (10).

El examen directo o frotis sera positivo cuando se observe la presencia de
amastigotes de Leishmania intra o extracelularmente. En caso de ser negativo, se
recomienda repetir el examen directo de un sitio diferente, de la misma lesién o de
otra. Si clinica y epidemioldgicamente persiste la sospecha de leishmaniasis y el
examen directo no muestra el parasito, se debe tomar biopsia para estudio
anatomopatolégico (10).

Cultivo del parasito

Consiste en el aislamiento del parasito a partir de material aspirado de las lesiones
o triturado de biopsia de piel, cultivados en medios de cultivo especificos o0 en
animales de laboratorio. Bajo condiciones asépticas se deposita la muestra en el
medio de cultivo bifasico conocido como NNN y se incuba a 26°C. Se revisa cada
semana al microscopio invertido en busca de promastigotes de Leishmania. En caso
de no observar el parasito se contindia incubando a 26°C y se examina de nuevo
semanalmente durante un mes, al cabo del cual, si persiste negativo, se descarta.

El crecimiento del parasito en los medios de cultivo apropiados brinda buenos

resultados en el diagnéstico, con una sensibilidad cercana al 70% (10); otros autores
han reportado sensibilidades del 67.5% (14) y del 62.8% (16) para el examen
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parasitolégico del cultivo, sin embargo, la contaminacion de los cultivos obtenidos
de biopsias es un problema frecuente para el crecimiento del parasito, debido a
sobre infeccion bacteriana de la lesion y a la flora normal de la piel como lo
demuestra un estudio donde los falsos negativos fueron elevados a pesar de no
reportarse una contaminacién importante de los cultivos (15).

El cultivo se utiliza también para identificar la especie del pardsito que esti
ocasionando la lesion y como fuente de antigeno para pruebas inmunolégicas.

Biopsia de piel para estudios histopatoldgicos

Una vez obtenida la biopsia de cualquier érgano o tejido, se fija en formol y se
incluye en parafina para luego hacer cortes muy delgados del tejido (4um) que se
adhieren en laminas portaobjetos. El tejido se desparafina en xilol y se hidrata en
soluciones decrecientes de alcohol. Para el estudio histopatolégico los cortes se
colorean con Hematoxilina de Harris-Eosina 0 con inmunoperoxidasa; se dejan
secar a temperatura ambiente y se revisan al microscopio en busca de los
amastigotes y el tipo de reaccion inflamatoria. En la coloracion con
inmunoperoxidasa los amastigotes se observan mas facilmente al microscopio de
luz por el contraste de la coloracion, ya que los amastigotes toman un color marrén.
El método de peroxidasa tiene mayor sensibilidad que la biopsia coloreada con
Hematoxilina-Eosina, pero menor que el examen directo y el cultivo (10).

La biopsia para el estudio histopatolégico de la enfermedad solo confirma el
diagnéstico cuando el patélogo informa la presencia de amastigotes. Sin embargo,
su sensibilidad es menor que la del examen directo, probablemente por la distorsion
gue sufren los parasitos durante el proceso de fijacion y tinciéon. Se ha reportado
una sensibilidad hasta del 64.3% (14), y frecuentemente se informa reaccion
inflamatoria de tipo granulomatosa compatible con Leishmania. Aun asi, es una
técnica de gran ayuda para el diagnéstico diferencial de las lesiones cutaneas
diferentes a leishmaniasis.

Reaccidon en cadena de la ADN polimerasa (PCR)

Permite la deteccion del ADN de los parasitos en material de lesiones de pacientes,
de animales posibles reservorios, asi como en los flebotomineos vectores. El
material de partida para la PCR puede ser un raspado de la lesion, un pequefio
fragmento de la biopsia preservado en alcohol puro hasta su procesamiento, el
aspirado de la lesién o también sangre total. Es una técnica util en términos de
especificidad y sensibilidad. La especificidad puede llegar a ser del 100% si se usan
los cebadores (“primer”) apropiados, es decir, altamente especificos para el material
genético de Leishmania, con respecto a la sensibilidad algunos autores han
reportado que la sensibilidad también varia dependiendo del lugar de donde se tome
la muestra, es decir, para muestras tomadas del fondo de la tlcera la sensibilidad
es aproximadamente del 80.8% mientras que, sila muestra se toma del borde activo
de la lesion la sensibilidad baja hasta el 57.7% (14).
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La técnica consiste en amplificar el ADN del parasito mediante el uso de diferentes
secuencias de oligonucledtidos que funcionan como cebadores para la extension
de las nuevas cadenas de ADN que se amplifican; dependiendo de las secuencias
utilizadas varia también la sensibilidad de la PCR. Un estudio adelantado en Israel
demostré que la PCR usando el ADN del kinetoplasto (KDNA) tenia la mayor
sensibilidad, 98.7% de todos los ensayos que se corrieron, seguido por la PCR
usando el ADN de la secuencia ITS1, 91.0% mientras que la PCR usando
secuencias del mini-exdn tuvo 53.8% de sensibilidad (16).

Para cualquiera de estas PCR se debe extraer el ADN de la muestra obtenida del
paciente por cualquier método de extraccion disponible, ya sea fenol-cloroformo y
etanol o cualquier otro método. ElI ADN extraido se incorpora en una mezcla que
contiene las secuencias especificas de oligonucledtidos que actian como
cebadores, los desoxinucleosidos trifosfato (ANTP), cloruro de magnesio y la enzima
Taq ADN polimerasa. La mezcla de reaccion se somete a determinados ciclos de
desnaturalizacion, amplificacién y extensién en un termociclador. Las condiciones
de amplificacion dependen del gen que se quiere amplificar. Luego de la
amplificacion, el producto de la amplificacion (ADN amplificado) se visualiza en un
gel de agarosa al 1% con la ayuda de un colorante que tifie los acidos nucleicos que
puede ser bromuro de etidio o Syber safe Green, un colorante mas seguro que el
Bromuro de Etidio ya que no es mutagénico (10).

Existen variaciones del ensayo como la PCR en tiempo real, que emplea un
fluorocromo para visualizar la reaccion. Esta variacion hace a la PCR mas sensible.
Actualmente se estan desarrollando otros métodos basados en PCR que consisten
en la amplificacion isotérmica del ADN y la deteccién puede hacerse visualmente
adicionando el fluorocromo Sybr-green, el cual se torna verde en presencia de
productos amplificados y permanece naranja en su ausencia (10).

Con la prueba PCR se puede distinguir ademas la especie del parasito, utilizando
una técnica conocida como PCR-RFLP que consiste en el analisis de la longitud de
los fragmentos de restriccion del producto amplificado cuando se somete a digestion
con diferentes enzimas de restriccion (10).

2.4. ALTERNATIVAS PARA MEJORAR EL DIAGNOSTICO

La RPA es un método desarrollado en el afio 2006 por Piepenburg et al. En la
reaccion RPA, la enzima recombinasa forma un complejo de nucleoproteina con
cebadores oligonucleotidicos y explora secuencias homologas en una plantilla de
ADN dando como resultado la amplificacion del ADN de doble cadena sin la
necesidad de fusién térmica o quimica de este; esta tecnologia fue desarrollado
usando proteinas involucradas en la sintesis, recombinacion y reparacion del ADN
celular. Es un método novedoso para la amplificacion de acidos nucleicos que
consiste en un oligonucleétido con:
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¢ Una etiqueta o marcaje 5’- antigénica

e Un analogo interno de nucleétido abasico (un residuo de tetrahidrofurano o
THF, a veces denominado "dSpacer") que reemplaza a un nucleoétido.

e Un grupo blogueador de la extension de polimerasa (como un fosfato, un
espaciador C3 o un nucleétido di-desoxinucleotido) en el extremo 3’

Las sondas TwistAmp® nfo se usan en una configuracion en la que el cebador de
amplificacion opuesto se marca en su extremo 5' con otra etiqueta antigénica
(diferente a la de la sonda). El tercer oligonucledtido presente en la reaccion
(equidireccional con la sonda) es un cebador convencional (17).

Nota: el residuo THF reemplaza una base que estaria presente en la secuencia
objetivo y no es una insercién adicional.

TwistAmp® nfo probe
nfo cuts THF residue , nfo

i N S ;
A

\ 20+ bases 15 bases . y

Figura 1. Esquema de una sonda tipica typical TwistAmp® nfo. El residuo basico de THF es escindido
por nfo solo cuando la sonda esta unida. El grupo 3 'OH generado en el proceso es un objetivo para
la extension de la polimerasa y permite que la etiqueta 5' se integre en los productos de amplificacion.
Fuente: https://www.twistdx.co.uk/

i

En la practica, no importa en qué direccidn se usan las etiquetas, es decir, qué
etiqueta esta en la sonda y cudl esté en el cebador. Sin embargo, para facilitar el
desarrollo posterior de la prueba, puede resultar Gtil colocar la etiqueta del
anticuerpo conjugado en la sonda (Biotina para PCRD). De esta manera, los
usuarios que proceden a usar una tira de dos lineas para la multiplexacion, pueden
cambiar en qué linea de la tira detectan ordenando un nuevo cebador etiquetado en
lugar de pedir una nueva sonda (17).

La reaccion de amplificacidon TwistAmp® promovida por los dos oligonucleotidos
cebadores generara targets para el “annealing” de la sonda TwistAmp® nfo. En el
contexto resultante de doble cadena, el residuo de THF presenta un sustrato para
la enzima nfo (también conocida como Endonucleasa IV) presente en el kit
TwistAmp® nfo. La nfo escindira la sonda en la posicion THF y, por lo tanto,
generarda un nuevo grupo 3'-hidroxilo (desblogueando efectivamente la sonda) que
puede actuar como un sitio de primer para la extension de polimerasa,
transformando asi la sonda en un cebador. EI amplicén producido por la sonda
procesada y el cebador de amplificacion opuesto marcado con 5 se uniran
eficazmente a los dos residuos antigénicos en una molécula de ADN (ver Figura 2).
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Este duplex se puede detectar en formatos de ensayo tipo sandwich (tipicamente
post-amplificacion, es decir, deteccion de punto final), utilizando consumibles como
los que se enumeran a continuacion:

Milenia Hybridetect-1 o U-Star units para detectar biotin + FITC/FAM y PCRD para
detectar DIG + biotin and/or FITC/FAM + biotin

Las tiras de flujo lateral para la deteccion de acidos nucleicos (incluido el Milenia
Hybridetect-1) generalmente estan disefiadas para utilizar productos (por ejemplo,
productos de PCR y sondas marcadas con antigeno) como sustrato y, por lo tanto,
requieren procedimientos de procesamiento de muestras exhaustivos. En contraste,
el mecanismo de reaccion TwistAmp® nfo genera la molécula reportera doblemente
marcada simultineamente con la reaccion de amplificacion y solo requiere un
procesamiento minimo posterior a la amplificacion (17).

A TwistAmp® nfo probe hybridisation, cutting event, polymerase extension
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reverse primer *

Iy T,

pol extension |

B Cojoining of the two antigenic labels in an amplicon
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Figura 2. Esquema de las disposiciones de los primer de amplificacion y la sonda TwistAmp® nfo.
(A) La sonda procesada y el primer opuesto generaran productos de amplificacién bicatenarios que
se unen a los dos marcadores antigénicos. (B) Este producto puede capturarse posteriormente
usando una de las etiquetas (por ejemplo, usando la linea de prueba de anti-biotina en una tira de
flujo lateral), y visualizarse usando la otra (por ejemplo, por interaccién con anticuerpos marcados
con oro). Fuente: https://www.twistdx.co.uk/

La reaccion de nucleasa nfo y la generacion resultante del amplicon doblemente
marcado estan restringidos a casos en los que la sonda puede recocer su secuencia
objetivo, elegida para estar dentro del producto de amplificacion original. Por lo
tanto, el corte de la sonda es indicativo del evento de amplificacién en si mismo y
puede usarse para monitorear el éxito de la reaccion TwistAmp® (17).
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25. MAS ALLA DE LA EVALUACION DEL RENDIMIENTO
DIAGNOSTICO

Generalmente los estudios de validez de pruebas diagndsticas se disefian con dos
objetivos:

1. Determinar la precision diagnostica de la prueba que se evalla. Este objetivo
supone la comparaciéon de las clasificaciones resultantes de dos procesos
independientes de medicion. El primero, la prueba de referencia (Gold-standard)
que se asume clasifica de forma correcta a los individuos de acuerdo con la
presencia o no de una condicion clinica de interés. El segundo proceso lo constituye
la prueba diagndstica que se somete a evaluacion. El resultado de esta comparacion
se puede expresar a través de diversos indices como son: sensibilidad,
especificidad o combinaciones tales como cocientes de probabilidad, o los valores
predictivos. La mayoria de los estudios de precision de pruebas diagndsticas en la
literatura evallan este aspecto de la validez diagndstica aunque muy pocos se
adhieren a un disefio 6ptimo (libre de sesgos o al menos con un buen control de
estos) (18).

2. Evaluar el impacto que tendria el uso de una u otra prueba diagnéstica sobre el
manejo clinico, las decisiones terapéuticas y, en ultimo término, sobre los resultados
de salud de los pacientes. Los estudios que incluyen este objetivo, no son muy
numerosos en la literatura, ademas son de disefio complejo y en ocasiones se
desarrollan como ensayos clinicos aleatorizados (18).

El personal de la salud, en el ejercicio diario de su profesion debe tomar decisiones
sobre como asignar recursos para atender las necesidades en salud de sus
pacientes. Es necesario conocer el balance entre la efectividad de las
intervenciones disponibles, efectos adversos y sus costos, para tomar este tipo de
decisiones. En muchas ocasiones es necesario llevar a cabo un analisis cuantitativo
de los costos y de los beneficios entre las diferentes alternativas existentes para
abordar un mismo problema clinico.

El andlisis econdmico de intervenciones en salud es una herramienta que permite
hacer estas comparaciones en forma estructurada y que puede ser utilizada como
criterio para priorizar servicios y asignar recursos. Hay cuatro técnicas basicas
(equiparables a disefios) para llevar a cabo analisis econémico de intervenciones
en salud: el andlisis de identificacion o de minimizacion de costos, el analisis de
costo-efectividad, el andlisis de costo-utilidad y el andlisis de costo-beneficio.

Anélisis de identificacion o minimizacion de costos
Este tipo de andlisis calcula los costos relacionados con una enfermedad o con los
servicios médicos utilizados para su tratamiento. Por medio de este tipo de analisis

se puede conocer la carga econdmica de una enfermedad o la de su tratamiento y
sirve también para comparar diferentes alternativas en cuanto a costo, siempre y
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cuando los beneficios de estas alternativas en términos de salud sean iguales. Por
ejemplo: La toma de decisiones en un hospital universitario en relacion con la
compra de medicamentos utiliza con frecuencia el andlisis de minimizacion de
costos, la diferencia de precio no es suficiente para tomar la decision, en este caso
debe tenerse certeza de que el beneficio es el mismo con las diferentes opciones
de medicamentos, es decir, debe haberse demostrado intercambiabilidad de los
medicamentos (bio-equivalencia y bio-disponibilidad iguales) (19,20).

Analisis de costo-utilidad

Este andlisis es una forma particular de analisis de costo-efectividad pero en la que
los desenlaces de una intervencidn se miden en QALY ganados, medida que
incorpora tanto la duracion como la calidad de los afios de vida adicionales
obtenidos de una intervencién médica (19,20).

Analisis de costo-beneficio

Este analisis valora los beneficios en salud en unidades monetarias y los compara
con los costos de la intervencion. De manera que los resultados obtenidos de esta
técnica se interpretan como el costo neto (costo-beneficio) de una intervencion. El
inconveniente de este analisis radica en que el valor de un individuo para la
sociedad se basa en su productividad o ingresos futuros, esto significa que se
pueden subvalorar los beneficios para ciertos grupos poblacionales como podrian
ser: nifios, ancianos y en ocasiones las mujeres (19,20).

Analisis de costo-efectividad

Este analisis compara los costos de diferentes métodos para obtener la misma
efectividad. Parte de la premisa de que los beneficios de salud son el objetivo que
se desea maximizar, y quien toma las decisiones esta sujeto a las limitaciones de
los recursos de salud. Este analisis mide tanto el costo neto (gastos menos ahorro)
de una intervencién en salud como los beneficios producidos por ella. Se comparan
los costos incrementales con los resultados incrementales, expresados en unidades
fisicas o naturales (mediciones clinicas convencionales, como la reduccion de la
presion arterial, dias de discapacidad evitados, vidas salvadas o afios de vida
ganados) (19,20).

