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RESUMEN

El tratamiento de la leishmaniasis es dificil y suele asociarse a efectos
adversos por lo que es importante la confirmacion diagndstica pre-
tratamiento. Los principales datos diagndsticos son clinicos vy
epidemioldgicos; sin embargo, para el diagndstico definitivo se
requieren pruebas adicionales. Las principales pruebas diagndsticas
son las parasitoldgicas,
histopatoldgicas/inmunopatoldgicas y moleculares. La mayoria de los

inmunoldgicas,

métodos parasitologicos permiten aislar el parasito viable; sin
embargo, son técnicamente complicados y tienen baja sensibilidad.
Los métodos inmunoldgicos son empleados con frecuencia; pero su
utilidad es limitada en dreas endémicas. Las técnicas
histopatoldgicas/inmunopatoldgicas nos permiten observar el
parasito y estudiar el infiltrado inflamatorio; sin embargo, las técnicas
histopatoldgicas tienen baja sensibilidad. Los métodos moleculares
son los mas sensibles y especificos y permiten identificar especies y
cepas; sin embargo, su complejidad y costos limitan su aplicacién
rutinaria en laboratorios clinicos. En el futuro, las técnicas
moleculares se convertiran en el nuevo estandar de oro diagnodstico.

PALABRAS CLAVES: Leishmaniasis cutanea, pruebas diagndsticas,
técnicas de cultivo, leishmanina, biopsia, ensayo de inmunoabsorcién
ligado a enzima, inmunohistoquimica, técnicas de diagndstico
molecular, reaccion en cadena de la polimerasa.

ABSTRACT

It is important to have a diagnostic confirmation of leishmaniasis
before starting any medication because treating this disease is
difficult and is usually related with adverse effects. The main
diagnostic data comes from the clinical exam and the epidemiology.
However, the definite diagnosis requires additional tests. The main
diagnostic tests are parasitological, immunological, histopathological/
immunopathological and molecular techniques. Most parasitological
methods allow the isolation of viable parasites; however, they are
technically complicated and have low sensitivities. The immunological
methods are frequently used, but their utility is limited in endemic
areas. The histopathological/immunopathological techniques allow
the observation of the parasite and the inflammatory infiltrate; but
the histopathological techniques have low sensitivities. Molecular
methods are the most sensitive and specific and allow the
identification of species and strains; however, their complexity and
related costs limit their routine application in clinical laboratories. In
the future, molecular methods will be the new diagnostic gold
standard.

KEYWORDS: Cutaneous leishmaniasis, diagnostic tests, culture
techniques, leishmanin, biopsy, enzyme-linked immunosorbent assay,
immuhistochemistry, molecular diagnostic techniques, polymerase
chainreaction.
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INTRODUCCION

La leishmaniasis es endémica en mas de 60
paises en América Central, América del Sur, India, el
Oriente Medio, el Norte de Africa y el Sur de
Europa.1 Se estima que aproximadamente 12
millones de personas se encuentran infectadas por
parasitos del género Leishmania y cada afio se
reportan alrededor de 2 millones de nuevos
infectados. Aproximadamente 350 millones de
personas viven en zonas de riesgo.2

Existen 3 formas clinicas principales de
compromiso cutaneo: la
localizada  (LCL), Ia
leishmaniasis cutdnea difusa (LCD) y la leishmaniasis

leishmaniasis  con
leishmaniasis  cutdnea
mucocutanea (LMC). La LCL se manifiesta como una
o multiples papulas que aumentan de tamafio y que
tipicamente se ulceran. Las lesiones se localizan
principalmente en las extremidades inferiores vy
demoran entre 3 y 18 meses para curar en mas del
90 % de los casos." Las principales especies causales
de LCL son miembros de los complejos L. mexicana,
L. braziliensis, L. guyanensis, L. tropica, L. aethiopica
y L. major.® En la LCD ocurre diseminacién de
lesiones nodulares cargadas de parasitos en toda la
piel. La LCD es causada mas frecuentemente por
especies del complejo de la L. mexicana y por L.
aethiopica.’ La LMC se caracteriza por inflamacién
granulomatosa de la mucosa de la nariz, cavidad
oral y faringe, que lleva a destruccidon del tabique
nasal y del paladar. Las lesiones mucosas pueden
aparecer simultaneamente con un cuadro de LC; sin
embargo, lo mas frecuente es que aparezcan
después. Las especies mds frecuentemente
asociadas con la LMC son la L. braziliensis, L.

panamensis, L. guyanensis, y L. amazonensis.'
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El tratamiento de la leishmaniasis es dificil y, con
frecuencia, se asocia a importantes efectos
adversos. Es por esto que es fundamental confirmar
el diagndstico de la enfermedad antes de iniciar la
terapia. Las caracteristicas clinicas mencionadas con
anterioridad y la epidemiologia son importantes
para el diagndstico de la enfermedad. El nexo
epidemioldgico se utiliza principalmente para hacer
el diagndstico en regiones donde la enfermedad no
es endémica. El ejemplo mds tipico es el de aquellas
personas que viajan a paises tropicales y luego
desarrollan una lesion clinicamente sugestiva. En
regiones endémicas, el nexo epidemioldgico no es
tan util para el diagndstico debido a que toda la
poblacién se encuentra en riesgo. El diagndstico
clinico tampoco es definitivo. De hecho, Ia
leishmaniasis se puede confundir con multiples
enfermedades como: esporotricosis, tuberculosis
cutanea, Ulceras traumaticas, Ulceras venosas,
blastomicosis, sarcoidosis,

