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INTRODUCCION

La leishmaniasis tegumentaria (LT) es una de las zoonosis
parasitarias de mayor incidencia en Panama. Anualmente se
registran aproximadamente 3,000 casos y se estima la existencia
de una cifra muy similar sin diagnosticar. En ausencia de
vacunas y medidas preventivas efectivas, los métodos
diagnosticos juegan un papel importante en el control y el
infeccion. Las técnicas de
inmunohistoquimica (IHQ) han demostrado ser wuna
herramienta valiosa para complementar el diagnostico de la
leishmaniasis y para estudiar la respuesta inmune celular
desarrollada durante la infeccion. En Panama no se han
implementado estas pruebas atn para el diagnostico de LC.

OBJETIVO

Evaluar la utilidad de las pruebas inmunohistoquimicas como
herramienta para el diagnostico de LT en pacientes panamernos.

METODOLOGIA:

Se analizaron 47 muestras de raspado cutaneo y biopsias de piel
de pacientes con lesiones sospechosas a LT (Figura 1 A). Los
cortes de tejido se fijaron en formol y se incluyeron en parafina;
luego se evaluaron por histopatologia (tincion de Hematoxilina-
Eosina y Giemsa) en busca de amastigotes. Ademas, se realizo el
diagnostico IHQ usando un antisuero policlonal producido en
ratones y el método de inmunoperoxidasa indirecta para la
deteccion parasitaria.
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Figura 1: A. Lesion cutanea tipica de leishmania en pierna derecha.
B. Frotis positivo ++ amastigotes, tenido con Giemsa (1000x).

Las muestras de raspado cutaneo fueron evaluadas por pruebas
parasitologicas convencionales (frotis y cultivo) (Figura 1B) y
pruebas moleculares (PCR subgénero especifico del kinetoplasto)

(Figura 2). Los resultados de estas pruebas se consideraron

como el “Criterio de Positividad” para los analisis de
comparacion.

Figura 2: Resultado de PCR subgénero especifico (kinetoplasto). MM: Promega DNA Ladder
1 kb; 1-2: Cepa control positivo Leishmania panamensis; 3,4,6: Muestras positivas (750 pb);
5,7: Muestras negativas; 8. Control Negativo de PCR.

RESULTADO:

Basado en el criterio de positividad (frotis, cultivo y PCR) se
pudo confirmar la presencia de Leishmania en 44/47 (94%)
muestras. Estos resultados se compararon con la histopatologia
convencional (10/44: 23%) (Figura 3) y la THQ (33/44: 75%)
(Figura 4).

Los resultados demuestran que la IHQ fue mas sensible que la
histopatologia convencional (0.75 vs 0.23, ver tabla).
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Método No. No.
Diagnostico Positivos Negativos
(n=47) (n=47)

Sensibilidad
(95% CI)
(n=44) 2

Concordancia

general
(Indice K) b

Frotis
Cultivo
‘ PCR

THQ

0.75 (0.59-0.86) 0.72 (0.44)

Histopatologia 0.23 (0.11-0.38)

4 La sensibilidad de las pruebas Inmunohistoquimicas y la Histopatologia fue calculada en base al
“Criterio diagnostico” establecido. Se considero una muestra positiva a Leishmania cuando diera
positivo con al menos una de las siguientes pruebas: frotis tenido con Giemsa, cultivo in vitro o PCR.

b') 3 concordancia y el indice K fueron calculados entre la Histopatologia y la Inmunohistoquimica. El
indice k tiene un rango de 0 a 1.00, donde k<0.4 indica concordancia pobre, k de 0.4-0.7 indica buena
concordancia y k >0.70 indica excelente concordancia.

Figura 3: Biopsia cutanea positiva a Leishmania (++ amastigotes) por

Histopatologia. Amastigotes viables en vacuolas fagociticas (200x). A: Tincion
H&E. B: Tincion Giemsa.

Figura 4: Biopsias cutdneas positivas a Leishmania por IHQ. Se observan
amastigotes con coloracion marron. Foto A: positivo + amastigotes. Foto B:
positivo ++ amastigotes. Foto C y D: positivo +++ amastigotes.

CONCLUSIONES:

La THQ es una herramienta valiosa para la deteccion de
Leishmania, facilita la observacion y evita confusiones en la
identificacion del parasito, lo que mejora la calidad del
diagnaostico.

La IHQ mejora considerablemente la deteccion de parasitos de
Leishmania en cortes histopatologicos, apoyando la necesidad
de implementar esta herramienta diagnostica en Panama.

Las técnicas inmunohistoquimicas permiten evaluar Ila
respuesta inmune del paciente y asi dar nuevas guias para el
tratamiento y control de la enfermedad en el pais.