Los resultados de un analisis de costo-efectividad se presentan como una razon,
costo por unidad. Esta razon solo se puede interpretar comparandola con la razén
de otra intervencion, de una alternativa al tratamiento de interés o incluso con la
opcion de no hacer ninguna intervencion (19,20). Este analisis se amplia en la
seccion de procesamiento y andlisis de los datos.
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3. HIPOTESIS

3.1. EVALUACION DEL RENDIMIENTO DIAGNOSTICO

Hipotesis nula:

No existen diferencias en el rendimiento diagndstico entre la prueba de amplificacion
isotérmica de DNA mediante recombinasa y polimerasa (RPA) y el examen directo
(frotis 0 extendido) en el diagnostico de la LC.

Hipodtesis alterna:

La prueba de amplificacion isotérmica de DNA mediante recombinasa y polimerasa
(RPA) tiene un rendimiento diagnostico al menos tan bueno como el del examen
directo (frotis o extendido) en el diagnéstico de la LC.

3.2. EVALUACION DE COSTO-EFECTIVIDAD

Entendiendo la efectividad como un aumento de la sensibilidad y la especificidad de
la prueba de amplificacion isotérmica de DNA mediante recombinasa y polimerasa
(RPA) con respecto al Examen directo (frotis o extendido) en el diagndstico de la
LC.

Hipotesis nula:

No existen diferencias en la sensibilidad y especificidad entre la prueba de
amplificacion isotérmica de DNA mediante recombinasa y polimerasa (RPA) y el
examen directo (frotis o extendido) en términos de la razén de costo-efectividad
incremental.

Hipodtesis alterna:
La prueba de amplificacion isotérmica de DNA mediante recombinasa y polimerasa
(RPA) tiene una sensibilidad y especificidad al menos tan buenas como la del

examen directo (frotis o extendido) en términos de la razon de costo-efectividad
incremental.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL
Determinar la utilidad de la prueba RPA en términos de sus atributos diagnosticos y

costo-efectividad, durante el proceso de diagnostico de LC en los diferentes
municipios de Colombia durante el periodo comprendido entre 2017 y 2019.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Describir sociodemografica y clinicamente los pacientes con sospecha de
LC, pertenecientes a las poblaciones atendidas en los diferentes municipios
de los departamentos de Antioquia, Chocd, Caldas, Tolima, Boyaca y Sucre.

e Establecer el rendimiento diagndstico de la prueba RPA frente al examen
directo

e Evaluar la concordancia inter-observador de la prueba RPA y el examen
directo

¢ Realizar una aproximacion al analisis de costo-efectividad de la prueba RPA
y el examen directo.

30



5. METODOLOGIA

5.1. ENFOQUE METODOLOGICO

El presente estudio corresponde a un enfoque cuantitativo fundamentado en el
meétodo hipotético-deductivo dado que se establece una pregunta inicial de
investigacion de la cual se derivan hipétesis que se someten a prueba utilizando un
disefio de investigacion apropiado para evaluar una prueba diagnoéstica. Y de esta
manera establecer finalmente si los resultados corroboran o no las hipétesis (21).

5.2. TIPO DE ESTUDIO

Ante la disponibilidad de una nueva prueba diagndstica se debe proceder al estudio
de su validez antes de introducirla en la practica clinica, el disefio mas adecuado
para este propdsito se corresponde con un estudio observacional - descriptivo, de
corte transversal para la evaluacion de las diferentes medidas de rendimiento
diagnostico (sensibilidad, especificidad, valores predictivos) y el grado de
concordancia inter-observador para las pruebas diagnosticas RPA y el examen
directo -frotis o extendido-); en este tipo de disefio se realiza, de forma ciega e
independiente, la prueba a evaluar y la prueba de referencia a una serie consecutiva
y representativa de pacientes con sospecha de LC, las cuales deben ser
interpretadas en ausencia de toda informacién clinica adicional que no estara
disponible cuando la prueba se utilice en la practica clinica (18).

5.3. POBLACION DE ESTUDIO

Estuvo conformada por los pacientes con sospecha clinica de LC atendidos en los
municipios de Apartadd y Anori en el departamento de Antioquia, Pauna, San Pablo
de Barbur, Quipama y Otanche en el departamento de Boyaca, Ovejas en el
departamento de Sucre, La Victoria, en el departamento de Caldas, Rovira y Falan
en el departamento de Tolima y Capurgana en el departamento de Chocd, durante
el periodo comprendido entre enero del 2017 y noviembre del 2019.

Este estudio comprendié dos unidades de analisis:

1. Los pacientes de donde se tomaron las variables sociodemograficas y
clinicas.

2. Las muestras que se tomaron a cada uno de los pacientes de las cudles se

obtuvieron los datos con los que se determinaron los atributos diagnosticos
de la prueba en evaluacion.
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Criterios de seleccion de los pacientes y de las muestras clinicas

Los criterios de Inclusion de los pacientes fueron:

Hombres y mujeres de cualquier edad que presentaron lesiones en piel
sospechosas de LC (Ulceras, placas, nodulos).

Que aceptaron participar del estudio y firmaron el formato de uso de muestras
clinicas con fines diagnésticos.

Que no recibieron tratamiento farmacolégico para leishmaniasis en los 3
meses previos al diagnéstico. Por tratamiento farmacoldgico se entiende la
administracion de medicamentos con actividad especifica contra el parasito
y el manejo de cualquier infecciébn concomitante.

Los criterios de exclusion de las muestras clinicas fueron:

5.4.

Muestras clinicas insuficientes para los analisis por examen directo tanto en
el centro de referencia como en el de evaluacion, y para los métodos
moleculares (RPA y PCR convencional) en el centro de evaluacion y en el
centro de referencia.

Muestras que se dafaron durante el procesamiento en laboratorio, es decir,
sobre las que se realiz6 un mal procedimiento como seria la fijacion y tincion
en lAmina portaobjetos lo que ocasionaria una distorsion de los parasitos.

Muestras que solo tuvieron una prueba diagndéstica (RPA o examen directo)

DISENO MUESTRAL - TAMANO DE LA MUESTRA

Asumiendo que una sensibilidad y especificidad adecuadas para la RPA seria
aguella igual o superior a un 90%. Y que tanto la sensibilidad como la especificidad
para la prueba diagnéstica de referencia examen directo se encuentran alrededor
de un 70% aproximadamente (en condiciones de campo).

Con un intervalo de confianza del 95% y un poder estadistico del 80% el tamafio de
la muestra que se calcul6 fue de 62 pacientes por grupo: Enfermos y No enfermos,
para un total de 124 participantes en el estudio. Estos céalculos se obtuvieron
mediante el programa Epidat version 4.1

Sensibilidad esperada

Prueba 1(Examen directo): 70%
Prueba 2 (RPA): 90%
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Especificidad esperada
Prueba 1 (Examen directo): 70%

Prueba 2 (RPA): 90%
Nivel de confianza: 95%
Poder estadistico 80%

Enfermos|No Enfermos
62 62 124

5.5. DESCRIPCION DE LAS VARIABLES
Se propusieron las siguientes categorias de clasificacion de las variables para una
mejor comprension de estas (Anexo 1. Tabla de variables).

a. Variables de identificacién y sociodemograficas
Las variables que hacen parte de este grupo solo se consideraron una vez a lo largo
del estudio y su principal funcion fue permitir la identificacion de los participantes y
la caracterizacion de la poblacion de estudio.

b. Variables relacionadas con la infeccion actual
Este grupo de variables solo se consideré6 en el momento del diagndstico de
leishmaniasis de los pacientes del estudio, permitié hacer una caracterizacion de la
infeccion actual y de los antecedentes de LC al ingreso de los participantes al
estudio.

c. Variables relacionadas con el analisis de costo-efectividad
Costos directos: costo por paciente de la prueba RPA, costo por paciente del

examen directo, costos de los examenes de apoyo diagnéstico (cultivo, IFI, PCR-
RFLP), costo de un falso negativo (progresion de la LC a LM).

5.6. TECNICAS DE RECOLECCION DE LA INFORMACION

a. Fuentes de informacion

En este estudio se utilizé una fuente primaria de informacion ya que ésta se tomo
directamente de los pacientes y de los resultados diagndsticos de sus muestras
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clinicas y una fuente secundaria debido a que se usoé la historia clinica de los
pacientes para obtener algunos datos que eventualmente fueron necesarios.

Instrumento y proceso de recoleccion de la informacion

Se disefid un instrumento especifico, en el cual se consignd la informacion
necesaria requerida para este estudio e informacion clave que permitio identificar al
paciente a través de un codigo y asi mantener la confidencialidad de sus datos. Los
datos se obtuvieron directamente de los pacientes a través del diligenciamiento de
un formato especifico proporcionado por el estudio al personal de laboratorio
(bacteridlogas) de las instituciones de salud de los diversos municipios de los
departamentos de Antioquia, Choc6, Caldas, Tolima, Boyacd y Sucre. En este
formato se registraron los respectivos resultados de los analisis de laboratorio
efectuados a cada una de las muestras clinicas, otros datos se obtuvieron de la
historia clinica propia del paciente en la institucién; también se registré6 en este
formato informacién del bacteridlogo(a) que realiz6 las pruebas diagnosticas en el
centro de evaluacién y en el centro de referencia, como: tiempo de experiencia en
la toma de muestras clinicas y en la lectura de placas para el diagnéstico de LC,
nombre de la persona que realiz6 la prueba diagndstica en el centro de evaluacion
y en el centro de referencia.

Este formato contenia la informacién necesaria requerida para dar cuenta de los
objetivos de la investigacion. Los profesionales encargados de recopilar la
informacion recibieron un entrenamiento (en las sedes de las instituciones de salud
de los respectivos municipios de los departamentos de Antioquia, Chocé, Caldas,
Tolima, Boyaca y Sucre) sobre el correcto diligenciamiento del instrumento de
recoleccion por parte de la investigadora principal Luz Estella Mesa y por parte de
la estudiante de microbiologia Jessica Tabares Ocampo, quien realizd su tesis de
grado sobre el desarrollo de una prueba rapida (RPA) para el diagnostico de la
leishmaniasis en campo y por la Microbidloga Tatiana Pineda de la U de A. Esta
capacitaciéon también incluyé el entrenamiento en biologia molecular, para la
realizacion de la prueba RPA bajo las condiciones locativas disponibles en los
centros de salud de los diferentes municipios (Ver Anexo 2. Formato de recoleccién
de la informacion).

b. Obtencién del Consentimiento Informado de los pacientes para el estudio

La LC es una enfermedad de notificacién obligatoria al sistema nacional de
vigilancia en salud publica, por lo tanto, el diagnéstico de la enfermedad no hace
excepcion de personas. Es requisito indispensable tener un diagndstico positivo
para leishmaniasis antes de poder acceder al tratamiento, que es distribuido
exclusivamente de forma gratuita por el ministerio de la proteccién social a los
pacientes con diagndstico positivo.

Siendo este un estudio descriptivo que no involucrd ningun procedimiento diferente
a la toma de muestras tradicional para diagnéstico de LC mediante el examen
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parasitolégico directo, se utiliz6 un formato de autorizacion de uso de muestras
bioloégicas con fines de investigacion, el cual fue firmado por el paciente o su
acudiente en el caso que fuera un menor de edad.

Después de obtener esta autorizacion se procedio a la toma de las muestras como
se explicé en la descripcion de los procedimientos que se realizaron a los pacientes.
A los pacientes que consultaron por presentar lesiones en piel se les explicé que se
estaba evaluando una nueva prueba diagnéstica para LC diferente al tradicional
examen directo parasitologico que incluido en la norma de atencion de los pacientes
con LC. Se les explicd que se esperaba que esta nueva prueba diagnostica fuera
mucho mejor que el examen directo para diagnosticar la LC y que al decidir
participar en este estudio tendrian la oportunidad de ser diagnosticados con dos
pruebas de laboratorio diferentes y asi estarian mas seguros de su diagnostico una
vez fueran notificados por su médico tratante. Se les dijo que, si deseaban participar,
se les tomarian muestras adicionales de la lesion en piel para ser analizadas con
otros métodos mas especificos y asi tener un mejor diagndstico de su enfermedad.
Finalmente, si estaban de acuerdo, se les pidi6 que firmaran el formato de
autorizacion para el uso de las muestras clinicas con fines diagndsticos. Después
se procedio a la verificacion de los criterios de inclusion y exclusion de los pacientes,
y una vez verificados se realizo la toma de las muestras clinicas.

Estos procesos anteriormente descritos, fueron realizados por el personal de
laboratorio clinico (bacteriélogo(a)) previamente entrenadas por personal del
estudio (investigador principal y/o estudiante de microbiologia de la U de A y/o
microbiologo U de A). Una vez obtenido el Consentimiento Informado, se procedio
a la toma de las muestras de tejido del borde activo de la lesién para el examen
directo y PCR.

Las dos pruebas diagnésticas, RPA y examen directo se realizaron
simultaneamente con las muestras de las lesiones de cada uno de los pacientes; en
el caso del centro de referencia PECET se realiz6 adicionalmente la PCR
convencional de forma simultanea sobre cada una de las muestras (Figura 3).
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Método parasitoldgico \'\
i i ! Centro d luacid PECET
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|
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Examen directo (frotis o . . . . . .
extendido) Se escoge la lesion con )
menor tiempo de evolucion
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Amplificacion isotérmica de DNA
Método molecular -, | mediante recombinasa y polimerasa placa £3 Placass
parasitoldgico [RPA] [Centro de evaluacién y PECET) | | . . . - . .
y PCR convendional (solo PECET) AN |/

Centro de evaluacion (RPA) ‘ ‘ PECET [RPA) | ‘ PECET (PCR convencional ) |

Figura 3. Procedimiento diagnostico de LC en el estudio

c. Toma de muestra para examen directo

Para el examen directo se tomaron muestras para seis (6) placas, de las cuales tres
(3) fueron analizadas en el centro de evaluacion y las otras tres (3) placas fueron
remitidas al centro de referencia PECET quién hizo el respectivo diagndstico de la
muestra en cuestion como se observa en la figura 3.

El paciente no requirio preparacion previa. La muestra se pudo tomar tanto del borde
activo como del fondo de la Ulcera. En caso de que el paciente presentara varias
lesiones, se selecciond la de menor tiempo de evolucién y que tuviera los bordes
mas indurados. Si la Ulcera presentaba costra y se deseaba tomar una muestra del
fondo, se debia debridar antes de proceder al raspado.

El Bacteridlogo(a) o Microbiélogo(a) responsable del laboratorio clinico en los
diferentes municipios de los departamentos de Antioquia, Chocd, Caldas, Tolima,
Boyaca y Sucre, previamente entrenado(a) por personal del estudio (investigador
principal y/o estudiante de microbiologia de la U de A y/o Microbiologo U de A),
realizaron las siguientes actividades:

e Rotulo las placas utilizando lapiz vidriograf con el Cédigo W asignado al
paciente y fecha.
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e Con las manos enguantadas hizo limpieza de los bordes de la lesion
utilizando gasa y alcohol antiséptico.

e Realiz6 hemostasia del lugar escogido para la toma de la muestra, esto se
logré haciendo pinza con los dedos indice y pulgar.

e Realiz6 una pequeia incision con la hoja de bisturi de aproximadamente 3
mm de larga por 2-3 mm de profundidad en la parte central del borde activo,
que es paralelo al borde de la Ulcera.

e Limpid, con gasa seca, la sangre que pudiera salir al realizar la incision.

e Con la punta del bisturi, realizé6 un raspado en el sitio de la incisién para
obtener tejido.

e Extendio el material obtenido sobre la lamina, esparciéndolo con la misma
hoja del bisturi suavemente para evitar destruccion de los amastigotes.
Realizo 3 extendidos por placa.

e Dejo secar las laminas a temperatura ambiente.

e Traslado las muestras, en un recipiente cerrado, hasta el &rea técnica en el
laboratorio de Inmunologia.

e Coloreé las placas con Giemsa.

e Observé al microscopio de luz con un aumento de 100X, en busca de los
amastigotes que pueden encontrarse intra o extracelulares.

e Registro el resultado de la prueba en el cuaderno de Atencidn a pacientes y
en la Historia Clinica.

e Una vez leidas las placas, éstas fueron almacenadas en cajas de coleccién
para posterior control interno y externo de lectura de placas.

El reporte de resultados fue realizado por el bacteri6logo(a) o microbiélogo(a)
(previamente capacitado por personal de la investigacion, para dar cuenta de los
datos durante toda la ejecucion del estudio). En este documento final no se reportan
los nombres del personal de laboratorio que realiz6 las diferentes pruebas
diagnésticas tanto en los centros de evaluacion como en el centro de referencia, asi
como tampoco se reporta el tiempo de experiencia de cada uno de ellos en la toma
de las muestras clinicas y en la lectura de las placas; estos datos estan disponibles
en los formatos de recoleccion de la informacién y en la base de datos del estudio.