Ulceras falcémicas,

carcinoma escamoso, carcinoma basocelular,
linforma cutaneo de células B, pioderma gangrenoso,
entre otras. Como los criterios clinicos y
epidemioldgicos sélo nos permiten hacer un
diagnéstico probable de la enfermedad, es
utilizacion  de

indispensable Ia pruebas de

laboratorio para lograr un diagndstico definitivo.”
Por esta razon, el objetivo de esta revision es
describir los principales métodos parasitolégicos,
inmunoldgicos, histopatoldgicos y moleculares para

el diagndstico de Leishmaniasis cutanea.
DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO

El diagndstico parasitolégico se hace mediante

frotis, cultivo, inoculacion de animales o

xenodiagndstico.”
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1) Frotis:

El frotis nos permite la observacion directa
del parasito. Puede hacerse de varias formas: la
impresion o preparacion por impronta, la
realizacion de una pequena incisién para la
obtencién de material, el raspado de la superficie
cutanea con un bisturi o mediante la aspiracion
con aguja fina.® Este material es observado en el
microscopio luego de que es coloreado con la
tincion de Giemsa o con alguna de las tinciones
de tipo Romanowsky. Para hacer un buen
examen directo, un microscopista entrenado
debe evaluar, por lo menos, dos frotis por 1 hora.
A pesar de esto, puede haber falsos negativos.7
Entre las ventajas del uso del frotis se pueden
mencionar: bajo costo, relativa facilidad para la
realizacion, rapidez en la obtencién del resultado
y no

requerir un laboratorio con equipo

sofisticado.”

La sensibilidad de esta prueba aumenta del
40 al 80 % dependiendo de si se toma una
muestra o cuatro muestras de la lesion para el
examen microscoépico. Tradicionalmente, el frotis
para el estudio por leishmaniasis se ha tomado
del borde indurado de la Ulcera; sin embargo,
también se han utilizado muestras tomadas del
fondo de la ulcera. Un estudio reveld que cuando
se toma la muestra del borde de la ulcera se
obtiene una sensibilidad del 78,3 %; sin embargo,
cuando la muestra es tomada del fondo de la
Ulcera, la sensibilidad aumenta a un 90,4 %. Es
por esto que, entre las recomendaciones para la
realizacion de un buen examen directo, se
incluyen la toma de muestras tanto del borde
Otras
buena

como del fondo de Ila |JUlcera.

recomendaciones son: lograr wuna

hemostasia en el sitio en el que se toma la

Rev méd cient ISSN 2218-8266. Afio 2010, Volumen 23(2):45-60.

2)

muestra para evitar contaminacion con
eritrocitos o hemoglobina y el examen cuidadoso
de toda la placa en busca de amastigotes. En los
pacientes con enfermedad crénica, se
recomienda complementar el frotis con un

cultivo del aspirado con aguja fina.>

Cultivo:

El cultivo del material proveniente de las
lesiones cutdneas nos permite la visualizacion
directa del parasito y aumentar la cantidad de
parasitos vivos disponibles para la realizacion de
pruebas adicionales. El cultivo del aspirado con
aguja fina de la ulcera es un método sencillo y no
traumatico para lograr un diagndstico definitivo
con una sensibilidad de 67,5 %.> Otras fuentes
estiman que su sensibilidad se encuentra entre
28,6 y 89 %.® Entre las ventajas del cultivo
podemos mencionar: el ser econdmico, accesible
y permitirnos aislar organismos para hacer
pruebas de susceptibilidad a medicamentos,
especiacién vy genotipiﬁcacién.9 Sin embargo,
también tiene desventajas como: requerir equipo
especial, consumir mucho tiempo, ser vulnerable
a contaminacién cuando se realiza en el campo y
tener baja sensibilidad.”

El cultivo tradicional se hace en un sistema
de cultivo bifadsico constituido por agar sangre
cubierto por un medio liquido. Este medio
liguido debe ser muestreado periddicamente
durante el periodo de incubacién para buscar

promastigotes moviles. >

Entre las desventajas
propias del sistema de cultivo tradicional se
pueden mencionar: un periodo de incubacion de
entre 15 y 30 dias y el requerimiento de gran
cantidad de amastigotes en el indculo debido al

elevado volumen de medio liquido utilizado. °
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El  microcultivo y el minicultivo son
alternativas metodoldgicas al cultivo tradicional.
En el microcultivo, se utilizan tubos capilares de
70 pL con un medio liquido de una sola fase
suplementado con cantidades variables de suero
fetal bovino. El microcultivo tiene la ventaja de
ser menos costoso, mas facil de usar y mas
sensible inclusive cuando la carga parasitaria es

9,10 la sensibilidad del

baja. En un estudio,
microcultivo fue de 71,7 %; mientras que la
sensibilidad del medio de cultivo tradicional, en
(NNN)

modificado fue de 54,7 %.° Se considera que la

medio  de Novy-MacNeal-Nicolle
mayor sensibilidad del microcultivo se debe a las

condiciones microaerofilicas y a la mayor
concentracion de CO, que se genera en este
sistema. Estas condiciones son ideales para la
del

