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Leishmaniasis cutanea y mucosa

Diagndstico de laboratorio




(.ﬁ'“"‘ﬁ Organizacién 778X Organizacion

A j] Panamericana (%97 pundial de la Salud
Sre?” de la Salud oo mesonse s s AMBTICAS

€ Sesion 7 - Leishmaniasis cutanea y mucosa:

Diagnostico de laboratorio

Objetivos

Conocer los principales métodos y técnicas
diagnésticas de las leishmaniasis cutanea y mucosa para
apoyar el diagndstico clinico y el tratamiento,

El contenido

~ Diagndstico de laboratorio: importancia y métodos
disponibles

» Métodos directos: definicién y técnicas disponibles

~ Métodos indirectos: definicidn y técnicas disponibles

* Flujogramas ante la sospecha de casos de
leishmaniasis cutanea y mucosa
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Es sabido que las manifestaciones clinicas de las
Leishmaniasis son muy amplias y se pueden confundir con
otras etiologias, entonces el diagnéstico temprano de
laboratorio permite instaurar el tratamiento especifico lo
antes posible y asi controlar la evolucidn de la enfermedad.

Vamos a verlo...
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Importancia del diagnostica de laboratorio en las leishmaniasis

*~ Son enfermedades de amplio espectro clinico

» Los hallazgos clinicos no son patognoménicos de la
enfermedad

~ Serequiere hacer diagndstico diferencial con varias
enfermedades con compromiso de piel y mucosas

~ Los medicamentos utilizados para tratar las
leishmaniasis tienen alta toxicidad

Y

Métodos diagnosticos disponibles

» Métodos directos: Frotis o extendido, cultivo, biépsia y
PCR

» Métodos indirectos: Inmunofluorescencia indireta
(IF1), Elisa y Prueba de Montenegro
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Meétodos directos

Permiten la visualizazion del parasito en la muestra obtenida del paciente e incluyen:

» la visualizacién de amastigotes en frotis o biopsias de material obtenido a
partir de piel (leishmaniasis cutanea) o de mucosas de la regién oro-naso-
faringea (leishmaniasis mucosa)

» la visualizacién de promastigotes en cultivos del material obtenido en
aspirados de lesiones en piel o mucosas

* la deteccidn del material genético (ADN o ARN) del parasito por medio de
técnicas como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

i,

Foto: Costa, ML, CPg GM-Fiocruz, Brasil
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Meétodos directos

La sensibilidad es variable y depende:

~ experiencia del analista

* ubicacién geografica

» especies del parasito

* tejido de donde proviene la muestra

* técnica utilizada para la toma y procesamiento de la
muestra

» tiempo de evolucién de la lesidn y de lesiones
contaminadas, una vez que reducen la sensibilidad del
método

* tratamientos previos por los pacientes

Vamos ahora conocer un poco de las

técnicas utilizadas:

» Frotis o extendido
~ Cultivo

~ Biopsiay

=~ PCR
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Meétodos directos
Frotis o extendido

*» Procedimiento facil, econémico y rapido de realizar
*» Sensibilidad: variable - en torno de 70% a 90%
- Cuidados necesarios para mejorar la sensibilidad
de la técnica:
* hacer buena técnica de toma
* obtener tejido del borde activo de la lesidn
o del centro de la dlcera
« seleccionar la lesién con menor Examen directo Frotis
tiempo de evolucidn y sin infeccidn
* limpiar la lesién con jabdn quirdrgico
o solucidn salina
- retirar la costra y el material
necrético o purulento
» seleccionar el sitio donde se va
tomar la muestra, que puede ser
hecha con una hoja de bisturi y si la
lesion es ulcerada se debe raspar el
fondo de la dlcera Raspar con el bistur las paredes de la incision
* obtener raspado o fragmento del tejido de
la lesidn mucosa

Fonte: Armando Schubach,
Fiocruz
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Meétodos directos

Cuidados necessarios para mejorar la sensibilidad de la técnica

« extender el raspado o aspirado en forma suave
sobre una lamina porta objeto nueva, limpia y
desengrasada

* secar a temperatura ambiente

» fijar con metanol y procesar con la coloracién
adecuada

* hacer lectura al microscopio

* un mayor tiempo de lectura aumenta la
sensibilidad de la técnica

amastigotas amastigotas
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Meétodos directos

Cultivo: visualizacion de promastigotas

* Procedimiento mas costoso y requiere de tiempo para

el diagndstico (cerca de 30 dias)

» Sensibilidad en torno 70%

Tecnica:

» Seleccionar lesion activa
* Limpiar el borde de la lesidn con solucién salina al 0,9%

o alcohol al 70%

« Con una jeringa tipo insulina, con aguja #23-26G que

contiene solucién amortiguada de fosfatos (PBS) con
antibidticos, hacer movimientos rotatorios durante
aproximadamente dos minutos para macerar un poco
de tejido

~ Aspirar el material
» En condiciones asépticas se deposita la muestra en el

medio de cultivo bifasico conocido como NNN y se
incuba entre 24 y 26°C

* Revisar cada semana al microscopio invertido en busca

de promastigotes

Métodos Directos

Aspirado Lesion

Hacar movimientos rotatorios de ka jaringa para macarar el tajido
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Biopsia: visualizacion de amastigotes

- Procedimiento mas costoso y mas demorado por ser un
estudio histopatolégico

* Sensibilidad baja para leishmaniasis, pero muy 0til para
diagnostico diferencial por otras eticlogias

Tecnica: —
Fotos biopsia: Costa, JML,

» Seleccionar una lesién activa CPq GM-Fiocruz, Brasil

- Limpiar el borde de la lesién con jabdn quirdrgico o alcohol al
70%

* Aplicar anestesia local en el sitio de la muestra: inyectar 1 mi
de lidocaina al 2% - via subcutanea

* Introducir el sacabocado haciendo movimientos rotatorios
para cortar la dermis.