Los resultados del examen directo se reportaron de la siguiente manera:

Resultado Diagndstico Positivo: Se observaron formas amastigotas de Leishmania
Spp

Resultado Diagnéstico Negativo: No se observaron formas amastigotas de

Leishmania spp (de acuerdo con el POE directo para Leishmania spp. Laboratorio
PECET) (10).
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d. Toma de muestra para PCR convencional y para la RPA

Se tomaron tres (3) muestras para PCR del mismo modo y del mismo sitio de donde
se tomo la muestra para el examen directo, esto es, borde activo de la lesién o fondo
de la ulcera.

e Para la RPA a ser realizada en el centro de evaluacion local, la muestra se
deposité en un buffer de lisis empleando proteinasa K y se incubé a 56°C por
1 hora, mezclando la muestra al menos dos veces con agitacion manual.
Luego la muestra se dej6 en reposo y se tomo 1 o 2 ul del sobrenadante para
la PCR isotérmica.

e Para la RPA y la PCR convencional a ser procesadas en el centro de
referencia (PECET). Las dos muestras se depositaron en un buffer de
transporte y conservacion llamado NET (NaCl, EDTA, Tris) y se almacenaron
congeladas a 20°C hasta su procesamiento. Este método de transporte y
preservacion de las muestras garantizo la calidad de estas y la validez de sus
resultados.

Para la obtencion del ADN, se centrifugaron las muestras a 13.000 rpm en una
microcentrifuga por 2 o 3 minutos, se descarto6 el buffer NET y la muestra que iba a
ser procesada para RPA se re-suspendio en el buffer de lisis a base de proteinasa
Ky la extraccion se realiz6 de manera igual a como se hizo la extraccion en el centro
de evaluacion local. La muestra que iba a ser procesada por PCR convencional, se
le extrajo el ADN utilizando un kit comercial y siguiendo en adelante las indicaciones
del fabricante del kit empleado.

Ademas, se purific6 ADN de parasitos de Leishmania cultivados en el Laboratorio
para emplear como control en las reacciones de amplificacion. Este ADN se purificd
de aproximadamente 1 x 108 promastigotes de Leishmania braziliensis y/o
panamensis cultivados en medio de Schneider + 10% de suero fetal bovino (SFB) y
empled el mismo kit comercial empleado para extraer el ADN de las muestras
clinicas.

e. Realizacion de la prueba RPA

La reaccidn se llevo a cabo inicialmente en un volumen final de 47.5 ul, conteniendo
los reactivos presentes en un kit comercial (TwistAmp™ nfo) que contenia todos los
componentes para la prueba RPA, exceptuando el ADN y los cebadores. Para la
preparacion de la mezcla de la reaccién (single-plex) se usé6 un tubo de 1.5 ml, al
cual se le adicionaron 2.1 ul del cebador sentido y anti-sentido, 0.6 yl de la sonda
TwistAmp® nfo; 29.5 ul del buffer de rehidratacién y finalmente 13.2 pyl de ADN
(molde) y agua.
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e Se agrego la mezcla de la reaccion preparada, a la reaccion TwistAmp® nfo.
(Se pipeted para mezclar).

e Se Agrego6 2.5 pl de acetato de magnesio 280mM (MgOAc) (suministrado) y
se mezclé bien para comenzar la reaccion.

o Nota: Las reacciones RPA comenzaron tan pronto como se agrego
MgOAc.

e Se Incubo a 40 °C durante 20 minutos. Para amplificar genes presentes en
bajo numero de copias, se retir¢ la tira de reaccion después de 4 minutos, se
agité y gird6 brevemente, y se coloc6 nuevamente en el dispositivo de
calentamiento.

e Después de 20 minutos, para el andlisis a traveés de tirillas de flujo lateral, se
diluyeron los productos de reaccion segun se especifico en las tirillas de flujo
lateral que se eligieron.

o Nota: Si los tubos se abrian después de la amplificacion, existia un
gran riesgo de contaminacion de las superficies de trabajo con
amplicones. Se aseguré de tomar las medidas apropiadas para
minimizar este riesgo.

La reaccion de control positivo se prepar6 de manera similar a las muestras
problemas, excepto en el ADN molde que se us6 1 ul del ADN control y 8 ul de un
mix de cebadores especificos para una regién del genoma que no corresponde a
ningun gen. La temperatura sugerida de amplificaciéon en este caso fue 39°C, pero
se podia emplear 40°C.

Las reacciones de amplificacion por RPA se revelaron a través de un inmunoensayo
de flujo lateral de acido nucleico, llamado PCRD, que pudo usarse como una
alternativa al uso de la electroforesis en gel de ADN con agarosa. Si bien tomo solo
10 minutos detectar la amplificacion exitosa de las secuencias de ADN objetivo,
PCRD fue la mejor opcion para los laboratorios ocupados que deseaban resultados
rapidos. Una vez se terminé la reaccion de amplificacion se mezclaron 70 pL de
buffer de extraccion PCRD y 5 L de la reaccion de amplificacion; posteriormente
se agregaron sobre la almohadilla para depositar la muestra de los dispositivos de
revelado comercial PCRD (Abingdon Health®) y se esperd hasta 10 minutos para
hacer la lectura.

La presencia de dos lineas de color en la zona de revelado fue considerada como
positiva y la presencia de una unica linea en la regién del control, fue considerada
negativa (Figura 4). Si en la tirilla no se observaba sefial en la linea correspondiente
al control, la prueba se calificaba como indeterminada y se repetia.
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Figura 4. Revelado mediante el dispositivo PCRD Kit

f. Realizacion de la prueba PCR convencional

El ADN obtenido en el Laboratorio PECET se amplificé por un protocolo previamente
establecido en el Laboratorio el cual amplifico la regiéon N-terminal del gen HSP70
de Leishmania. Para el revelado de la reaccion se tomo6 8-10 ul del producto
amplificado, se mezclé con 2 ul de buffer de carga conteniendo el colorante envizion
y se corrié en geles de agarosa (seakem) al 2% en buffer TAE 1X (Tris- 40 mM de
acido acético, y 1 mM de EDTA) a 90 voltios constante durante 1 hora. Se cargaron,
ademas 2 pl del marcador de peso molecular en escala 100 pb. El gel se visualizé
bajo luz ultravioleta empleando el sistema Chemidoc (Bio-Rad) y el programa
Quantity one version 4,6.

g. Funciones de cada uno de los actores que participaron en el estudio
Investigador principal:

e Valid6 el entrenamiento del personal de laboratorio de las instituciones donde
se evaluo la prueba RPA y sobre la forma correcta de hacer el diagnéstico
de LC a través del examen directo (protocolo de toma de muestras,
coloracion y visualizacion de los amastigotes).

e Entrend al personal de laboratorio de las instituciones sobre la forma correcta
de hacer el diagnéstico de LC a través del examen directo.

e Acordd con el personal de atencion meédica la informacion que se debia
diligenciar en la historia clinica y que seria relevante para el desarrollo del
estudio.

e VerificO y recogio la informacion del laboratorio y del personal médico en cada
una de las instituciones donde se evalué la prueba diagnéstica.

e Visito las instituciones para verificar que se estaba cumpliendo los protocolos
establecidos para la toma de muestras y diagnéstico de LC.

e Verificd el envio de las muestras bioldgicas que correspondian al PECET
como centro de referencia para diagnostico de LC y de las que fueron
evaluadas en las diferentes instituciones, para ser almacenadas en el PECET
como soporte de los resultados del estudio.
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Consolidé y proceso la informacion de los distintos centros de evaluacion de
las pruebas diagnésticas.

Microbiologos/Bacteriologos de los centros de evaluacion de la prueba diagnéstica:

Tomaron y procesaron las muestras biologicas bajo los estandares de calidad
previamente acordados con el investigador principal del estudio.

Remitieron oportunamente las muestras biologicas al centro de referencia
(PECET) tanto las que fueron evaluadas en dicha institucion como las que
corresponden al PECET.

Entregaron la informacion médica y de laboratorio oportuna y correctamente
diligenciada.

Microbiologo del centro de referencia (PECET)

Procesé las muestras enviadas por los distintos centros de evaluacion y
suministré6 los resultados diagndsticos oportunamente al investigador
principal.

Almaceno correctamente las muestras enviadas por los diferentes centros de
evaluaciobn para que sirvieran de soporte de los resultados de la
investigacion.

Suministré todo el apoyo cientifico y logistico que se necesitd para el correcto
desarrollo de la investigacion.

La figura 5 resume el proceso seguido en el estudio.
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Figura 5. Diagrama del disefio del estudio.

5.7. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Desde la perspectiva del trabajo de campo, aunque se habia contemplado
inicialmente como proceso del diagnéstico para LC, tres placas (lamina
portaobjetos) para el examen directo tanto en los centros de evaluacion como en el
centro de referencia, no se pudo garantizar en los diferentes sitios geograficos del
estudio, la lectura de estas tres placas con sus tres respectivos resultados; solo se
obtuvo un reporte general de positividad o negatividad del examen directo, que pudo
corresponder a la lectura de una, dos o las tres placas de cada paciente.

Otra limitacion importante del estudio fue la relacionada con el enmascaramiento en
la interpretaciéon de las pruebas diagnosticas que se evaluaron en los centros de
salud de los diferentes municipios del territorio nacional; por lo tanto, es razonable
pensar que la interpretacion del examen directo (dado su alto componente implicito
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de subijetividad), pudo verse influenciada por el conocimiento del resultado previo
de la prueba diagnéstica RPA en los centros de salud de los diferentes municipios;
esto quiere decir, que no se descarta la posibilidad de una sobreestimacion del
rendimiento diagnostico de la RPA. Sin embargo, se reconoce las dificultades
técnicas y de disponibilidad de personal de laboratorio que se presentan en estos
lugares apartados del territorio nacional, donde la prevalencia de LC es importante.

No se pudo garantizar la interpretacion del examen directo sin conocimiento previo
de la informacién clinica o demografica disponible del paciente (que pudiera haber
sido de utilidad en la interpretacion de los resultados, aunque no necesariamente).

5.8. CONTROL DE ERRORES Y SESGOS

Se uso la herramienta QUADAS como guia para implementar criterios de valoracién
y control de sesgos y asi incrementar la calidad metodolégica en el estudio de
evaluacion de la prueba RPA (22,23).

Los sesgos que se buscaron controlar son los siguientes:

a. Sesgo de composicion del espectro de pacientes: Se procuré representar el
espectro completo de la enfermedad en la muestra seleccionada para que
fuera representativa de los pacientes que recibieron la prueba diagnostica
evaluada (RPA) en la practica clinica. Los sujetos se reclutaron uno por uno
en el estudio, en la medida que consultaban por lesiones en piel sospechosas
de LC (ulceras, placas, nodulos) en los servicios de salud de los diversos
municipios incluidos en la investigacion, una vez se verificé el cumplimiento
de los criterios de inclusién de los pacientes y se obtuvo el consentimiento
informado, estos pacientes se ingresaban en el estudio.

b. Sesgo de progresion de la enfermedad: Al ser este un estudio transversal en
el que ambas pruebas (evaluada y de referencia) se realizaron
simultdneamente, el periodo transcurrido entre la aplicacion de la prueba
diagnostica RPA y el examen directo, fue lo suficientemente corto como para
que fuera razonable asumir que el problema en estudio (LC) no evolucion6
en ese periodo, por lo tanto, no hubo ningun efecto en la estimacién del
rendimiento diagndstico de la prueba a evaluar.

c. Sesgo de verificacion diagnéstica parcial o sesgo de referencia: Para
controlar este sesgo, se verifico el diagnodstico de LC usando la prueba de
referencia (examen directo) en toda la muestra del estudio. La aplicacién de
la prueba de referencia fue independiente del resultado de la prueba a
evaluar (RPA), asi se evitd sobreestimar la sensibilidad e infraestimar la
especificidad.

d. Sesgo de incorporacion: Se evito ya que la prueba diagnostica de referencia
(examen directo) y la prueba a evaluar (RPA) eran independientes entre si,
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es decir, la prueba de referencia no incluyd, total o parcialmente, los
resultados de la prueba evaluada. El resultado de la prueba evaluada no
formé parte de los criterios de definicion del diagnéstico final, evitAndose asi
sobreestimar la sensibilidad y especificidad.

Sesgo de revision de la prueba a evaluar: Este sesgo no se pudo evitar ya
que la prueba a evaluar (RPA) no se pudo interpretar sin conocer los
resultados de la prueba de referencia (examen directo). No se pudo
garantizar que, en los laboratorios diagnosticos de las diferentes regiones
geograficas incluidas en el estudio, se pudiera disponer de personal diferente
que realizara e interpretara la RPA independientemente del examen directo.
No se pudo enmascarar la interpretacion de las dos pruebas diagndésticas
para evitar una sobrestimacion del rendimiento diagndstico; pero, considero
gue teniendo la prueba a evaluar un menor componente subjetivo que la
prueba de referencia, la probabilidad de ocurrencia de este sesgo se redujo
considerablemente.

Sesgo de revision de la prueba de referencia: El proceso de evaluacién en el
centro de referencia tuvo un cegamiento natural, las pruebas diagnésticas a
la misma muestra se corrieron simultineamente y bajo un proceso de
codificacion, esto permitié no incurrir en este sesgo.

Sesgo de revisidn clinica: La persona que realizo e interpretd las pruebas
diagnésticas, evitd emplear como norma general, la informacion clinica o
demogréfica que pudiera estar disponible cuando se aplico la prueba
diagnéstica; debido a que la prueba de referencia (examen directo) no es
totalmente objetiva, se hizo énfasis en evitar este sesgo para no tener una
sobrestimacién del rendimiento diagndstico.

Sesgo por variabilidad en la interpretacién de resultados: Este sesgo se
control6 haciendo doble lectura del diagndstico a cada una de las muestras
a través del PECET como centro de referencia y el lugar de evaluacion de la
prueba diagnéstica, asi se pudo evitar infraestimar la sensibilidad y la
especificidad.

Sesgo de la prueba de referencia imperfecta: Como prueba de referencia se
utilizé el examen directo (frotis o extendido) con sus inconvenientes de baja
sensibilidad en campo debido a su dependencia del operador, este sesgo se
controlo a través del modelo de pruebas imperfectas, la condicion de
enfermedad en los pacientes se verificoO a través de la evaluacion de las
caracteristicas clinicas de los pacientes.
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5.9. TECNICAS DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LOS DATOS
a. Técnicas de procesamiento

Definicion de la poblacidon de estudio que se incluyé en el analisis

Se incluyeron en el analisis todas las muestras que se evaluaron a través de los
métodos diagnosticos directo, RPA y PCR convencional.

Base de datos en Excel

Los datos se registraron por medio del formato disefiado para la recoleccion de la
informacion de los pacientes, en los diferentes centros de salud donde se evaluo la
prueba diagndéstica, fueron consignados en una base de datos creada en Excel,
para posteriormente ser importados desde la herramienta de analisis estadistico
STATA versidon 14, desde la cual se prepararon los datos y/o variables para los
diferentes analisis estadisticos.

Codificacién de las variables

Las variables dicotomicas fueron codificadas como 0 y 1, donde 0 hizo referencia a
la ausencia del evento o caracteristica de interés y 1 a la presencia de este.

Las variables politbmicas fueron codificadas a partir de 1 hasta el numero de
nominaciones que tuviera la variable.

En algunas ocasiones fue necesario categorizar y recodificar algunas variables,
para optimizar los analisis estadisticos.

En los diferentes tipos de andlisis estadistico (univariado, bivariado y multivariado),
los resultados se tabularon y se presentaron por medio de tablas, graficos.

b. Andlisis estadistico
Andlisis basal de los pacientes
Se realizé el andlisis de las caracteristicas basales, donde se compararon
caracteristicas sociodemogréficas (sexo, edad, raza, ocupacion), caracteristicas
relacionadas con la infeccién (antecedentes de leishmaniasis, tiempo de evolucién
de la lesion, tipo de lesion, lugar donde adquirio la infeccion) de los participantes.
La descripcion basal se realizé a través del calculo de las principales medidas de

frecuencia como fueron proporciones y medidas descriptivas como media, mediada,
desviacion estandar, rango intercuartil. Los resultados se presentaron en tablas.
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El analisis estadistico se realizd con la utilizacion del programa informético STATA
version 14 de licencia personal.