Otra ventaja del microcultivo es

transformacion
9,10

amastigote en
promastigote.
la reduccién en el tiempo de incubacién. El
periodo de incubacién con el microcultivo fue de
3 dias (2-10 dias), mientras que con el cultivo
tradicional fue de 5 dias (3-14 dias).” Sin
embargo, en el microcultivo se tiene, como
limitacién importante, la dificultad para extraer
los organismos cultivados debido a los dos
extremos sellados de los tubos capilares. *°

Para tratar de solucionar el inconveniente de
accesibilidad del microcultivo, surgié la idea del
minicultivo. El minicultivo consiste en la
utilizacion de un medio liquido monofasico en un
tubo Eppendorf de 1,5 mL. Al igual que los tubos
capilares, los tubos Eppendorf son baratos,

tienen un volumen bajo y favorecen Ia

generacion de microaerofilia sin un efecto de
dilucién significativo. Ademas, al igual que en el
cultivo tradicional, favorecen el facil acceso a los
parasitos analisis de

para el posterior

3)

4)

susceptibilidad a medicamentos, especiacion vy
genotipificacién.” En un estudio, la sensibilidad
del minicultivo fue del 76,3 %. Esta sensibilidad
fue levemente inferior al 84,7 % que se obtuvo
con el microcultivo y superior al 59,3 % que se
obtuvo con el cultivo tradicional. El tiempo
promedio de incubacién en el minicultivo fue de
3 dias (1-12 dias). Este valor es igual a los 3 dias
del microcultivo y menor a los 5 dias del cultivo
tradicional. Por estas razones, se podria afirmar
gue el minicultivo fue ideado como una forma de
los aspectos positivos del
tradicional y del microcultivo.®

capturar cultivo

Inoculacion de animales:

Las infecciones en animales experimentales
son utilizadas para aumentar la probabilidad de
aislar el pardsito con respecto a los medios de
cultivo axénicos. Los hamsteres y los ratones
BALB/c son los animales de laboratorio mas
comunmente utilizados para el aislamiento de
Leishmania. Los hamsteres son los mas utilizados
para aislar parasitos del género Leishmania
debido a que son susceptibles a practicamente
todas las especies. Por el contrario, los ratones
comunes tienden a mostrar varios grados de
susceptibilidad frente a las distintas especies de
Leishmania y son particularmente resistentes a la
Leishmania (Viannia) braziliensis. Por esto, si se
van a utilizar ratones para las inoculaciones, se
prefieren ratones BALB/c o ratones que tengan
una deleccién en el gen del interferén gamma.*

Xenodiagnostico:

Esta metodologia también permite aislar los
parasitos que causan la leishmaniasis. Se utilizan
flebotominos no infectados y se les permite picar
al ser humano o al animal infectado. De esta

Rev méd cient ISSN 2218-8266. Afio 2010, Volumen 23(2):45-60.
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manera, si el mamifero estuviera infectado, los
insectos ingeririan los amastigotes y se daria el
desarrollo del parasito en su tubo digestivo.
Posteriormente, al extraer el tubo digestivo del
insecto, se puede observar el pardsito al
microscopio.12 Esta metodologia no es de uso
frecuente en el laboratorio clinico convencional
por la gran dificultad que representa el
establecer y mantener colonias de flebotominos.

DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO

1)

2)

Prueba de Montenegro:

La prueba de Montenegro o leishmanina es
una indicadora de la respuesta inmune celular
del paciente frente a la infeccién por Leishmania.
Consiste en la inyeccién intradérmica de 0.1 mL
de una suspension que contiene de 3 a 4,5
millones de promastigotes muertos. En la prueba
de Montenegro ocurre una reaccion de
hipersensibilidad retardada o tipo IV que es muy
similar a la reaccién inflamatoria granulomatosa
gue se observa en las lesiones producidas por
Leishmania.™® Todos los pacientes con LCL y LMC
tienen una prueba de Montenegro positiva;
mientras que es negativa en los pacientes con
LCD. 13, 14

aproximadamente el 1 % de la poblacion sana.

Ocurren falsos positivos en
Entre las desventajas de la prueba se pueden
mencionar: la falta de leishmaninas disponibles
comercialmente y la reactividad cruzada entre
casi todas las especies y cepas de Leishmania.™

Serologia:

Los métodos seroldgicos son sensibles y se
aplican como pruebas diagndsticas indirectas en
muchas enfermedades infecciosas. Se utilizan
con mayor

frecuencia para diagnosticar

Rev méd cient ISSN 2218-8266. Afio 2010, Volumen 23(2):45-60.