Analisis del rendimiento diagnéstico

Los resultados se presentaron en una tabla de contingencia 2x2. Se calcularon:
a. Sensibilidad y Especificidad
b. VPP; VPN (sus calculos dependen de la prevalencia)

c. Cocientes de probabilidades (CP) o razon de verosimilitudes (likelihood
ratio)

CP(+) = (IE_E) 0 LR+

CP(-) = % o LR-

Los CP no varian con la prevalencia.

Para todos los célculos se reportaron sus respectivos intervalos de confianza al 95%

Correccién de la sensibilidad y especificidad por Estandar de Referencia
imperfecto

Dado que se us6 un estandar de referencia imperfecto como si fuera un Gold
Standard para evaluar el rendimiento diagnoéstico de la prueba RPA, la precision
diagnéstica del nuevo test pudo ser tanto subestimada como sobreestimada.,
produciendo un sesgo de tipo “sesgo de estandar de referencia imperfecto” (24).
Para enfrentar este sesgo se procedidé a corregir los valores de sensibilidad y
especificidad de la prueba diagnéstica RPA, a través del método de Correccién de
un unico Test diagndéstico (RPA) vs un Gold Standard imperfecto (Examen directo)
en una Unica poblacion:

Suponiendo que se conocen dos parametros, podemos encontrar (maximum
likelihood) estimaciones ML (MLES) de los tres parametros restantes (24); para este
propésito, se considero el siguiente caso:

1. La sensibilidad (70%) y la especificidad (70%) del estandar de referencia

imperfecto (examen directo) son conocidas, entonces, la MLEs de la
sensibilidad y especificidad de la RPA sera:
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Sp(R)(a+b)—b _ Se(R)(c+d)—c

M= @-t+0 PP TNe®-@ro

Imperfect Reference Standard (R), New Diagnostic Test (T) and Total
population(N)

Area bajo la Curva ROC

Se evaluo la capacidad de discriminacion de la prueba diagnéstica RPA,
comparando el area bajo la curva de la prueba diagndstica segun tiempo de
evolucion de la lesion.

Evaluacion de la concordancia inter-observador (indice Kappa de Cohen)

Se usaron tablas de 2x2 donde se clasificaron los hallazgos de cada uno de los dos
centros: centro de referencia y centro de evaluacion; se calcul6 la proporcion total
de concordancia observada y la proporcion de concordancia esperada por azar (a
partir de los valores marginales de la tabla de contingencia), También se analiz6 la
concordancia por la variable tiempo de evolucién de la lesion “< 90 dias y = 91 dias”.

Anadlisis de supervivencia

Se establecié una curva de supervivencia considerando como variable tiempo, el
tiempo de evolucién de la lesién (dias) y como falla, la pérdida de sensibilidad de la
prueba diagnéstica RPA en el Centro de evaluacién, es decir, obtener un falso
negativo (FN) (Censura es el resultado positivo = 1); también se evalud la curva
segun el tipo de lesién (Ulcera y otros tipos) y se compararon las dos curvas de
supervivencia a través del Test de log-rank y Wilcoxon.

Se establecid otra curva de supervivencia considerando como variable tiempo, el
tiempo de evolucion de la lesion (dias) y como falla, la pérdida de especificidad de
la prueba diagnostica RPA en el Centro de Evaluacion, es decir, obtener un falso
positivo (FP) (Censura es el resultado positivo = 1); también se evaluo la curva
segun el tipo de lesion (Ulcera y otros tipos) y se compararon las dos curvas de
supervivencia a través del Test de log-rank y Wilcoxon.

Las hipdtesis que se contrastaron fueron las siguientes:

Comparacion de las curvas de Supervivencia

Perdida de sensibilidad de la RPA en el Centro de Evaluacion segun tipo de lesion
(Ulcera y otros tipos).
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Ho: La curva de supervivencia “pérdida de sensibilidad de la RPA para las lesiones
tipo ulcera” vs “pérdida de sensibilidad de la RPA para las lesiones de otros tipos”
presentan igual supervivencia global, es decir, no hay diferencias persistentes.

Hai: La curva de supervivencia “pérdida de sensibilidad de la RPA para las lesiones
tipo ulcera” vs “pérdida de sensibilidad de la RPA para las lesiones de otros tipos”
presentan diferente supervivencia global, es decir, existen diferencias persistentes.

Las Pruebas estadisticas de contraste de hipotesis que se usaron fueron el test de
log-rank y el test de Wilcoxon.

Exploracion de factores asociados a la presencia de leishmaniasis segun el
diagnostico obtenido por la RPA

Se identificaron las variables clinicas y demograficas asociadas a la presencia de la
leishmaniasis (que se tomaron como variables independientes) por medio de tablas
de contingencia usando la prueba Chi-cuadrado de independencia; ademas se
calcularon medidas de asociacibn como fueron las tasas de incidencia y sus
respectivos intervalos de confianza (95%).

Se utilizé un modelo de regresion logistica (RLog) binaria para explicar las
variaciones en los resultados diagnésticos de la RPA segun variables clinicas
explicativas como antecedentes de leishmaniasis, tiempo de evolucién de la lesién,
tipo de lesion, tiempo de experiencia en toma y lectura de muestras clinicas para
diagnostico de LC (significacion estadistica p<0.05 e intervalos de confianza al
95%).

Aproximacion al analisis de costo-efectividad

Existen diferentes formas de efectuar un andlisis econdmico: costo-beneficio, costo-
utilidad, costo-efectividad. En este estudio se realiz6 una aproximacion a un analisis
de costo-efectividad, ya que el objetivo fue evaluar cual de las dos estrategias
diagnésticas (RPA o examen parasitolégico directo) resulté ser mas costo-efectiva.
De cada técnica evaluada se obtuvo el costo y la efectividad netos (expresados en
su sensibilidad y su especificidad). La efectividad se entendié como un aumento de
la sensibilidad y la especificidad de la prueba RPA con respecto al examen directo.

Para efectuar el analisis de costo-efectividad se compararon las técnicas
diagnodsticas en funcion de su costo. Se analizo la costo-efectividad incremental
entre las dos técnicas incluidas en el estudio con el fin de evidenciar en alguna de
las técnicas (25):

1. Dominancia fuerte: técnica con menor costo y mayor efectividad; o con
menor efectividad y menor costo.

2. Dominancia débil: técnica con mayor efectividad, pero igual costo; igual
efectividad y mayor costo; menor efectividad e igual costo; menor costo
e igual efectividad.
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3. Dominancia extendida: técnica con mayor costo y mayor efectividad,
pero menor tasa de costo efectividad incremental.

Categorias de los costos mas relevantes para el estudio que fueron considerados:
Costos directos: Se corresponden con los costos unitarios de las pruebas
diagnésticas (RPA y examen directo) empleadas durante el tiempo de duracion del
estudio.

Costos relacionados con las pruebas de apoyo al diagnéstico tradicional : se
incluyeron los costos del Cultivo y PCR convencional utilizadas cuando el resultado
del examen directo fue negativo y los datos clinicos del paciente fueron muy
sugestivos de LC; y los costos secundarios a las posibles complicaciones de las
pruebas diagnésticas como fue el costo de un “falso negativo” (costo por dia de
hospitalizacion de un paciente con LM, costo de una cirugia estética de
reconstruccion, por ejemplo).

Los costos se expresaron en pesos colombianos; la fuente de informacion de los
costos de las pruebas diagndésticas y costos relacionados fueron algunas fuentes
locales pertenecientes a centros de costos de prestadores privados o publicos
(costo unitario de las pruebas diagndsticas) como el PECET de la U de A.

No se midieron costos indirectos como pérdidas de dias de trabajo por
hospitalizacion del paciente, gastos o pérdidas economicos de la familia por
atencion del paciente, no se aplicé tasa de descuento a los costos, ni a los efectos.

Parametros evaluados para la efectividad de las pruebas diagndstica de LC:

Para este andlisis el indicador de efectividad elegido que sirvié de base comparativa
en el analisis de costo-efectividad se expresé en términos de: la diferencia en la
sensibilidad y la diferencia en la especificidad.

Con estos elementos técnicos (efectividad diagndstica) y econdmicos (costos
directos de las pruebas diagnosticas y de apoyo al diagnéstico), se realiz6 una
aproximacion a la evaluaciéon econémica de la prueba diagnostica mediante un
modelo de costo efectividad.

De esta manera, se establecio una relacion o razén en la que el numerador tuvo en
cuenta los costos directos de las pruebas diagnosticas y los costos relacionados
con las pruebas de apoyo diagnoéstico; mientras que el denominador se refirio a la
efectividad de las pruebas diagndsticas expresada en términos de la diferencia entre
la sensibilidad y especificidad.

La relacion entre las dos pruebas diagnosticas se establecié utilizando el analisis
costo-efectividad incremental (ACEI) o razén marginal o incremental.

El ACEI o Razén marginal se obtuvo dividiendo el incremento de los costos de las
2 alternativas de diagnostico por el de los efectos en términos de sensibilidad y
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especificidad, de las mismas 2 opciones de diagndstico, y fueron expresados como
costo de una opcién diagndstica por unidad de efectividad adicional con respecto a

la otra alternativa diagnéstica. Permitir4 saber si la RPA resulta razonable o no en
términos de costos.

(Costos RPA — Costos examen directo)
(Sensibilidad RPA — Sensibilidad examen directo)

Razén marginal =

(Costos RPA — Costos examen directo)

Raz6 inal =
azon margina (Especificidad RPA — Especificidad examen directo)

50



6. CONSIDERACIONES ETICAS - PROTECCION A LOS
PACIENTES

Siendo este un estudio descriptivo que no involucrd ningun procedimiento diferente
a la toma de muestras tradicional para diagnéstico de LC mediante el examen
parasitolégico directo, la investigacion se clasifica como investigacion sin riesgo.

Para la autorizacién de uso de muestras bioldgicas con fines de investigacion, se
disefié un formato el cual fue firmado por el paciente o su acudiente en el caso que
fuera un menor de edad.

Todos los pacientes incluidos en el estudio firmaron la autorizacion para el uso de
las muestras bioldgicas con fines de investigacion, después de leer el documento y
expresar y resolver sus inquietudes, se enfatizO en la voluntariedad de su
autorizacion, la posibilidad de no permitir que sus muestras fueran utilizadas con
fines de investigacion a parte del diagnostico de LC sin que esto les ocasionara
represalias o les impidiera acceder al diagnoéstico estandar y tratamiento, asi como
en la confidencialidad de los datos, la cual se les garantizaria a través del
instrumento disefiado para la recoleccidon de los mismos, instrumento en el cual se
consignaria la informacion necesaria requerida para alcanzar los objetivos de este
estudio e informacion clave que permitiria identificar al paciente a través de un
cadigo y no a través de su nombre y apellidos. El protocolo se sometié a aprobacién
por el Comité Institucional de Etica de la Universidad CES y por el comité de bioética
para investigacion en humanos de la Sede de Investigacion Universitaria (CBEIH-
SIU) de la Universidad de Antioquia. El estudio se rigio por la guia normalizada de
buenas practicas clinicas (TDR/WHO) y los lineamientos de la resolucion 8430 de
1993, emanada del Ministerio de la Proteccion Social, por la cual se establecieron
las normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud en
Colombia.

Los beneficios directos de este estudio para todos los sujetos de investigacion
incluyeron, un diagndéstico completo parasitolégico, acceso a los profesionales
médicos quienes completaron la historia clinica, realizaron el examen fisico y
dermatolégico y lo mas importante, la oportunidad en el diagndéstico que les permitio
acceder al tratamiento de forma inmediata. El paciente recibi6 el tratamiento de la
forma convencional, es decir, basado en el resultado del examen directo en campo,
que es la prueba diagndstica por excelencia que se utiliza en los centros de salud y
con la cual se asigna el tratamiento respectivo. Este estudio no implicd ningun riesgo
adicional al propio de la toma de muestra para cualquier proceso diagnostico en LC
(dolor en el lugar de la toma de la muestra clinica).

Los procedimientos de recoleccion de datos para la investigacion fueron efectuados
por personas calificadas y competentes desde el punto de vista cientifico. En todo
momento de la investigacién se tomaron las medidas necesarias para respetar la
confidencialidad del paciente (Ver Anexo 3. Autorizacion para el uso de las muestras
bioldgicas con fines de investigacion).
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7. RESULTADOS

7.1. DESCRIPCION SOCIODEMOGRAFICA Y CLINICA DE LOS
PACIENTES CON SOSPECHA DE LEISHMANIASIS CUTANEA
ATENDIDOS EN LOS DIFERENTES CENTROS DE SALUD DE SUS
RESPECTIVOS MUNICIPIOS

Caracteristicas basales de los pacientes en el estudio

Este estudio incluyé 128 pacientes con sospecha clinica de LC, los cuales fueron
reclutados en los departamentos de Antioquia (52,34%), Boyaca (22,67%), Tolima
(12,5%), Sucre (10,16%), Chocé (1,56%) y Caldas (0,78%). De los 128 casos
sugestivos de LC, 44 (34,38%) fueron mujeres y 84 (65,63%) fueron hombres. Los
pacientes se encontraban en un rango de edad comprendido entre 3 y 89 afios; el
promedio de edad en las mujeres fue de 29,02 + 18,54 (SD) y en los hombres fue
36,76 + 23,02 (SD). EI 90,91% de las mujeres y el 90,36% de los hombres no tenian
antecedentes de LC al momento de ingresar en el estudio; un alto porcentaje de
mujeres (90%) y hombres (86,08%) tenia igual o menos de 90 dias de evolucion de
las lesiones; el 90,70% de las mujeres y el 86,59% de los hombres tenian lesiones
del tipo Ulcera (Tabla 1).

El Uraba Antioquefio, represento el sitio geogréfico del territorio nacional, donde
mas reportaron los pacientes que habian adquirido la infeccién (35,25%), seguido
por el Occidente de Boyacé (16,39%) y La provincia de Ibagué en el departamento
del Tolima (7,38%) (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas basales de los participantes en el estudio.

Femenino Masculino
Sexo
frecuencia (%) 44 (34,38) 84 (65,63)
Edad
media (desviacion estandar) 29,02 (18,54) 36,76 (23,02)
mediana (rango intercuartilico) 27,513 - 47.5) 33,5(20- 53)
Raza
% blanca 18,18 10,98
% indigena 11,36 6,10
% mestiza 65,91 74,39
% negra 4,55 8,54
Antecedentes de LC
si (%) 9,09 9,64
no (%) 90,91 90,36
Tiempo de evolucion de la lesion (%)
=90 dias 90,00 86,08
91-180 dias 7.50 6,33
> 181 dias 2,50 7,59
Tipo de Lesion (%)
Ulcera 90,70 86,59
placa 4,65 8,54
nddulo 4,65 2,44
ulcera/placa 0,00 1,22
placa/nédulo 0,00 1,22
Ocupacion (%)
ama de casa 50,00 1,25
agricultor 0,00 37,50
estudiante 30,00 17.5
oficios varios 12,50 30
ninguna 5,00 6,25
pensionadola) 0,00 3,75
minero(a) 2,50 2,50
militar 0,00 1,25
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Lugar donde adquirid la infeccion

Porcentaje pacientes (%)

Uraba, Antioguia

Occidente, Boyaca

La provincia de Ibague, Tolima
Morte, Chocd

Montes de Maria, Sucre
Morte, Tolima

Magdalena Medio, Boyaca
Moreste, Antioguia
Occidente, Antioguia
Oriente, Antioguia

Morte, Cauca

Bajo Cauca, Antioguia
Magdalena Medio, Antioguia
Magdalena Medio, Caldas
Margarita, Bolivar

Medio Bauda, Choco
Noroeste, Choco

MNorte, Antioguia

Morte, Boyaca

Morte, Guaviare

Oriente, Tolima

Provincia de Gualiva, Cundinamarca
Provincia de Sumapaz, Cundinamarca
Subregion de la Sabana, Sucre
Surpeste, Antioguia
Venezuela

Sitio del estudio
Apartadd, Antioguia
Otanche, Boyaca
Ovejas, Sucre

Anori, Antioguia
Rovira, Tolima

San Pablo de Borbur, Boyaca
Falan, Tolima
Pauna, Boyaca
Cuipama, Boyaca
Capurgand, Choco
Victoria, Caldas

35,25
16,39
7,38
6,56
5,74
4,10
3,28
2,46
2,46
2,46
1,64
0,82
0,82
0,82
0,82
0,82
0,82
0,82
0,82
0,82
0,82
0,82
0,82
0,82
0,82
0,82

43,75

10,16

10,16
8,59
8,59
6,25
3,91
3,13
3,13
1,56
0,78
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7.2. RESULTADOS DE LA PRUEBA DIAGNOSTICA RPA, PCR
CONVENCIONAL Y EXAMEN DIRECTO EN LOS CENTROS DE
EVALUACION Y EN EL CENTRO DE REFERENCIA

Para la prueba diagnéstica RPA realizada en los centros de evaluacion, se observo
un 68.75% (88 de 128) de casos positivos de LC y un 31.25% (40 de 128) de casos
negativos de LC. Adicionalmente, la misma prueba diagnostica (RPA) realizada en
el centro de referencia evidencio un 54.69% (70 de 128) de casos positivos de LC y
un 45.31% (58 de 128) de casos negativos de LC. La PCR convencional realizada
en el centro de referencia arrojé un 58.59% (75 de 128) de casos positivos de LC y
un 41.41% (53 de 128) de casos negativos de LC; finalmente la positividad para el
Examen directo realizado en los centros de evaluacion fue de un 65.35% (83 de
127) y un 34.65% (44 de 127) de casos negativos de LC; mientras que la positividad
para el Examen directo en el centro de referencia fue de 66.93% (85 de 127) y un
33.07% (42 de 127) de casos negativos para LC. Se omitié un (1) valor perdido
(missing value) de los célculos y analisis estadisticos para los resultados de la
prueba diagndéstica Examen directo.

Ocho pacientes fueron positivos para el examen directo microscoépico, 12 pacientes
fueron positivos para la RPA, y 75 pacientes fueron positivos por los dos métodos
diagnosticos (Figura 6).

Dirzcto microscopico

n=3

Figura 6. Diagrama de venn para la distribucion de los resultados positivos de las
pruebas diagnosticas en los centros de evaluacion.
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El andlisis de positividad para el examen directo, la PCR convencional y la RPA en
pacientes con sospecha de LC, mostré que 8, 6 y 6 pacientes respectivamente
fueron positivos para cada uno de los métodos diagndsticos respectivamente, y 52
pacientes fueron positivos para los tres métodos (Figura 7).

Directo mictoscopico PCE. convencional
n=4 =6

Figura 7. Diagrama de venn mostrando la distribucién de los resultados positivos de
las pruebas diagndsticas en el centro de referencia.

7.3. ANALISIS DEL RENDIMIENTO DIAGNOSTICO DE LA PRUEBA DE
AMPLIFICACION ISOTERMICA DE ADN MEDIANTE RECOMBINASA
Y POLIMERASA (RPA) FRENTE A LA TECNICA CONVENCIONAL DE
DIAGNOSTICO: EXAMEN DIRECTO (FROTIS O EXTENDIDO)

Se calcularon las diferentes medidas de rendimiento diagndstico para la prueba
RPA evaluada frente al examen directo (Tabla 2).

Los valores de sensibilidad y especificidad para la RPA frente al examen directo,
ambos realizados en los centros de evaluacion fueron 90,4% (95% CI 81,9 — 95,7)
y 72,7% (95% CI 57,2 — 85,0) respectivamente; 72,9% (95% CI 62,2 — 82,0) vy
83,3% (95% CI 68,6 — 93,0) para la RPA y el examen directo ambos realizados en
el centro de referencia; 72,0 (95% CI 60,4 — 81,8) y 69,8 (95% CI 55,7 — 81,7) para
la RPA y la PCR convencional realizadas en el centro de referencia
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respectivamente. Las demas medidas de rendimiento diagndstico se pueden ver en
la tabla 2.
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Tabla 2. Rendimiento diagndstico de la prueba “RPA” frente a la técnica convencional “Examen directo” (frotis o extendido).

MNo. muestras % muestras Sensibilidad % | Especificidad % VPP % VPN % LR+ LR- ~ o Area ROC
Prevalencia Indice de Youden
Test [1C 95%) (1C95% ) [1C 95%) (1C95% ) [1C95% ) [1C95% ) (1C95% )
Total Total Total Total
Enfermos | Sanos Enfermos | Sanos
Centro de Evaluacion
L 90,4 72,7 86,2 80,0 3,31 0.13 65,35 0,63 0,82
datos sin ajustar
. (81,9 -95,7) (57,2 - 85,0 (77,1-92,7) (64,4 -90,9) [2,03-5,40) | (0,07-0,26) | (56,68-74,02) (0,48-0,78) (0,74-0,89)
RPA 83 a4 65,4 34,6
i 100,0 100,0 100,0 100,0 0,0 65,35 1,0 100,0
datos ajustadost
(99,40 - 100,0) | (98,86 - 100,0%) | (99,40- 100,0%) | (98,86 - 100,0%) (0,0-0,98) | (56,68-74,02) {1,0- 1,0} (99,61 - 100,0%)
Centro de Referencia
o 72,9 83,3 89,9 60,3 4,38 0,32 66,9 0,56 0,78
datos sin ajustar
(62,2 - 82,0 (68,6 - 93,0 (80,2 - 95,8) (46,6 - 73,0) (2,20-8,71) | (0,22-047) | [58,0-75,0) (0,42-0,71) (0,71- 0,86)
RPAZ 85 42 66,9 33,1
. 88,24 100,0 100,0 80,77 0,12 66,9 0,88 92,13
datos ajustadost
(80,80-95,67) | (98,81-100,0%) | (99,33-100,0%) | (69,10-92,44) [0,07-0,21) | (580-75,0) (0,81-0,95) (87,05 - 97,20)
. o 72,0 69,8 77,1 63,8 2,38 04 58,6 0,42 0,71
RPA datos sin ajustar 75 53 58,6 41,4
(60,4 - 81,8) (55,7-81,7) (65,6- 86,3) (50,1- 76,0} (1,55-3,68) | (0,27-0,60) (49,6-67,2) (0,26-0,58) (0,63-0,79)
o 78,8 81,0 39,3 65,4 4,14 0,26 66,9 0,60 0,80
datos sin ajustar
PCR (68,6 - 86,9) (65,9 - 91,4) (80,1-95,3) (50,9 - 78,0) (2,20-7,79) | (0,17-0,40) | [58,0-75,0) (0,45 - 0,74) (0,72 -0,87)
_ 2 85 42 66,9 33,1
Convenciona R 95,29 100 100 91,30 0,05 66,9 0,95 96,85
datos ajustadosT
(90,20 - 100,0%) | (98,81- 100,0%) | (99,38 - 100,0*) | (82,07 - 100,0%) [0,02-0,12) | (580-75,0) (0,91- 1,0%) (93,42 - 100,0%)
Todo 49 26 65,3 34,7
indice Kappa
(fEE)
Valorp
0,547
Concordancia para la RPA entre el Centro de Evaluacion y el Centro de Referencia (0,085)
0,000
0,859
Concordancia para el Examen directo entre el Centro de Evaluacidn y el Centro de Referencia (0,089)
0,000

‘One-sided, 97,5% intervalo de confianza

T datos ajustados por prueba de referencia imperfecta;  Error estandar
RPA = Amplificacion isotérmica de DNA mediante recombinasay polimerasa ; PCR = Reaccion en cadenade la

polimerasa

VPP =Vvalor predictivo positivo; VPN = Valor predictivo negativo; LR = likelihood ratio; T Error estdndar

*RPA en el Centro de Evaluacidn vs Examen directo en el Centro de Evaluacién

2RPA en el Centro de Referencia vs Examen directo en el Centro de Referencia

*RPA en el Centro de Referencia vs PCR convencional en el Centro de Referencia

*PCR Convencional en el Centro de Referencia vs Examen directo en el Centro de Referencia
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Correccion de la sensibilidad y especificidad por Estandar de Referencia
imperfecto

Dado que la precision diagnostica de la RPA pudo ser tanto subestimada como
sobreestimada a causa del “sesgo de estandar de referencia imperfecto”, que se
produce cuando en la evaluacion de una prueba diagnostica, se usa como
referencia una prueba imperfecta como es el examen directo, frotis o extendido (muy
dependiente del operador), se procedio a realizar la correccidén de los pardmetros
de sensibilidad y especificidad de la RPA y de la PCR convencional mediante el
Método de Correccién de un Unico Test diagnostico vs un Gold Standard imperfecto
en una unica poblacién. El procedimiento de correccion se muestra en las Figuras
8,9y 10.

Partiendo de un valor de sensibilidad del 70% y una especificidad del 70% para el
estandar de referencia imperfecto (examen directo), valores establecidos por
consenso entre expertos y soportados por la literatura publicada, entonces, las
estimaciones de maxima verosimilitud (MLES) de la sensibilidad y especificidad de
la RPA seran:

Sp(R)(a+b)—b _ Se(R)(c+d)—c

W =Spmw-0+d ' PP Ee®-w@ro

Imperfect Reference Standard (R), New Diagnostic Test (T) and Total
population(N)

Como se puede apreciar los valores corregidos por estandar de referencia
imperfecto, para la sensibilidad y la especificidad, superan el 100%, lo que significa
que el valor real de la sensibilidad y la especificidad de la RPA realizada en los
centros de evaluacion de los diferentes municipios, es de un 100% y lo mismo aplica
para el valor de la especificidad 100%. Sin embargo, es importante tener en cuenta
qué dado el elevado componente de interpretacion subjetiva del examen directo,
una posible falta de enmascaramiento en la interpretacion del examen directo, con
previo conocimiento del resultado de la RPA; sobrestimaria el indice de rendimiento
global en un 30% (Relative Diagnostic Odds Ratio (RDOR) 1.3; 95% CI, 1.0 — 1.9))
(26) (Figura 8).
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Tabla 2x2

Test (T)

Sen(Ref)=
Esp(Ref)=

Prevalencia

Positivo
Negativo

70,0%
70,0%
65,4%

Gold Standard (R)

Positivo Negativo
75 12
8 32
83 44 127
Corregido
Sen(T) 108,9%
Esp(T) 339,0%

Sin Corregir
Sen(T)=
Esp(T)=

90,4%
72,7%

Figura 8. RPA en el centro de evaluacion vs examen directo en el centro de

evaluacion

El valor corregido por estandar de referencia imperfecto, para la especificidad de la
RPA, supera el 100%, lo que significa que el valor real de la especificidad para la
RPA evaluada en el centro de referencia es de un 100% (Figura 9).

Test (T)

Tabla 2x2

Sen(Ref)=
Esp(Ref)=
Prevalencia

Positivo
Negativo

70,0%
70,0%
66,9%

Gold Standard (R)

Positivo Negativo
62 7
23 35
85 42 127
Corregido
Sen(T) 88,1%
Esp(T) 451,3%

Sin Corregir
Sen(T)=
Esp(T)=

72,9%
83,3%

Figura 9. RPA en el centro de referencia vs examen directo en el centro de

referencia

El valor corregido por estandar de referencia imperfecto, para la especificidad de la
PCR convencional evaluada en el centro de referencia supera el 100%, por lo tanto,

su valor real es de una especificidad de 100% (Figura 10).
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Tabla 2x2 Gold Standard (R)
Positivo Negativo

Positivo 67 8

Test (T) Negativo 18 34
85 42 127
Corregido Sin Corregir

Sen(Ref)= 70,0% Sen(T) 94,9% Sen(T)= 78,8%
Esp(Ref)= 70,0% Esp(T) 471,8%  Esp(T)= 81,0%
Prevalencia 66,9%

Figura 10. PCR convencional en el centro de referencia vs examen directo en el
centro de referencia

Area bajo la Curva ROC

La capacidad de la nueva prueba diagnostica RPA de discriminar entre resultados
positivos y negativos de LC fue de 0,82 (95% CI 0,74 — 0,89) (Tabla 2).

Se calcularon las areas bajo la curva ROC de la prueba diagnéstica RPA con sus
respectivos intervalos de confianza, teniendo en cuenta la variable tiempo de
evolucion de la lesion: menor o igual a 90 dias y mayor o igual a 91 dias. También
se calculo el valor p para la prueba de homogeneidad de &reas.

Se puede observar cdmo se incrementa la capacidad de la nueva prueba
diagnostica “RPA” de discriminar entre resultados positivos y negativos de LC,
cuando los datos se ajustan por estandar de referencia imperfecto, tanto para las
lesiones con menos de 90 dias, como para las lesiones con mas de 91 dias de
evolucion (Tabla 3y 4).
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Tabla 3. Areas bajo la curva ROC de la RPA (tiempo de evolucion de la lesion < 90

dias)
Tiempo de evolucion de la lesion £ 90 dias

Area ROC Area ROC chi?

Test

(95% Cl) (95% CI)T valor p*

. 0,82 1,0 17,49

RPA
(0,73 - 0,90) (0,99- 1,0 0,000
3 0,76 0,88 9,23

RPA
(0,67 - 0,85) (0,81 - 0,94) 0,002
2 0,71 0,93 22,23

RPA
(0,62 - 0,80) (0,88 - 0,99) 0,00
BCRC i e 0,81 0,94 11,20
envenciena (0,72 - 0,89) (0,29 - 0,99) 0,00

*RPA en el Centro de Evaluacion vs Examen directo en el Centro de Evaluacidn
*RPA en el Centro de Referencia vs Examen directo en el Centro de Referencia
*RPa en el Centro de Referencia vs PCR convencional en el Centro de Referencia
* PCR Convencional en el Centro de Referencia vs Examen directo en el Centro

de Referencia
T Dato ajustado por prueba de referencia imperfecta

* Prueba de homogeneidad de areas
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Tabla 4. Areas bajo la curva ROC de la RPA (tiempo de evolucion de la lesion = 91
dias)

Tiempo de evolucidn de la lesion =91 dias

Test Area ROC Area ROC chi?
1 0,71 1,0 477

RPA
(0,45 - 0,97) (0,96 - 1,0) 0,028
3 0,77 1,0 3,50

RPA
(0,53 - 1,00) (0,96 - 1,0) 0,061
. 0,66 0,87 1,63

RPA
(0,41 - 0,92) (0,66 - 1,0) 0,20
I o 0,79 1,0 3,18
onvenciona (0,56 - 1,00) (0,96 1,0) 0,07

LRPA en el Centro de Evaluacién vs Examen directo en el Centro de Evaluacién
*RPA en el Centro de Referencia vs Examen directo en el Centro de Referencia
*RPA en el Centro de Referencia vs PCR convencional en el Centro de Referencia

® PCR Convencional en el Centro de Referencia vs Examen directo en el Centro
de Referencia

T Dato ajustado por prueba de referencia imperfecta

* Prueba de homogeneidad de dreas

Concordancia inter-observador de la prueba de amplificaciéon isotérmica de

DNA mediante recombinasa y polimerasa (RPA) y el Examen Directo (frotis o
extendido)

e Evaluacion de la concordancia inter-observador (indice Kappa)
Este indice Kappa, corresponde al grado de acuerdo inter-observador, una vez

corregido el debido al azar; también se calcul6 la concordancia inter-observador
segun la variable tiempo de evolucién de la lesién.
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a. Concordancia entre Centro de Evaluacion y Centro de Referencia para el
Examen directo

Se obtuvo una concordancia entre los centros de evaluacién y el centro de
referencia para el Examen directo del 86% (concordancia excelente)
aproximadamente (indice kappa= 0,859) (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de acuerdo simple: Resultados examen directo en centro de
evaluacion y centro de referencia

Centro de Referencia
(Examen directo)
positivo negativo Total
Centro de Evaluacién  positivo 80 3 83
(Examen directo) negativo 5 39 44
Total 85 42 127
El acuerdo observado es (80+39) / 127 = 93,70%
Acuerdo observado | Acuerdo esperado Kappa EE* EstadisticoZ| Valorp
93,70% 55,20% 0,859 0,089 9,69 0,000

* EE: error estandar

b. La concordancia entre centro de evaluacion y centro de referencia para el
examen directo, si el tiempo de evolucion de la lesion es < 90 dias

Se obtuvo una concordancia entre los centros de evaluacion y el centro de
referencia para el Examen directo si el tiempo de evolucion de la lesion es menor o
igual a 90 dias, del 86% (concordancia excelente) aproximadamente (indice kappa=
0,862) (Tabla 6).

Tabla 6. Porcentaje de acuerdo simple: Resultados examen directo en centro de
evaluacion y centro de referencia si el tiempo de evolucion de la lesion es < 90 dias.

Centro de Referencia
(Examen directo)

El acuerdo observado es (70 + 28) / 104 = 94,23%

positivo negativo Total
Centro de Evaluacidon positivo 70 2 72
(Examen directo) negativo 4 28 32
Total 74 30 104
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Acuerdo observado | Acuerdo esperado Kappa EE* EstadisticoZ| Valorp
94,23% 58,14% 0,862 0,098 8,8 0,000
* EE: error estandar

c. Laconcordancia entre centro de evaluacion y centro de referencia para el
examen directo, si el tiempo de evolucién de la lesidén es = 91 dias

Se obtuvo una concordancia entre los centros de evaluacion y el centro de
referencia para el Examen directo si el tiempo de evolucion de la lesion es mayor o
igual a 91 dias, del 71% (concordancia buena o moderada) aproximadamente
(indice kappa= 0,708) (Tabla 7).