leishmaniasis visceral debido a que en la LCL y
LMC los titulos de anticuerpos suelen ser bajos.*®
Los métodos seroldgicos pueden alcanzar una
sensibilidad de alrededor del 95 %; sin embargo,
con ellos pueden ocurrir reacciones cruzadas.
Estas reacciones ocurren principalmente en
Chagas,

micosis

pacientes con enfermedad de
paracoccidioidomicosis u otras
profundas. Por esta razéon, los resultados

obtenidos mediante métodos seroldgicos
idealmente deben ser confirmados a través de la
utilizacion de métodos de diagndstico
parasitolégico o molecular.”” Las principales
técnicas seroldgicas utilizadas para el diagndstico
de la infeccién por Leishmania son: prueba de
(DAT),

aglutinacién rapida para tamizaje (FAST), prueba

aglutinacién  directa prueba de
fluorescentes o]
(lIFA),
inmunoensayo ligado a enzima (ELISA) y ELISA en

punto (dot-ELISA).*>8

de anticuerpos

inmunofluorescencia indirecta

La sensibilidad de las pruebas seroldgicas
varia segun la preparacion antigénica utilizada.
Siempre es mayor cuando se utiliza el antigeno
homdlogo."” En estudios realizados en el Norte y
el Noreste de Brazil con muestras con

leishmaniasis tegumentaria americana, se
reportaron sensibilidades de 27,7 % para la
inmunofluorescencia indirecta y de 66,9 % para
el ELISA; las sensibilidades fueron de 56,7 % para
la IIFA y de 93,3 % para el ELISA en los pacientes
con leishmaniasis mucocutdnea. En un estudio
realizado en Turquia con muestras de
leishmaniasis cutanea del Viejo Mundo se obtuvo
una sensibilidad de 88 % mediante ELISA. La DAT
utilizando promastigotes liofilizados, una prueba

gue se puede realizar en laboratorios menos
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sofisticados, tuvo una sensibilidad del 90,5 % y
una especificidad del 91,8 % cuando se usaron
anticuerpos especificos de L. aethiopica. La
sensibilidad era de menos del 20 % cuando se
utilizaron antigenos no homélogos.*

responsables de reacciones cruzadas. También se
trata de una prueba muy especifica. Otra ventaja
es la posibilidad de detectar casos asintomaticos
cuando las otras pruebas seroldgicas no pueden
establecer resultados confiables o cuando sus

) resultados son negativos.'” % Se ha reportado
3) Inmunocromatografia: . L ,
gue no existe correlacion entre los titulos de
La prueba de inmunocromatografia rapida en anticuerpos por radioinmunoensayo, ELISA o IIFA
tira se utiliza para detectar anticuerpos y la intensidad de la reaccion o el nimero de
circulantes contra determinantes antigénicos de bandas que aparecen en el inmunoblotting. En
diferentes especies de Leishmania. Como esta un estudio realizado con el suero de pacientes
prueba detecta anticuerpos, es mejor para el con leishmaniasis cutanea en el que se usé un
diagndstico de leishmaniasis visceral debido a extracto soluble de Leishmania panamensis
gue la respuesta de anticuerpos suele ser débil como antigeno, se encontré que este suero
en los pacientes con leishmaniasis cutdnea; sin reconocia las fracciones de 120 kDa (76,7 %), 123
embargo, es positiva en casi una tercera parte de y 129 kDa (69,7 %), 138 kDa (61,6 %), 141 kDa
estos Ultimos. La prueba detecta anticuerpos (53,4 %) y 78 kDa (44,1 %). Ninguna banda fue
contra el antigeno recombinante k39 (rk39), que positiva en todos los pacientes del estudio.”® En
es el producto de un gen clonado de L. chagasi el caso particular de la LCL esta metodologia no
que estda conservado entre las especies debe considerarse de primera eleccidn, esto
viscerotrépicas de Leishmania (L. donovani, L. como se menciond, debido a una respuesta
infantum, L. chagasi). Es por esto que esta inmune humoral muy variable.
prueba también es util para el diagnéstico de . .
leishmaniasis post-kala azar, una forma de DIAGNOSTICO H,ISTOPATOLOGICO 3
. I . . INMUNOPATOLOGICO
leishmaniasis cutdnea que aparece un tiempo
después de la resolucion de un cuadro de 1) Histopatologia:
leishmaniasis visceral. La prueba tiene una La histopatologia de I3 leish asis cutd
a histopatologia de la leishmaniasis cutanea
sensibilidad del 67 % al 100 % y una especificidad . p & e
. se caracteriza por una reaccion inflamatoria
del 93 % al 100 % para el diagndstico de P . ) . o
. . . . granulomatosa con linfocitos, células plasmaticas
leishmaniasis visceral; sin embargo, puede ) i i )
. ., . y macréfagos. Los amastigotes de Leishmania se
ocurrir  reaccién  cruzada con  malaria, ] ) )
. . 19 aprecian en el citoplasma de los macréfagos
tuberculosis diseminada, entre otras. )
como organismos redondeados u ovales, con un
4) Inmunoblotting: nucleo redondo, un cinetoplasto y rodeados por
) ) un halo claro. ?®* En las lesiones predominan los
Este método ha demostrado ser muy sensible . . . .,
- ) o linfocitos T de memoria. La proporcién de
por lo que se utiliza para el diagndstico . .
. . . Lo . linfocitos T con receptores CD4 y con receptores
diferencial de leishmaniasis. Permite la . . )
. L . . CD8 es variable; sin embargo, esta suele oscilar
identificacion y exclusién de las proteinas 2293
entre 0,82 1,8.””
Rev méd cient ISSN 2218-8266. Afio 2010, Volumen 23(2):45-60.
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En los pacientes con lesiones activas de
leishmaniasis cutdnea se suelen observar dos
patrones histoldgicos: inflamacién crénica no
especifica 'y reaccion granulomatosa. La
inflamacién crénica no especifica se caracteriza
por un infiltrado difuso de linfocitos, células
plasmaticas, macrdfagos, granulocitos y restos
celulares. La reaccion granulomatosa contiene
los mismos hallazgos histopatoldgicos antes
mencionados pero asociados a la presencia de
células formacién de