Tabla 7. Porcentaje de acuerdo simple: Resultados examen directo
(positivo/negativo) segun Centro de Evaluacion y Centro de Referencia si el tiempo
de evolucion de la lesion es = 91 dias.

Centro de Referencia
(Examen directo)

positivo negativo Total
Centro de Evaluacién  positivo 5 1 6
(Examen directo) negativo 1 7 8
Total 6 8 14

El acuerdo observadoes (5+7)/14= 0,8571%

Acuerdo observado | Acuerdo esperado Kappa EE* EstadisticoZ| Valorp
85,71% 51,02% 0,708 0,267 2,65 0,004

* EE: error estandar
d. La concordancia entre centro de evaluacién y centro de referencia para la
RPA
Se obtuvo una concordancia entre los centros de evaluacion y el centro de
referencia para la RPA del 55% (concordancia aceptable) aproximadamente (indice

kappa= 0,547) (Tabla 8).

Tabla 8. Porcentaje de acuerdo simple: Resultados RPA en Centro de Evaluaciény
Centro de Referencia
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Centro de Referencia

(RPA)
positivo negativo Total
Centro de Evaluacién  positivo 65 23 88
(RPA) negativo 5 35 40
Total 70 58 128
El acuerdo observado es (65 +35) / 128 = 78,13%
Acuerdo observado | Acuerdo esperado Kappa EE* EstadisticoZ| Valorp
78,13% 51,76% 0,547 0,085 6,46 0,000

* EE: error estandar

e. La concordancia entre centro de evaluacion y centro de referencia para la
RPA, si el tiempo de evolucion de la lesion es < 90 dias

Se obtuvo una concordancia entre los centros de evaluacién y el centro de
referencia para la RPA si el tiempo de evolucién de la lesién es menor o igual a 90
dias, del 47% (concordancia aceptable) aproximadamente (indice kappa= 0,468)

(Tabla 9).

Tabla 9. Porcentaje de acuerdo simple: Resultados RPA en Centro de Evaluaciény
Centro de Referencia si el tiempo de evolucion de la lesion es < 90 dias.

Centro de Referencia
(RPA)
positivo negativo Total
Centro de Evaluacidon positivo 54 21 75
(RPA) negativo 5 24 29
Total 59 45 104
El acuerdo observado es (54 + 24) / 104 = 75,0%
Acuerdo observado | Acuerdo esperado Kappa EE* EstadisticoZ| Valorp
75,00% 52,98% 0,468 0,093 5,05 0,000

* EE: error estandar

f. La concordancia entre centro de evaluacion y centro de referencia para la
RPA, si el tiempo de evolucion de la lesién es = 91 dias
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Se obtuvo una concordancia entre los centros de evaluacion y el centro de
referencia para la RPA si el tiempo de evolucion de la lesion es mayor o igual a 91
dias, del 87% (concordancia excelente) aproximadamente (indice kappa= 0,865)
(Tabla 10).

Tabla 10. Porcentaje de acuerdo simple: Resultados RPA en Centro de Evaluacion
y Centro de Referencia si el tiempo de evolucion de la lesion es = 91 dias.

Centro de Referencia
(RPA)
positivo negativo Total
Centro de Evaluaciéon  positivo 6 1 7
(RPA) negativo 0 8 8
Total 6 9 15
El acuerdo observado es (6+8) / 15= 93,33%
Acuerdo observado | Acuerdo esperado Kappa EE* EstadisticoZ| Valorp
93,33% 50,67% 0,865 0,256 3,38 0,0004

* EE: error estandar

7.4. EXPLOR'ACION DE FACTORES ASOCIADOS A LA PRESENCIA DE
LC SEGUN EL DIAGNOSTICO OBTENIDO POR LA PRUEBA RPA

Se calcularon los resultados de la prueba Chi? de independencia para las variables
consideradas plausibles bioldgicamente, ademas de las medidas de asociacion y
sus respectivos intervalos de confianza (95% CIl). Las variables cuyos valores de p
estan resaltados en negrilla, fueron candidatas para ingresar en el modelo, ya que
cumplieron el criterio de Hosmer-Lemeshow (p < 0,25), las variables “antecedentes
de leishmaniasis (valor p=0,004)” y “resultado del examen directo en el centro de
evaluacion (valor p=0,000)”, no cumplieron con el criterio de independencia con
respecto al resultado de la RPA en el centro de evaluacién, se observaron
evidencias estadisticamente significativas de algun grado de asociacién entre las
variables y el resultado de la RPA. (Tabla 11).
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Tabla 11. Prueba de independencia de las variables consideradas plausibles
biolégicamente

. Pearson
Resultado Test RPA en el C. Evaluacidn hit Valor P Pt 95% CI
Chi

Sexo 0,25 0,616 1,066 0,827 1,374
Antecedentes de leishmaniasis 8,05 0,004 0,456 0,203 1,024
Tipo de lesion 3,89 0,049 1,539 0,885 2,677
Tiempo de evolucion de la lesion 3,96 0,047 1,545 0,888 2,839
Sitio del estudio 0,19 0,660 1,063 0,801 1,412
Lugar donde adquirid la infeccion 0,03 0,856 0,977 0,765 1,249
Raza 0,84 0,361 0,889 0,700 1,128
Ocupacion 2,20 0,138 1,220 0,966 1,541
Tiempo experiencia toma de muestras

" 3,59 0,058 1,387 | 0,922 2,088
C. Evaluacion
Tiempo experiencia lectura de placas

" 3,59 0,058 1,387 | 0,922 2,088
C. Evaluacion
Resultado del examen directo

- 53,04 0,0000 | 3,3130 | 2,035 5,395
C. Evaluacion

1 - .

RP: Razon de Prevalencias
Los valores P en negrilla, cumplieron con el Criterio de Hosmer-Lemeshow (p < 0,25) por
lo tanto, son variables candidatas para ingresar en el modelo de regresion.

Modelo de Regresion Logistica (RLog) Binaria.

Se realiz6 el modelo de regresioén logistica (RLog) binaria via método “Backward”
de seleccion de variables. Se determinaron 5 modelos de regresion logistica, el
modelo inicial contenia todas las variables consideradas plausibles biol6gicamente,
a partir de ese modelo inicial, se fueron eliminando una a una las variables menos
significativas (con mayor valor p) (Tabla 12).

Para el modelo inicial (Modelo 1), en total, fueron necesarias 4 interacciones para
estimarlo. La funcién de LR Chi? (4) = 5.17; sig. 0.2707 indica que el modelo no se
ajusta mejor que un modelo vacio; aproximadamente el 9,34% (Pseudo R? =0.0934)
de la variacion de los resultados de la RPA en el Centro de Evaluacion puede ser
explicada por la variacion de las variables independientes del modelo (Tabla 12).
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Tabla 12. Modelos de regresion Logistica, Y = resultado “Verdadero Positivo” con la

prueba diagnostica RPA.

Resultado de un VP en la prueba RPA
. Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4 Modela 5
(C. Evaluacion )
Odds Ratio Odds Ratio Odds Ratio Odds Ratio Odds Ratio
Variable Valorp Valorp Valor p Valor p Valorp
{95% Cl1) {95% Cl) {95% Cl1) {95% Cl1) {95% CI)
Tipo de lesidn 5,321 2,08
Glcera 0,200 0,539
(0,414 - 68,458) | (0,201 - 21,434)
Tiempo de evolucion de la lesion 8,086 5,2 4,75 4,75 3,667
<= 90 dias 0,048 0,094 0,107 0,107 0,165
(1,018 - 64,235) | (0,755 - 35,810) | (0,714 - 31,580} | (0,714 - 31,580} | (0,585 - 22,965)
Ocupacion 2,218
. 0,384
agricultor (0,369 - 13,332)
Tiempo experiencia toma de muestras 3,404 3,467 3,167
C. Evaluacion 0,199 0,127 0,146
>1afio (0,525 - 22,070} | (0,702-17,114) | {0,669 - 14,979)
Tiempo experiencia lectura de placas 3,167
C. Evaluacion 1,000 1,000 1,000 0,146
>1afio (0,669 - 14,979)
0,076 0,277 0,632 2
_cons 0,216 0,478 0,696 0,423
(0,001-4,519) | (0,008-9,608) | (0,063- 6,308) (0,366 - 10,919)

Donde la variable dependiente es el resultado “Verdadero Positivo” de la prueba
diagnostica RPA en el Centro de Evaluacion (0 “Falso Positivo”; 1 “Verdadero
Positivo” de la RPA).

La probabilidad de tener un resultado verdadero positivo con la prueba diagnéstica
RPA, se incrementa 8,08 veces con respecto a tener un falso positivo en los
pacientes con un tiempo de evolucion de sus lesiones menor o igual a 90 dias, en
comparacion con los pacientes con un tiempo de evolucion de sus lesiones mayor
o igual a los 91 dias, permaneciendo el resto de las covariables constantes.

Solo a manera de ilustracién, se presenta la interpretacion de algunas variables del
modelo que no fueron significativas estadisticamente:

e Por cada incremento de 1 afio en el tiempo de experiencia en la toma de
muestras en el centro de evaluacion, la probabilidad de tener un resultado
verdadero positivo en la prueba diagnéstica RPA, aumenta 3,4 veces con
respecto a tener un falso positivo en el personal con > de 1 afio de
experiencia en comparacion con el personal con < de 1 afio de experiencia,
permaneciendo el resto de las covariables constantes.

e La probabilidad de tener un resultado verdadero positivo en la prueba
diagnéstica RPA, se incrementa 5,32 veces con respecto a tener un falso
positivo en los pacientes con lesiones tipo uUlcera en comparacion con los
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pacientes con otros tipos de lesiones, permaneciendo el resto de las
covariables constantes.

e La probabilidad de tener un resultado verdadero positivo en la prueba
diagnostica RPA, se incrementa 2,21 veces con respecto a tener un falso
positivo en los pacientes cuya ocupacion es la agricultura, en comparacion
con los pacientes con otras actividades ocupacionales, manteniendo el resto
de las covariables constantes.

Tabla 13. Modelos de regresion Logistica, Y = resultado “Verdadero Negativo” con
la prueba diagndstica RPA.

Resultado de un VM en la prueba RPA
. Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
(C. Evaluacion )
Odds Ratio Odds Ratio Odds Ratio
Variable Valorp Valorp Valor p
(95% CI) (95% CI) (95% CI)
Tipo de lesion 0,312 0,305 0,429
- 0,386 0,220 0,475
Ulcera
(0,022-4,341) | (0,022-4,308) | (0,042-4,391)
Tiempo de evolucion de la lesidn 1,407 1,441
) 0,763 0,747
<=90 dias
(0,153-12,916) | (0,157-13,232)
Ccupacion 1,342
; 0,815
agricultor (0,114 - 15,366)
Tiempo experiencia toma de muestras
C. Evaluacidn 1,000 1,000 1,000
> 1 afo
Tiempo experiencia lectura de placas
C. Evaluacion 1,000 1,000 1,000
»1afio
4,287 4,470 5,000
_cons 0,209 0,190 0,142
(0,443 - 41,461} | (0,476 - 41,949) | (0,584 - 42,797)

Donde la variable dependiente es el resultado “Verdadero Negativo” de la prueba
diagndstica RPA en el Centro de Evaluaciéon (0 “Falso Negativo”; 1 “Verdadero
Negativo” de la RPA) (Tabla 13).

En estos modelos se puede ver que la probabilidad de tener un resultado verdadero
negativo con respecto a un falso negativo usando la prueba diagnostica RPA, no

69



esta influenciada por las variables independientes incluidas en los modelos (Tabla
13).

Curva ROC del modelo de regresion logistica

La curva ROC muestra el poder de discriminacion del modelo de regresion logistica
para Y= resultado “Verdadero Positivo” con la RPA; la Figura 11 muestra un area
bajo la curva de 0,7255; por lo tanto, se puede concluir que las variables incluidas
en el modelo de regresion logistica binaria discriminan de manera aceptable entre
verdaderos positivos (VP) y falsos positivos (FP) de la prueba diagnéstica RPA, su
poder de discriminacion es el 73 % del maximo posible.

0.50 0.75 1.00
| | |

0.25
|

0.00

T T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1 - Especificidad
Area bajo la curva ROC = 0.7255

Figura 11. Curva ROC: poder de discriminacion de la prueba diagnostica RPA en el
Centro de Evaluacion (Modelo de Regresion Logistica, Y = resultado “Verdadero
Positivo”)

7.5. SUPERVIVENCIA GLOBAL ENTRE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS
RPA Y EXAMEN DIRECTO EN EL CENTRO DE EVALUACION

Se establecié una curva de supervivencia considerando como variable tiempo, el
tiempo de evolucion de la lesion (dias) y como falla, la pérdida de sensibilidad de la
prueba diagndéstica RPA en el Centro de Evaluacion, es decir, obtener un falso
negativo (FN) (Censura es el resultado positivo = 1) (Figura 12)
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Esta curva representa la probabilidad de tener un falso negativo (pérdida de
sensibilidad de la RPA) en funcion de la variable tiempo de evolucion de la lesion;
en ella se observa como la probabilidad de un FN es mas elevada cuanto menos
tiempo de evolucion tiene la lesidn; aproximadamente por debajo de los 90 dias de
evolucion de la lesion, la probabilidad de un FN se va incrementando
considerablemente. A partir de los 90 dias de evolucion de la lesion, la probabilidad
de un FN disminuye lentamente, para estabilizarse a partir de los 275 dias
aproximadamente, es decir, cuando las lesiones se tornan crénicas (Fig. 12).

Figura 12. Funcion de Supervivencia - RPA (Centro de Evaluacion). Pérdida de
Sensibilidad (La probabilidad de un FN).
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Se establecié otra curva de supervivencia considerando como variable tiempo, el
tiempo de evolucion de la lesion (dias) y como falla, la pérdida de especificidad de
la prueba diagndéstica RPA en el Centro de Evaluacion, es decir, obtener un falso
positivo (FP) (Censura es el resultado positivo = 1) (Figura 13).

Esta curva representa la probabilidad de tener un falso positivo (pérdida de
especificidad de la RPA) en funcion de la variable tiempo de evolucién de la lesion;
en ella se observa como la probabilidad de un FP es mas elevada cuanto menos
tiempo de evolucidn tiene la lesién; aproximadamente por debajo de los 90 dias de
evolucion, la probabilidad de un FP se incrementa de forma acelerada. A diferencia
de la curva anterior, en esta grafica, la probabilidad de un FP para las lesiones con
menos de 90 dias es mayor que, la probabilidad de un FN para las lesiones con el
mismo tiempo de evolucion. Esto significa que, para las lesiones en general, la
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pérdida de especificidad es mayor que la pérdida de sensibilidad cuando las
lesiones tienen menos de 90 dias de evolucién (Fig. 13).

Figura 13. Funcion de Supervivencia - RPA (Centro de Evaluacion). Pérdida de
Especificidad (La probabilidad de un FP).
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También se evalud la curva de supervivencia, segun el tipo de lesién (llcera y otros
tipos), considerando como falla, la pérdida de sensibilidad de la prueba diagndstica
RPA en el Centro de Evaluacion, es decir, obtener un falso negativo (FN) (Censura
es el resultado positivo = 1) (Fig. 14)

La grafica muestra que, cuando las lesiones en general tienen un tiempo de
evolucién menor a los 90 dias, la probabilidad de un FN es mas elevada para otros
tipos de lesiones diferentes a las Ulceras, es decir, la pérdida de sensibilidad de la
RPA es mayor para las lesiones de otros tipos diferentes a la tlcera con un tiempo
de evolucidon menor a 90 dias. Mientras que, las lesiones tipo Ulcera con menos de
90 dias de evolucién, tienen menos probabilidad de tener un FN que los otros tipos
de lesiones, por lo tanto, la pérdida de sensibilidad es menor (Fig. 14).
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Figura 14. Funcion de Supervivencia - RPA (Centro de Evaluacion). Pérdida de
Sensibilidad (La probabilidad de un FN). Segun el tipo de lesion.
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Curva de supervivencia, segun el tipo de lesion (Glcera y otros tipos), considerando
como falla, la pérdida de especificidad de la prueba diagnostica RPA en el Centro
de Evaluacion, es decir, obtener un falso positivo (FP) (Censura es el resultado
positivo = 1) (Fig. 15)

La grafica muestra que, cuando las lesiones en general tienen un tiempo de
evolucién menor a los 90 dias, la probabilidad de un FP es mas elevada para las
lesiones tipo Ulcera que para los otros tipos de lesiones; es decir, la pérdida de
especificidad de la RPA es mayor para las Ulceras que para otros tipos de lesiones.
Sin embargo, a medida que aumenta el tiempo de evolucion de la lesion, la
probabilidad de encontrar un FP disminuye para los otros tipos de lesiones, mientras
que, para las ulceras esta probabilidad permanece constante (Fig. 15).
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Figura 15. Funcion de Supervivencia - RPA (Centro de Evaluacion). Pérdida de
Especificidad (La probabilidad de un FP). Segun el tipo de lesion.
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Finalmente, se compararon las dos curvas de supervivencia a través del Test de
log-rank y wilcoxon.