epitelioides y a Ia

granulomas frecuentemente con  células
gigantes. También se han observado casos con
vasculitis, neuritis y necrosis. En las lesiones
cicatrizales generalmente se observa fibrosis

dérmica e infiltrados perivasculares.25

En los ratones BALB/c, una cepa de ratones

susceptible a la infeccién por Leishmania,

inoculados en la dermis de la oreja con
amastigotes de L. major se observan cambios
histoldgicos similares a los observados en la piel
del ser humano. En estas lesiones se observa un
infiltrado inflamatorio crénico en el que destacan
los macréfagos con citoplasma vacuolado que
contienen gran cantidad de amastigotes.?® Lo
mismo ocurre cuando esta cepa de ratones es
inoculada con amastigotes de L. braziliensis. En
un estudio en el que inocularon ratones BALB/c
con amastigotes de L. braziliensis, cinco semanas
después de la infeccion se observd en la dermis
inflamatorio

un infiltrado compuesto por

polimorfonucleares, numerosos macroéfagos
fuertemente parasitados y células espumosas.
También se observaron cambios vasculares vy
necrosis tisular a medida que se instauraba la
Ulcera. Nueve semanas después de la infeccion,

se empezé a observar un depdsito inicial de

Rev méd cient ISSN 2218-8266. Afio 2010, Volumen 23(2):45-60.

2)

coldgeno, indicando el inicio del proceso de

cicatrizacion. En ese momento, el infiltrado

inflamatorio  consistia  principalmente de
macroéfagos, células epitelioides y escasas células

espumosas, linfocitos y parasitos.?’

A pesar que la histologia es muy buena para

la descripcion del infiltrado inflamatorio
relacionado con la LCL, no es tan buena para la
observacion directa del pardsito. Esto ocurre
inclusive cuando se utilizan tinciones especiales
distintas a la hematoxilina y eosina (H&E) que
ayudan a visualizar mejor el amastigote. Entre
estas tinciones destacan la de Giemsa y la de
Leishman.*® El estudio histopatoldgico suele ser
el método con la menor sensibilidad diagndstica
para LCL. En la mayoria de los casos esta
sensibilidad oscila entre el 45% y el 65 %.> 18
Existen condiciones que dificultan el diagndstico
de LCL mediante el examen microscépico de
secciones de bloques de parafina. Entre estas
condiciones se pueden mencionar: los estadios
tardios de la afeccién cutdnea cuando
predominan los granulomas y los histiocitos
llenos de parasitos gradualmente desaparecen,
las situaciones en las que hay varias infecciones
oportunistas en la misma lesion o la misma
célula, en las areas necroéticas y también cuando
los amastigotes se encuentran libres en el tejido

conectivo.?®

Inmunohistoquimica:

Las técnicas de inmunohistoquimica son un
grupo de metodologias que consisten en la
demostracion de la presencia de un determinado
antigeno en un tejido mediante la utilizacién de
anticuerpos especificos contra dicho antigeno. La
presencia del antigeno sdlo podra ser visible
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gracias a la utilizacién de un segundo anticuerpo
dirigido contra el primero que esté conjugado
con una molécula capaz de absorber y emitir luz
o de generar una coloracién. Los métodos de
inmunohistoquimica incluyen la técnica de
inmunoperoxidasa y la técnica de
inmunofluorescencia.?’

a) Inmunoperoxidasa:

En la técnica de inmunoperoxidasa, los
anticuerpos usados para la identificacién del
antigeno buscado estdan marcados con una
enzima que transforma un sustrato incoloro
en una sustancia coloreada que le permite al
observador la deteccidn visual del antigeno
parasitario.”

La inmunoperoxidasa ha sido utilizada en
el diagndstico de leishmaniasis cutanea y ha
demostrado ser una herramienta util y
sensible para el diagndstico
anatomopatolégico de la leishmaniasis
mediante la detecciéon de amastigotes en el
tejido.*® La sensibilidad de la
inmunoperoxidasa es mayor que la del
estudio  histoldgico convencional con
H&E.*%3% yn estudio reveld que la
sensibilidad de la inmunoperoxidasa fue de
80 %, mientras que la sensibilidad del
estudio histoldgico con H&E fue de 53 %.*°
En otros se ha reportado la sensibilidad de la
inmunoperoxidasa como del 58,6 % o del
64,5 %.* Un estudio realizado en perros
report6 que la sensibilidad de Ia
inmunoperoxidasa para la deteccion de
amastigotes en lesiones cutdneas era del
62,07 %.'® Esta elevada sensibilidad coloca a
la inmunoperoxidasa en un punto
intermedio  entre los métodos de

visualizacién directa y la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) para la deteccion de
Leishmania.*®

La mayor sensibilidad de la
inmunoperoxidasa podria ser explicada por
la capacidad que tiene para tefiir también a
los amastigotes degenerados que no
cumplen con todos los criterios morfoldgicos
para ser identificados mediante técnicas
convencionales. Otra posible explicacion
para esta mayor sensibilidad radica en su
capacidad para brindar un mayor contraste
para el observador que las tinciones
convencionales. En la inmunoperoxidasa los
amastigotes generalmente se tifien de color
marrén oscuro y el fondo se tifie de azul
pélido.*