Comparacion de las curvas de Supervivencia: Perdida de sensibilidad de la RPA en
el Centro de Evaluacion segun tipo de lesién (Glcera y otros tipos).

Test de log-rank
chi?(1) = 17,12
Pr>chi2 = 0.0000

Test de Wilcoxon
chi?(1) = 10,97
Pr>chi? = 0.0009

Interpretacion: Existen evidencias estadisticamente significativas para decir que los
grupos comparados presentan diferente supervivencia global, es decir, existen
diferencias persistentes.

Comparacion de las curvas de Supervivencia: Perdida de especificidad de la RPA
en el Centro de Evaluacion segun tipo de lesion (Ulcera y otros tipos).
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Test de log-rank
chi?(1) = 10,38
Pr>chi? = 0.0013

Test de Wilcoxon
chi?(1) = 8,74
Pr>chi? = 0.0031

De lo anterior se puede concluir gque existen evidencias estadisticamente
significativas para decir que los grupos comparados presentan diferente
supervivencia global, es decir, existen diferencias persistentes.

7.6. APROXIMACION AL ANALISIS DE COSTO-EFECTIVIDAD

En esta aproximacion al analisis de costo-efectividad, la efectividad se entendera
como un aumento de la sensibilidad y la especificidad de la prueba RPA con
respecto al examen directo. El indicador de efectividad elegido que sirvié de base
comparativa en el analisis de costo-efectividad se expres6é en términos de: la
diferencia en la sensibilidad y la diferencia en la especificidad entre las pruebas
diagnoésticas RPA y el examen directo.

La aproximacion al analisis de costo-efectividad se realizo sin tener en cuenta los
costos secundarios asociados a un resultado falso negativo del tradicional Examen
directo.

Lo costos atribuidos a cada una de las pruebas para el diagnéstico de LC se
muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Relacion de costos Prueba diagnéstica RPA y examen directo

Costos Relacionados Costos Secundarios
Costos Directos Costos Directos "Examen Directo" "Examen Directo"
"RPA" "Examen Directo" (Cultivo + PCR Cirugia de reconstruccion
convencional) (Falso Negativo)
$90.000 $15.000 $135.000 $100.000.000

El ACEI o Razén marginal o incremental segun la sensibilidad de la RPA fue:

(90000 — 15000)
(100,0 — 70,0)

Raz6n marginal =

Razon marginal = 2,500.0
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El ACEI o Razén marginal o incremental segun la especificidad de la RPA fue:

(90000 — 15000)
(100,0 — 70,0)

Razén marginal =

Razo6n marginal = 2,500.0

Los resultados muestran que:

Cada unidad adicional (1%) de sensibilidad en el diagnéstico de la LC, de la prueba
diagnostica RPA cuesta $ 2,500.0 pesos mas que el Examen directo tradicional.

Cada unidad adicional (1%) de especificidad en el diagnéstico de la LC, de la prueba
diagnostica RPA cuesta $ 2,500.0 pesos mas que el Examen directo tradicional.
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8. DISCUSION

La evaluaciéon de un nuevo método diagndstico en ausencia de un Gold Standard
valido o aceptable siempre ha representado un dilema especialmente con respecto
a la sensibilidad. Todos los métodos convencionales empleados para el diagndstico
de la LC tienen tasas de positividad desde moderadas hasta bajas. Algunos estudios
han reportado una positividad de la microscopia directa del 42% (27); 46,7% (28);
48% (29); 67% (30). Este amplio rango puede explicarse en parte, por la variacion
en la concentracion de parasitos en diferentes tipos de muestras bioldgicas.

En el diagndstico de la leishmaniasis, el verdadero problema es encontrar un
meétodo altamente sensible para diagnosticar correctamente los casos con solo unos
pocos parasitos en el material biolégico obtenido. En este estudio, si consideramos
la demostracion de amastigotes en un frotis tefiido (examen directo) como el Gold
standard (OMS,1999), la RPA demostré ser mas sensible (90,4%) que el tradicional
examen directo (42 — 67%), con un 14% de fallos en la deteccién de LC (falsos
positivos), datos sin ajustar por estandar de referencia imperfecto; y una sensibilidad
ajustada por estandar de referencia imperfecto del 100%.

Con respecto a la especificidad, la RPA fue mas especifica (72,7%) que el examen
directo, con un 20% de casos de LC que no fueron detectados (falsos negativos),
sin ajustar por estandar de referencia imperfecto; y una especificidad ajustada por
estandar de referencia imperfecto del 100%.

Los resultados muestran que con la nueva prueba diagnéstica RPA, es 3,31 veces
(LR+) més probable que una persona con LC reciba un resultado positivo, que una
persona sin LC (o lo que es lo mismo, es 3,31 veces mas probable encontrar un
verdadero positivo (VP) con la prueba diagnostica RPA que con el examen directo);
pequefia diferencia pero podria ser relevante teniendo en cuenta la toxicidad de los
medicamentos disponibles para tratar la LC; y 0.13 veces (LR-) mas probable que
una persona con LC reciba un resultado negativo que una persona sin LC (o lo que
es lo mismo, es 0,13 veces mas probable encontrar un falso negativo con la prueba
diagnostica RPA que con el examen directo); se puede decir, que un resultado
negativo de la RPA descarta la enfermedad.

El &rea bajo la curva ROC de la prueba diagnéstica RPA, nos dice que existe una
probabilidad de 82% (sin ajustar por estandar de referencia imperfecto) y del 100%
(ajustada por estandar de referencia imperfecto) de que, si se eligen al azar a dos
individuos, uno con LC y otro sin ella, la RPA los clasifique a ambos correctamente.
Por lo tanto, el area bajo la curva ROC de la RPA, tiene una buena capacidad de
distinguir o de discriminar entre enfermos y no enfermos.

La concordancia inter-observador para la prueba diagndstica RPA entre el Centro
de evaluacion y el Centro de referencia fue aceptable ya que se situé por encima de
0.4 (0,547). Si evaluamos esta concordancia discriminada por el tiempo de
evolucion de la lesién observamos que para las lesiones con un tiempo menor o
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igual a 90 dias de evolucion, la concordancia entre los dos observadores fue menor
(0,468) que la concordancia general y para las lesiones con un tiempo mayor o igual
a 91 dias de evolucion (lesiones cronicas), la concordancia fue excelente (0,865);
este ultimo resultado (0,865) sorprende, porque para el diagnéstico de LC, las
lesiones se prefieren con un tiempo de evolucion menor de 90 dias; se podria
pensar que esta concordancia elevada para las lesiones con mas de 91 dias de
evolucion, se podria atribuir a la falta de enmascaramiento para la interpretacion de
los resultados de la RPA, muy influenciados por el conocimiento previo de los
resultados del examen directo, para el que en definitiva, esta mas familiarizado el
personal de laboratorio en los diferentes centros de evaluacion, a pesar del elevado
componente subjetivo que tiene implicito esta prueba diagndstica; esta hipotesis
podria estar respaldada por la excelente concordancia observada (concordancia por
encima de 0,8) para el examen directo, tanto la general, como la concordancia para
las lesiones recientes y para las crénicas.

Esta situacidbn se habia previsto en la metodologia, dadas las condiciones del
estudio, donde el personal de laboratorio tomaba las muestras simultaneamente
para el examen directo, la RPA y la PCR convencional para el Centro de evaluacion
y para el Centro de referencia; luego de la toma de muestras, se procesaban las
muestras para el examen directo y se almacenaban las muestras para la RPA y
PCR convencional; por esta razén, no se podia asegurar desconocer en todos los
casos los resultados previos del examen directo, incrementandose asi, la
probabilidad de que la interpretacion de la RPA introdujera sesgos.

Las variables independientes escogidas por su plausibilidad biol6gica para explorar
los factores asociados a la presencia de LC, solo explicaron aproximadamente el
10% de la variacion en los resultados de la RPA en el Centro de evaluacion. Se
observé que, la probabilidad de tener un resultado verdadero positivo (VP) con la
prueba diagnoéstica RPA, se increment6 8,08 veces con respecto a tener un falso
positivo (FP) en los pacientes con un tiempo de evolucién de sus lesiones menor o
igual a 90 dias, en comparacion con los pacientes con un tiempo de evolucién de
sus lesiones mayor o igual a los 91 dias, permaneciendo el resto de las covariables
constantes. Este resultado estd en sintonia con el conocimiento existente en
diagndstico de LC, sobre la preferencia de muestras clinicas de lesiones con un
tiempo de evolucién menor a 90 dias (recientes), dado que permiten visualizar mejor
los amastigotes a través del tradicional examen directo, y para las pruebas
moleculares, garantiza la presencia del parasito en cantidades detectables por las
mismas.

La curva ROC del modelo de regresion logistica mostré que la RPA tiene un buen
poder de discriminacion (73%) entre los resultados verdadero positivo (VP) y falsos
positivos (FP), en funcion de las variables independientes incluidas en el modelo.
Con relacion a la probabilidad de obtener un resultado verdadero negativo (VN), con
respecto a tener un falso negativo (FN) con la prueba diagnéstica RPA; se puede
afirmar que, el modelo de regresion logistica no fue influenciado por las variables
independientes incluidas en este.
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La funcion de supervivencia para la RPA en el Centro de Evaluacion mostré que, la
probabilidad de tener un falso negativo (FN) disminuye considerablemente, a
medida que aumenta el tiempo de evolucion de la lesion; para las lesiones con un
tiempo de evolucién < 90 dias, la probabilidad de tener un FN oscila entre 0,375y
valores cercanos a 1; para las lesiones mas crénicas, con un tiempo de evolucion =
91 dias, la probabilidad de tener un FN se ubica por debajo de 0,25, estabilizandose
a partir de los 280 dias aproximadamente. Las lesiones mas cronicas tienen menos
probabilidad de tener un resultado FN, es decir, de perder sensibilidad con la prueba
diagnoéstica RPA, principalmente porque es mas dificil encontrar parasitos en la
lesion, para diagnosticar la LC, este resultado también confirma por qué es
importante hacer el diagndstico de la LC sobre lesiones con menos de 90 dias de
evolucion.

Cuando se discrimina por tipo de lesidn, se observa que la probabilidad de tener un
resultado FN en lesiones tipo uUlcera con < 90 dias de evolucion, es de
aproximadamente 0,375 en comparacion con una probabilidad de 0,50 para los
otros tipos de lesiones que tienen el mismo tiempo de evolucion, la probabilidad de
tener un FN se estabiliza para los otros tipos de lesiones a partir de los 91 dias de
evolucion, mientras que para las Ulceras la probabilidad de tener un FN, disminuye
considerablemente a partir de los 91 dias de evolucion de la lesion, este resultado
corrobora, la preferencia que se tiene por las lesiones tipo Ulcera y con menos de
90 dias de evolucion para el diagnéstico de la LC.

Las lesiones con < 90 dias de evolucién, tienen una probabilidad de tener un
resultado falso positivo (FP) que oscila entre valores cercanos a 1 y 0,80
aproximadamente; por encima de los 91 dias de evolucion de la lesion, la
probabilidad comienza a disminuir considerablemente; posiblemente por la dificultad
de diagnosticar la LC en las lesiones cronicas (= 91 dias), debido al escaso nUmero
de parasitos presentes. Cuando se discrimina por tipo de lesién, se observa que, la
probabilidad de encontrar un FP para las lesiones tipo Ulcera se estabiliza en 0,625
a partir de los 110 dias de evolucion de la lesién aproximadamente, mientras qué,
para los otros tipos de lesiones, la probabilidad de encontrar un FP disminuye a
medida que aumenta el tiempo de evolucién de la lesion, estabilizandose de forma
tardia.

Cuando se compararon las curvas de supervivencia de la perdida de sensibilidad
(probabilidad de tener un falso negativo) segun el tipo de lesion, a través del test de
log-rank y el test de Wilcoxon, se pudo evidenciar que los grupos comparados,
presentaban diferencias en la supervivencia global; estas diferencias persistentes
en la comparacion de las dos curvas diagndsticas, pueden estar relacionadas con
la dificultad para diagnosticar la LC en las lesiones cronicas (= 91 dias) y no con
una superioridad para el diagndstico de estas lesiones cronicas versus las lesiones
con < 90 dias de evolucion.

Otro objetivo no menos importante de la investigacion sobre pruebas diagnésticas,
va un paso mas alld de conocer el rendimiento diagnostico de la prueba; es
importante evaluar el impacto que tendria el uso de la RPA en comparacion con el
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examen directo sobre los resultados de salud de los pacientes (18); a través de una
aproximacion al andlisis de costo-efectividad para la prueba diagndstica RPA se
evidencié que esta es mas costo-efectiva que el examen directo en términos de
ganancia en sensibilidad y especificidad; aunque se debe tener en cuenta que, para
la aproximacion a este analisis, no se tuvieron en cuenta los costos relacionados
con el examen directo y los costos secundarios a un falso negativo, es decir, una
cirugia de reconstruccion por una LC que derivo en una leishmaniasis mucocutanea.
También es importante aclarar que el costo de la nueva prueba diagnéstica RPA
corresponde a un valor aproximado de investigacion, en este no se tienen en cuenta
los posibles descuentos de los diferentes proveedores por volumen; y el costo
directo del examen directo es dificil de cuantificar, dado que esta prueba diagnostica
es subsidiada por el sistema de salud.
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9. CONCLUSIONES

El disefio de estudio escogido (observacional, transversal) para la evaluacion de la
prueba diagnostica RPA, garantizo tener un espectro de pacientes representativo
de los pacientes que recibiran la prueba diagndstica en la practica clinica y evitar un
mayor nimero de sesgos que otros disefios podrian introducir en este tipo de
estudios de exactitud de métodos diagnosticos.

La nueva prueba diagndstica RPA realizada en el centro de evaluacion mostro una
mayor sensibilidad (90,4%) y especificidad (72,7%) sin ajustar, y una sensibilidad y
especificidad del 100% ajustadas por estandar de referencia imperfecto, superando
la sensibilidad y especificidad reportadas para el tradicional examen directo, con
una probabilidad de 0,13 (0,13 LR-) de tener un resultado falso negativo, o lo que
es lo mismo, 0,13 veces mas probable encontrar un falso negativo con la prueba
diagnéstica RPA que con el examen directo. Esto a su vez demuestra que un
resultado negativo de la RPA descarta la LC.

El area bajo la curva ROC del modelo de regresion logistica del 73% del maximo
posible, permite concluir que las variables independientes incluidas en el modelo
discriminan de forma aceptable entre verdaderos positivos y falsos positivos de la
prueba diagndstica RPA.

Frente a la RPA evaluada en el centro de referencia se puede concluir que se
justifica realizar la RPA en campo, dado que su sensibilidad fue mayor (90,4%) que
la sensibilidad de esta en el Centro de referencia (72,9%), ademas de las ventajas
que ofrece la RPA como la eliminacion del componente subjetivo asociado al
examen directo, la versatilidad de una tecnologia ideal por su facilidad de
transportar y utilizar en campo y en puntos de atencion con recursos limitados,
donde la rapidez del diagnéstico es esencial.

Las posibles fallas en la ausencia de enmascaramiento en la interpretacion de las
pruebas diagndsticas RPA y examen directo previstas con anticipacion desde la
metodologia (al ser imposible contar con personal de laboratorio diferente para la
toma de la muestra e interpretacion de los resultados), afectaron los resultados de
la concordancia inter-observador especificamente para la RPA, prueba diagnéstica
gue posiblemente fue interpretada con conocimiento de los resultados previos del
examen directo.

La aproximacion al andlisis de costo-efectividad demostré que la RPA tiene una
ventaja adicional y es que es mas econdmica que el examen directo en términos de
ganancia adicional en sensibilidad y especificidad, conocer el verdadero impacto de
la RPA, requiere de un disefio mas complejo como seria una evaluacion econémica
de costo-efectividad.