La inmunoperoxidasa es utilizada
principalmente en aquellos casos en los que
el patdlogo tiene dificultad para hacer el
diagndstico con las tinciones histoldgicas
convencionales. En estos casos, la
inmunoperoxidasa es Util para confirmar el
diagndstico de leishmaniasis o para
descartar otros diagndsticos infecciosos
potenciales. Entre los microorganismos que
se pueden confundir con Leishmania en las
tinciones de H&E pero que pueden ser
diferenciados por inmunohistoquimica se
pueden mencionar: Trypanosoma cruzi,
Histoplasma capsulatum, Penicillium
marneffei y Toxoplasma gondii. La
inmunoperoxidasa también nos permite
hacer el diagnéstico cuando nos
encontramos frente a presentaciones
histolégicas inusuales de leishmaniasis o
cuando los parasitos se encuentran libres en
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el tejido conectivo o dentro de las células
endoteliales o epiteliales.?®

En un estudio realizado con pacientes
con leishmaniasis tegumentaria americana,
se encontraron cuatro patrones diferentes
mediante

de tincidn inmunoperoxidasa:

patrén de amastigotes, patrén celular,
patrén vascular y patrén neural. El patrén
celular consiste en una reaccion positiva
detectada en el citoplasma de células

mononucleares fagociticas o de célula
gigantes. El patrén vascular consiste en la
deteccion de una reaccidon positiva en la
pared de un vaso y el patrén neural consiste
en la detecciéon de una reaccion en los
nervios cutdneos. El diagnéstico de
leishmaniasis usualmente se hace cuando se
encuentran los amastigotes en el tejido. En
ese estudio se demostré6 que si se
consideran los otros tres patrones de
inmunoperoxidasa para el diagndstico de
leishmaniasis cutdnea en pacientes con
enfermedad activa, se podria elevar Ia
sensibilidad de la prueba desde un 58,5 %
(patrén de amastigotes) hasta un 92,5 %
todos los

(incluyendo patrones). La

inmunoperoxidasa también permitido la
demostracion de persistencia antigénica en
cutaneas

algunas cicatrices de lesiones

antiguas. Esto podria ser evidencia de
inmunoproteccién o por el contrario podria
ser el inicio del proceso de desarrollo de
lesiones tardias como las observadas en la

LMC.%®

Inmunofluorescencia:

La inmunofluorescencia directa también
ha sido utilizada para el diagndstico de LCL

Rev méd cient ISSN 2218-8266. Afio 2010, Volumen 23(2):45-60.

en biopsias de piel. Entre las principales
diferencias de esta prueba y la de
inmunoperoxidasa destacan: la
inmunofluorescencia directa utiliza cortes
por congelacion del tejido en lugar de cortes

de bloques de parafina, el anticuerpo
utilizado para la deteccion (segundo
anticuerpo) estd marcado con un

fluorocromo que generalmente es |Ia
fluoresceina y se necesita un microscopio de
fluorescencia para la visualizacion de la
prueba.”” En un estudio la sensibilidad para
la deteccion de amastigotes fue de 41,4 %.%
La sensibilidad para la deteccion de
antigenos de Leishmania suele ser mayor,
alcanzando un 88,5 %.*

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Los métodos moleculares se estan utilizando
cada vez mas en el diagndstico y en los estudios
epidemioldgicos de la leishmaniasis. Las pruebas
ideales deben poder realizarse e interpretarse
rapidamente, deben ser sensibles, especificas vy
capaces de determinar las cargas parasitarias tanto
en hospederos como en vectores. Multiples técnicas
moleculares han sido utilizadas tales como: el
analisis de la longitud de los fragmentos de
restriccion del producto amplificado mediante PCR
(RFLP), el andlisis de la secuencia de genes con
multiples copias y de las regiones espaciadoras
intergénicas, el estudio de las huellas digitales del
ADN y del ADN polimérfico amplificado al azar
(RAPD), entre otras. La electroforesis de enzimas de
(MLEE) es una

caracterizacién adicional. Algunas de estas técnicas,

multiples locus técnica de
como la MLEE y el RAPD, requieren el aislamiento y
cultivo del pardsito por lo que su utilidad en
situaciones clinicas, en las que se requiere un

diagnéstico rapido, es cuestionable.®*
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Electroforesis de enzimas de multiples locus:

La MLEE permite la identificaciéon de las
diferentes especies y cepas de Leishmania. Para
esto se debe hacer un cultivo axénico con el fin
de obtener un gran numero de pardsitos y
posteriormente analizar catorce isoenzimas
diferentes mediante electroforesis.” La MLEE se
basa en la wvariacion de la movilidad
electroforética de las enzimas en las diferentes

1531 En base al analisis

especies de Leishmania.
del perfil de isoenzimas obtenido, se puede
determinar la cepa y especie de Leishmania.*
Este método resulta ser muy demandante
técnicamente y consumir mucho tiempo, a veces

pudiendo requerir hasta dos meses.™*

Reaccidn en cadena de la polimerasa:

La PCR no es una técnica, sino un método
gue es utilizado por varias técnicas distintas. Las
principales variantes del PCR que son utilizadas
para el diagndstico y estudio de la leishmaniasis
son la PCR convencional y el PCR en tiempo real
(RT-PCR).*®

a) PCR convencional:

La PCR ha sido utilizada para detectar
Leishmania spp. en diferentes tipos de
muestras  clinicas  utilizando  blancos
diferentes como las secuencias nucleares
repetitivas o los minicirculos que contienen
ADN del cinetoplasto (kADN). Entre las
secuencias nucleares repetitivas  se
encuentran el ARN ribosomal (rARN), los
genes miniexon y el ADN nuclear

3334 A pesar que la sensibilidad de

repetitivo.
la prueba varia segun el blanco utilizado,
multiples investigaciones han demostrado

que la PCR es la prueba mads sensible y

especifica para el
leishmaniasis.>

diagnostico  de

Entre las secuencias que pertenecen al
grupo de las multiples copias, la secuencia
del gen de la subunidad pequefia del rARN
(SSU rARN) o 18S rARN es la mas estudiada.
Cada parasito contiene alrededor de 160
copias de este gen. En un estudio de
Marruecos, en el que se analizaron 26
biopsias de pacientes con Ulceras cutdneas
sugestivas de leishmaniasis mediante PCR
utilizando cebadores para el ARN de la
subunidad pequefia ribosomal, se encontrd
gue el PCR obtuvo una sensibilidad del 84,6
% y una especificidad del 100 % para el
diagndstico de leishmaniasis cutdnea. Estos
valores fueron superiores a los obtenidos
mediante frotis (69,2 %) y mediante cultivo
in vitro (69,2 %).>*

En un estudio realizado en el Norte de
Argentina, en el que se utilizaron los
cebadores 13A y 13B para amplificar una
secuencia especifica 120 pares de bases de
kADN que es comun a todas las especies de
Leishmania, se obtuvo una sensibilidad y una
especificidad del 100 % para el diagndstico
de leishmaniasis cutdnea.®

En un estudio realizado en un darea

endémica de Leishmania (Viannia)
braziliensis en Brazil, se utilizé el PCR de la
secuencia especifica 120 pares de bases del
kADN para hacer el diagndstico de
leishmaniasis cutanea y se le compard con el
cultivo. La kKADN-PCR fue positiva en el 89,3
% de los casos, el cultivo en el 78,2 % de los

casos y al combinar ambas técnicas se
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obtuvo una positividad del 97,1 %.%° Otro
estudio realizado en Brazil en un centro de
referencia  para el diagndstico de
leishmaniasis  tegumentaria  americana,
revel6 que el KkADN-PCR tenia una
sensibilidad del 92,3 %, una especificidad del
93,3 % y un valor predictivo positivo del 99,2
% para el diagndstico de esta enfermedad.®’

Un estudio realizado en la Clinica de
Referencia de Medicina Tropical del Instituto
Conmemorativo Gorgas de la Ciudad de
Panama, en el que se analizaron muestras de
pacientes con sospecha clinica de
leishmaniasis tegumentaria americana con
un PCR que amplificaba especificamente la
secuencia completa de 750 pares de bases
del minicirculo de las especies de Leishmania
Viannia, reveld que esta prueba fue positiva
en el 71,8 % de los casos. Este valor fue
superior al 60,3 % obtenido con las pruebas
parasitoldgicas convencionales.®®

Por estas razones, se afirma que el PCR
del kADN del minicirculo es la prueba mas
sensible para el diagndstico de rutina de

3538 Esto se hace aln

leishmaniasis cutanea.
mas evidente en los pacientes con LMC, en
los que la sensibilidad de los otros métodos
diagndsticos disminuye. Por esta razoén, el
kADN-PCR es el método de eleccién para el
diagnéstico de Lmc. >3’

no es una herramienta perfecta, porque en

Sin embargo, el PCR

algunos estudios no ha podido detectar la
totalidad de los casos que han sido positivos
por cultivo.”’

b) PCR en tiempo real:

Rev méd cient ISSN 2218-8266. Afio 2010, Volumen 23(2):45-60.

El RT-PCR es considerado una tecnologia
emergente  para la  deteccidn, la
caracterizacidon genética y la cuantificaciéon
de parasitos protozoarios, entre otros. Los
principales protozoarios estudiados con esta
tecnologia son Cryptosporidium parvum,
Leishmania  infantum 'y  Plasmodium
falciparum. En el caso de Leishmania, el ADN
blanco que se suele utilizar es el de la ADN
polimerasa de Leishmania infantum, que es
un gen que soélo tiene una copia en cada
parasito. Esta prueba detectd todos los casos
de leishmaniasis cutanea que se detectaron
con el PCR convencional; sin embargo tiene
la ventaja de permitir una cuantificacién mas
exacta de la carga parasitaria. Esta ventaja es
importante principalmente en los pacientes
con leishmaniasis visceral, en los que la
cuantificacién de la carga parasitaria es
importante para el seguimiento de Ia
respuesta  terapéutica. Sin  embargo,
utilizando un ensayo semi-cuantitativo con
PCR convencional, se puede estimar la carga
parasitaria con menos precision pero hasta
un nivel suficiente que permita orientar el
tratamiento de estos pacientes.  Otras
metodologias han utilizado el RT-PCR del
kADN o del gen SSU rARN.*

La eleccién de los diferentes blancos del
PCR a utilizar debe ser guiada por el motivo
por el que solicitamos la prueba. Los ensayos
de PCR basados en la amplificacion de kADN
son los mas sensibles para el diagndstico de
leishmaniasis cutdnea o visceral, sin
embargo, solo identifican los parasitos hasta
el nivel de género o sub-género. Por el
contrario, los PCR dirigidos a amplificar
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regiones intergénicas en el ADN nuclear, son
rdpida y
confiable de la especie de Leishmania. Por

mejores para la identificacion
otro lado, a pesar que el RT-PCR va a
convertirse en la técnica de referencia en el
futuro, debido a que es mds rapido y menos
vulnerable a la contaminacidn que el PCR
convencional, todavia no puede ser aplicado
para el diagndstico de rutina porque su costo
es hasta tres veces mayor que el del PCR
convencional. En la actualidad, su utilizaciéon
es mas factible en los laboratorios de

referencia o de investigacién.33

Andlisis de la longitud de los fragmentos de
restriccion del producto amplificado:

El RFLP realizado luego de la PCR ha sido
utilizado para el
leishmaniasis cutanea debido a que se puede

diagnodstico clinico de
realizar con ADN obtenido directamente del
tejido lesional .>***3° Ademas de facilitar el
diagnéstico rapido, permite la identificacion de la
especie del parasito presente en la lesion. La
amplificacién por PCR del gen de la cisteino-
proteinasa B (Cpb) con posterior digestion por la
Tagl, nos permite obtener un patrén de digestién
gue nos permite diferenciar entre L. braziliensis,
gue tiene un patrén propio, y un grupo formado
por L.panamensis, L. guyanensis o L. peruviana
gue tienen un patrén comun. Para discriminar
entre estas tres Ultimas especies, se puede
utilizar una PCR-RFLP con el gen HSP70.*°

Estudio del ADN polimdrfico amplificado al azar:

El RAPD ha sido utilizado para reconstruir
filogenias, identificar especies, subespecies y
linajes de Leishmania tanto con las cepas del
Viejo Mundo como con las del Nuevo Mundo. Se

5)

trata de un método molecular relativamente
simple que requiere poca cantidad de ADN y que
permite la distincion directa de las especies de
Leishmania mediante la observacion directa de
las bandas en un gel de agarosa. Sin embargo, la
arbitrariedad y el pequefio tamafio de los
cebadores utilizados limita su especificidad y
restringe su uso a parasitos aislados, lo que ha
dificultado su utilizacion en el diagndstico de

muestras clinicas.>®

Analisis de disociacion de alta resolucion (HRM):

El HRM es una técnica de analisis molecular
automatizada que mide la tasa de disociacion del
ADN de doble cadena provocada por el aumento
progresivo de la temperatura. Esta disociacion es
monitoreada mediante la incorporacién a la PCR
de una tincidén fluorescente que se intercala de
manera homogénea en el ADN y que sdlo
fluoresce cuando estd unida al ADN de doble
cadena. El cambio en la fluorescencia mide la
disociacion del ADN inducida térmicamente.**
El patrén de disociacién es caracteristico de cada
producto de ADN particular. Esto se debe a
diferencias en la longitud de la secuencia, el
citocina, la

contenido de guanina vy

complementariedad y la termodindmica del
vecino mas cercano.’® Esta técnica tiene la
capacidad detectar polimorfismos de un solo
nucleétido por lo que se ha utilizado para la
identificacidn de las especies de Leishmania. Esta
técnica se puede realizar con ADN extraido
directamente de la piel u otros tejidos sin
necesidad de cultivo y aislamiento. Ademas,
como no requiere procesamiento post-PCR, es
mas simple, mas econdmica, menos vulnerable a
la contaminacién y mas rapida que las técnicas

para la identificacion de especies de Leishmania
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basadas en PCR convencional *"*° Esta prueba

puede brindar resultados en menos de 2,5
horas.?!

6) OligoC-TesT para Leishmania y Ensayo basado en
la secuencia de 4cidos nucléicos (NASBA) con
oligocromatografia:

El OligoC-TesT utiliza el PCR para amplificar el
ADN del paciente in vitro bajo cambios ciclicos de
temperatura; mientras que el NASBA-
oligocromatografia utiliza el NASBA para
amplificar el ARN bajo condiciones isotérmicas.
Ambas técnicas pueden detectar de manera
similar la infeccion por Leishmania. Para esto, se
amplifica primero una secuencia corta del 18S
rADN en la PCR o del 18S rARN en la NASBA vy
luego se realiza una rdpida y sencilla detecciéon
de los productos amplificados en un formato de
cromatografia en tira. Ambas pruebas tienen una
alta sensibilidad y especificidad; sin embargo,
debido a sus requerimientos técnicos, todavia no
estan disponibles para el diagndstico clinico
rutinario.*!

CONCLUSION

Existen numerosos métodos para el diagndstico
de leishmaniasis cutanea. En la actualidad, los
métodos de diagndstico parasitolégico son el
estdndar de oro para el diagndstico de la
enfermedad; sin embargo, en un futuro no muy
lejano van a ser desplazados por los métodos de
diagnéstico molecular. Esto se debe a que estos
ultimos tienen numerosas ventajas tales como: alta
sensibilidad y especificidad, rapidez y capacidad
para distinguir entre diferentes especies y cepas de

Leishmania.
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