Los resultados aqui mostrados soportan la implementacion de la RPA como prueba
para el diagnostico molecular en cualquier centro de salud u hospital de cualquier
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nivel de complejidad, lo que facilitara el diagndstico permitiendo con ello un
tratamiento oportuno para los pacientes con LC.

82



10. PERSPECTIVAS

Se requiere realizar un estudio de la evaluacion econémica de costo-efectividad con
un disefio mas complejo que permita identificar el verdadero impacto que tendria el
uso de la RPA sobre los resultados de salud de los pacientes con LC.
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Anexo 1. Tabla de variables

Variables de identificacion e Informacion sociodemografica

No. Nombre de la variable Descripcion Naturaleza- Tipo Posibles valores
1 Cadigo del participante *Iniciales de los apellidos e inicial del | Cualitativa- __*001al...124
primer nombre. Nominal
En caso de que el participante tenga
un solo apellido se
completa el segundo espacio con un
guion
2 Sitio del estudio Donde se hizo el ingreso del | Cualitativa- 1: icmt Apartad6
participante al estudio Nominal 2: icmt Medellin
3: Pecet
4: H. Remedios
5: H. Puerto Valdivia
6: Otro
99: Sin dato
3 Sexo Al que la persona responda. Cualitativa- 1: Masculino
Nominal 2: Femenino
99: Sin dato
4 Edad Edad en afios cumplidos al momento | Cuantitativa-
de ingreso en el estudio. Razén
5 Raza Raza del participante Cualitativa- 1: Blanca
Nominal 2: Negra
3: Mestiza
4: Indigena
5: Otra
99: Sin dato
6 Ocupacion *Hace referencia a empleados que | Cualitativa- 1: Agricultor
en sus actividades estan en riesgo | Nominal 2: Aserrador
de exposicién al vector. 3: Minero
4:Militar/Policia
5: Ama de casa
6: Estudiante
7:Infante no estudiante
8: Turista
9:Empleado con riesgo*
10: Otro
99: Sin dato
Variables Clinicas (relacionadas con la infeccion actual)
No. Nombre de la variable Descripcion Naturaleza- Tipo Posibles valores
7 Lugar donde adquiri6 la | Departamento donde el paciente | Cualitativa- 1- 32
infeccién refiere que adquirié la infecciéon | Nominal
(segun la lista de planeacion).
8 Antecedentes de | Haber tenido leishmaniasis antes | Cualitativa- 1: Si
Leishmaniasis de la actual Nominal 2: No
9 Tiempo de evolucion de la | Tiempo de apariciéon de la lesiény | Cuantitativa- Dias desde el momento de
lesién es referido por el paciente Razoén aparicion de la lesion
10 Tipo de lesion Cualitativa- 1: Ulcera
Nominal 2: Placa
3: Nodulo
11 Resultado de la RPA en el | Examen de diagnostico | Cualitativa- 1: Positivo
centro de evaluacion. (reportado por el laboratorio del | Nominal 2: Negativo
centro de evaluacion)
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No. Nombre de la variable Descripcion Naturaleza- Tipo Posibles valores
12 Persona que realiz6 la prueba | Nombre de la persona del | Cualitativa-

RPA en el centro de evaluacion | laboratorio que realizé el examen | Nominal
13 Centro de evaluacion de la | Nombre del centro de evaluaciéon | Cualitativa-

RPA de la RPA Nominal

14 Resultado del examen directo | Examen de diagnostico | Cualitativa- 1: Positivo
en el centro de evaluacion (reportado por el laboratorio del | Nominal 2: Negativo

centro de evaluacion)

15 Persona que realiz6 el examen | Nombre de la persona del | Cualitativa-
directo en el centro de | laboratorio que realiz6 el examen | Nominal
evaluacion

16 Centro de evaluacion del | Nombre del centro de evaluacion | Cualitativa-
examen directo del examen directo Nominal

17 Resultado del cultivo en el | Examen de diagnostico | Cualitativa- 1: Positivo
centro de evaluacion (PECET) | (reportado por el laboratorio del | Nominal 2: Negativo

centro de evaluacion (PECET))

18 Persona que realizé el cultivo | Nombre de la persona del | Cualitativa-
en el centro de evaluacion | laboratorio que realiz6 el examen | Nominal
(PECET)

19 Centro de evaluacion del | Nombre del centro de evaluacion | Cualitativa-
cultivo del cultivo Nominal

20 Tiempo de experienciaentoma | Tiempo  reportado  por el | Cuantitativa- Como lo reporte el
de las muestras clinicas para | bacteriélogo o microbiélogo en el | Raz6n profesional de salud
diagnoéstico de LC | centro de evaluacion
(Bacteriodlogo centro de
evaluacion)

21 Tiempo de experiencia en | Tiempo reportado por el | Cuantitativa- Como lo reporte el
lectura de las placas para | bacteridlogo o microbidlogo en el | Razon profesional de salud
examen parasitolégico directo | centro de evaluacion
(Bacteriologo centro de
evaluacion)

22 Resultado de la RPA en el | Examen de diagnoéstico | Cualitativa- 1: Positivo
centro de referencia (PECET) | (reportado por el laboratorio del | Nominal 2: Negativo

centro de referencia (PECET)).

23 Persona que realiz6 la prueba | Nombre de la persona del | Cualitativa-
RPA en el centro de referencia | laboratorio que realizé el examen | Nominal
(PECET)

24 Resultado del examen directo | Examen de diagnoéstico | Cualitativa- 1: Positivo
en el centro de referencia | (reportado por el centro de | Nominal 2: Negativo
(PECET) referencia (PECET))

25 Persona que realiz6 el examen | Nombre de la persona que realizé | Cualitativa-
directo en el centro de | elexamen Nominal
referencia (PECET).

26 Resultado de la prueba PCR | Examen de diagnostico | Cualitativa- 1: Positivo
convencional en el centro de | (reportado por el centro | Nominal 2: Negativo
referencia (PECET). diagndstico de referencia

(PECET))

27 Persona que realizé la PCR | Nombre de la persona que realizé | Cualitativa-
convencional en el centro de | la PCR convencional. Nominal
referencia (PECET)

28 Tiempo de experiencia en | Tiempo reportado por el | Cuantitativa- Como lo reporte el
lectura de las placas para | bacteridlogo o microbidlogo en el | Razon profesional de salud

examen parasitolégico directo
(Bacteridlogo centro de
referencia)

centro de evaluacion
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Variables relacionadas con el analisis de costo-efectividad

No. Nombre de la variable Descripcion Naturaleza- Tipo Posibles valores

29 Costo unitario de la RPA | Costo unitario en pesos | Cuantitativa- Cualquier valor en pesos
(referido  por el centro de | colombianosy en dodlares de la | Razén délares
referencia) RPA

30 Costo unitario del examen | Costo unitario en pesos | Cuantitativa- Cualquier valor en pesos
directo en el centro de | colombianos y en délares del | Razon dolares
evaluacion. examen directo

31 Costo unitario del examen | Costo unitario en pesos | Cuantitativa- Cualquier valor en pesos
directo en el centro de | colombianos y en ddlares del | Raz6n dolares
referencia. examen directo

32 Costo unitario de la PCR | Costo wunitario en pesos | Cuantitativa- Cualquier valor en pesos
convencional (PCR-RFLP) en | colombianos y en dodlares de la | Raz6n doélares
el centro de referencia. PCR convencional

33 Costo unitario prueba(s) de | Costo unitario en pesos | Cuantitativa- Cualquier valor en pesos
apoyo al diagndstico tradicional | colombianos y en ddlares del | Raz6n dolares
(IFI, cultivo, etc.) en el centro | cultivo
de evaluacion.

34 Costo unitario prueba(s) de | Costo unitario en délares Cuantitativa- Cualquier valor en pesos
apoyo al diagndstico tradicional Razoén dolares
(IFI, cultivo, etc.) en el centro
de referencia.

35 Costo de un falso negativo Costo unitario en pesos | Cuantitativa- Cualquier valor en pesos

colombianos y dolares Razon dolares
36 Costo de un falso positivo. Costo unitario en pesos | Cuantitativa- Cualquier valor en pesos
colombianos y dolares Razon dolares
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Anexo 2. Formato de Recoleccién de la informacion

FORMATO RECOLECCION DE INFORMACION
PROYECTO EVALUACION EN CAMPO DE LA PRUEBA DIAGNOSTICA: AMPLIFICACION ISOTERMICA DE DNA
MEDIANTE RECOMBINASA Y POLIMERASA (RPA) EN EL DIAGNOSTICO DE LA LEISHMANIASIS CUTANEA

m [UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA]

JPECET| 3C(TiE ) LANERSDAD

Un Compromiso con la Excelencia
Programa de Estudio y Control de Enfermedades Tropicales 7" Resoluckin del Misserio de Edbcockin Nickonal No, 1371 e 22 de o e 20

CONSULTORIO DEL PECET, ICMT (MEDELLIN / APARTADO), HOSPITAL DE REMEDIOS, HOSPITAL DE PUERTO
VALDIVIA O CUALQUIER OTRO HOSPITAL DE LOS MUNICIPIOS DEL TERRITORIO NACIONAL Y ATENCION
EXTRAMURAL

Cédigo para identificar al paciente: [ [ 1[Il [ [ ] ‘ Iniciales de los nombres del paciente: [ ][ ][ ]

Visita (Tamizaje)
EVALUACIONES PREDIAGNOSTICO DE LEISHMANIASIS CUTANEA

[ ]1.icmt Apartadé [ ] 2.icmt Medellin [ ]3.Pecet [ ]4.H.Remedios
|:| 5. H. Puerto Valdivia

Sitio del estudio: [ ]6.0tro
Cual?
Ocupacion: Fecha de nacimiento: |:||:| /A Y |:||~:|
(Dia) (Mes) (Afio)
Sexo: |:| 1. Masculino |:| 2. Femenino

Raza: [ ]1.Blanca [ ] 2. Negra [ | 3. Mestizo [ ] 4. Indigena [ ] 5. Otro:

Antecedentes de Leishmaniasis: [ ]1.Si [ ] 2. No
Lugar donde adquirid la infeccién:

Tiempo de evolucidn de la lesion (dias): L1000
Tipo de lesion: [ ]1.Ulcera [ ] 2.Placa [ ] 3.Nédulo

INFORMACION BACTERIOLOGO/MICROBIOLOGO QUE REALIZA LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS
EN EL CENTRO DE EVALUACION
Cudnto tiempo de experiencia tiene Usted en la toma de muestras clinicas para diagndstico de
leishmaniasis cutanea (LC)?
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Cudnto tiempo de experiencia tiene Usted en la lectura de las placas para examen parasitolégico
directo de Leishmaniasis cutanea (LC)?

PRUEBAS DIAGNOSTICAS DE LABORATORIO PARA LEISHMANIASIS CUTANEA REALIZADAS EN EL
CENTRO DE EVALUACION

éSe realizé la prueba de laboratorio Examen directo (frotis o extendido)? [ ]si [ ]No

Explique por qué no se realizé:

Resultado: [_] 1. Positivo [ ] 2. Negativo

Nombre de la persona que realizé la prueba

¢Se realizé la prueba de laboratorio RPA? [ ] Si [ ] No

Explique por qué no se realizo:

Resultado: [ ] 1. Positivo [ ] 2. Negativo

Nombre de la persona que realizé la prueba

¢éSe realizé el cultivo para la muestra clinica? [ ]si [ ]No

Explique por qué no se realizo :

Resultado: [_] Positivo [ | Negativo

Nombre de la persona que realizé la prueba
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PRUEBAS DIAGNOSTICAS DE LABORATORIO PARA LEISHMANIASIS CUTANEA REALIZADAS EN EL
CENTRO DE REFERENCIA (PECET)

éSe realizé la prueba de laboratorio Examen directo (frotis o extendido)? [ ]si [ ]No

Explique por qué no se realizd la prueba

Resultado: [ ] 1. Positivo [ ] 2. Negativo

Nombre de la persona que realizé la prueba

¢Se realizd la prueba de laboratorio RPA? [ | Si [ ] No

Explique por qué no se realizd la prueba

Resultado: [_] 1. Positivo [_] 2. Negativo

Nombre de la persona que realizé la prueba

éSe realizé la prueba de laboratorio PCR convencional? [ ]si[ ]No

Explique por qué no se realizd la prueba

Resultado: [ ] 1. Positivo [ ] 2. Negativo

Nombre de la persona que realizé la prueba

INFORMACION BACTERIOLOGO/MICROBIOLOGO QUE REALIZA LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS
EN EL CENTRO DE REFERENCIA (PECET)

Cuanto tiempo de experiencia tiene Usted en la lectura de las placas para examen parasitolégico
directo de Leishmaniasis cutanea (LC)?

COSTOS DE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS PARA LEISHMANIASIS CUTANEA REALIZADAS EN EL
LUGAR DE EVALUACION
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Costo en pesos colombianos de la prueba diagndstica Examen directo (frotis o extendido)

¢Se realizaron otras pruebas de laboratorio de apoyo para el diagndstico diferentes a la prueba RPA
y al examen directo parasitolégico? [ ]Si* [ | No

*Si respondid afirmativamente a la pregunta anterior conteste las siguientes preguntas:
Nombre de la prueba diagndstica # 1:

Costo en pesos colombianos de la prueba diagndstica # 1:

Nombre de la prueba diagnoéstica # 2:

Costo en pesos colombianos de la prueba diagnéstica # 2:
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COSTOS DE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS PARA LEISHMANIASIS CUTANEA REALIZADAS EN EL
CENTRO DE REFERENCIA (PECET)

Costo en pesos Colombianos de la prueba diagndstica Examen directo (frotis o extendido)

Costo en pesos Colombianos de la prueba diagndstica RPA

Costo en pesos Colombianos de la prueba diagndstica PCR convencional

¢Se realizaron otras pruebas de laboratorio de apoyo para el diagnéstico de LC diferentes a las
mencionadas anteriormente? : [ ]si* [ ]No

*Si respondié afirmativamente a la pregunta anterior conteste las siguientes preguntas:

Nombre de la prueba diagnéstica # 1:

Costo en pesos Colombianos de la prueba diagnéstica # 1:

Nombre de la prueba diagnéstica # 2:

Costo en pesos Colombianos de la prueba diagndstica # 2:
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Anexo 3. Autorizacién para el uso de las muestras biolégicas con fines de
investigacion

AUTORIZACION PARA EL

0 o B USO DE LAS MUESTRAS CLINICAS EN EL
i “f f:r PROYECTO EVALUACION EN CAMPO DE LA
dess 1 PV PRUEBA DIAGNOSTICA: AMPLIFICACION

ISOTERMICA DE DNA MEDIANTE RECOMBINASA
Y POLIMERASA (RPA) EN EL DIAGNOSTICO DE
LA LEISHMANIASIS CUTANEA

Programa de Estudio y Control de Enfermedades Tropicales

CONSULTORIO DEL PECET, ICMT (MEDELLIN / APARTADO), HOSPITAL DE REMEDIOS, HOSPITAL DE
PUERTO VALDIVIA O CUALQUIER OTRO HOSPITAL DE LOS MUNICIPIOS DEL TERRITORIO NACIONAL Y
ATENCION EXTRAMURAL

Cédigo del paciente: Version: 01

POR FAVOR LEA ESTE DOCUMENTO Y REALICE TODAS LAS PREGUNTAS
QUE SE LE OCURRAN ANTES DE FIRMARLO.

Yo de

afos de edad, identificado(a) con cédula de ciudadania N.°
como paciente/acudiente que consulta para el diagnostico de leishmaniasis cutanea
por presentar sintomatologia compatible con esta enfermedad doy mi autorizacion
para que las muestras que me sean tomadas se utilicen en las actividades de
investigacion que se requieren en el proyecto: “Utilidad de la prueba diagnéstica
de amplificacion isotérmica de DNA mediante recombinasa y polimerasa
(RPA) en términos de sus atributos diagnésticos y costo-efectividad en
comparacién con la prueba estandar de diagndstico para leishmaniasis
cutanea: examen directo (frotis o extendido)”

Los investigadores me han explicado claramente que, si los resultados de este
estudio son publicados, yo no apareceré identificado por mi nombre.

Firmo de manera libre y sin presiones a los dias del mes de del afio
20

SU FIRMA (O HUELLA DIGITAL) INDICA QUE USTED ACEPTA VOLUNTARIAMENTE
LOS PROCEDIMIENTOS PARA LA TOMA DE MUESTRA PARA DIAGNOSTICO DE
LEISHMANIASIS CUTANEA, HABIENDO LEIDO (O ESCUCHADO) LA INFORMACION
ANTERIOR.

Nombre del Paciente 0] acudiente:
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ID:

Nombre

del

encargado

Firma:

consultorio:

Firma:

CcC:
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