* Levantar el tejido con una pinza, cortar la base de |la biopsia
con bisturi y depositar el material en un frasco con formal
tamponado al 10% (Este material se puede utilizar para
cultivo, pero es necesario poner el material en frasco con PBS
mas antibidticos. Se descarta el PBS, se macera el tejido y el

triturado es depositado en medio de cultiva NNN y se sigue

Biopsia

Con un punch'o sacabocado se tomat
con los procedimientos mencionados en la diapositiva una muestrade 3 o 4 mm de prefundidad

anterior). ' v
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PCR: deteccion de material genética

1 2 3 4 56 789 1011 12
* Procedimiento mas costoso

» Sensibilidad y especificidad elevada, si se utilizan
“primers” apropriados

Técnica:

» Seleccionar lesion activa
* El material puede ser obtenido de:
* raspado de la lesidén
» fragmento de la biopsia preservado en alcohol
puro
* aspirado de la lesidn
* sangre total
* La técnica consiste en amplificar una regién especifica
del ADN del parasito mediante el uso de secuencias de

oligonucledtidos que funcionan como iniciadores para PCR para la deteccion de ADN de Leishmania en muestras de pacientes con
la extension de las nuevas cadenas de ADN gue se lesiones cutdneas y mucosas con sospecha de leishmaniasis. 1,2,3,4,5,6,, =
amplifican 8,9,10,11 muestras de pacientes. 7 Peso molecular = 100 pb y

12 = control negativos
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Diagnosticos de laboratorio

Métodos indirectos

* Se basan en la deteccidn de anticuerpos especificos
contra Leishmania
~ En la leishmaniasis cutanea el diagnostico serologico es
de uso limitado debido |la baja sensibilidad y
especificidad variable
~ Es (til en el diagnostico de la leishmaniasis mucosa
» Cuando recomendado, las técnicas mas comumente
usadas son:
* Inmunofluorescencia indirecta
* ELISA
* Prueba de Montenegro

Ahora vamos a conocer un poco de cada

una de esas técnicas
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Diagnosticos de laboratorio

Se basan en la deteccién de anticuerpos especificos contra
Leishmania

detecta anticuerpos especificos contra Leishmania

baja sensibilidad y especificidad variable para leishmaniasis
cutanea

util para leishmaniasis mucosa, pero se emplean como apoyo
en el diagndstico donde los titulos de anticuerpos son
generalmente altos

la torma de muestra es por medio de recoleccion de sangre,
con posterior separacion del suero

Reacidn de Inmunofluorescencia indirecta
(RIFI) positiva mostrando
formaspromastigotas de Leishmania
marcadas por la fluoresceina. Fuente:
Sucen - 5P; BEPA, 2009
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Diagnosticos de laboratorio

Inmunofluorescencia Indirecta (IFI):

» procedimiento de laboratorio en el cual las laminas se leen con microscopio de fluorescencia

~ La muestra se considera reactiva para anticuerpos anti-Leishmania cuando se observan los
parasitos con fluorescencia de color verde intenso

* Los titulos por encima de 1:32 son significativos y por encima de 1:128 son diagndsticos
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Diagnosticos de laboratorio
ELISA

* detecta anticuerpos especificos contra Leishmania sp

» baja especificidad

* la toma de muestra es por medio de recoleccidén de sangre, con posterior
separacion del suero o plasma

» procedimiento realizado en laboratorio y la lectura de la prueba se hace en un
espectrofotémetro a 492 nm.

» La muestra se considera positiva cuando la densidad dptica es igual o
superior a la densidad dptica media de los sueros controles negativos mas
dos desviaciones estandar.
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Diagnosticos de laboratorio

Prueba de Montenegro

~ mide la respuesta de inmunidad celular retardada

* prueba sensible y especifica, pero no permite Prueba de Mnntenegrn
diferenciar infeccién previa de infeccidn actual

*» Es un apoyo en el diagnostico, principalmente de las
formas mucosas

*~ Técnica de aplicacién y lectura:

» Técnica de aplicacidn y lectura:

* se inyecta por via intradérmica 0,1 ml de
antigeno de Montenegro (2x10 promastigotes
inactivados de Leishmania)

* la lectura se realiza a las 48 o 72 horas después
de la aplicacién, determinando el drea de
induracion

* se considera la prueba reactiva cuando el
diametro de la induracidn es igual o mayor a 5
milimetros

Intradermaorreacion Montenegro
_--"""'—--

Técnica del "baligrafo”
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Diagnostico de laboratorio

Flujograma general para el diagnostico de leishmaniasis cutdanea

Examen Clinico
Historia epidemiologica

Examen directo

Frotis Montenegro

Positivo Negativo Positivo Negativo

Evaluacion en el
proximo nivel

*El tratamiento de pacientes con examen clinico, historia epidemiologica y reaccién de Montenegro positivos puede ser
realizado en lugares donde no haya disponibilidad del examen directo o este no presente sensibilidad adecuada. Em este caso se
debe considerar la prueba terapéutica comn el uso de las alternativas menos tdxicast

Tratamiento*| Toma de biopsia
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Diagnostico de laboratorio

Flujograma para el diagndstico de leishmaniasis cutanea en el primer nivel de atencién.

Examen Clinico

Historia epidemiologica

Examen directo

Montenegro

Positivo | Negativo

Negativo| Positivo

REP‘B r Examen
directo

Positivo
Evaluacion en el

*El tratamiento de pacientes con examen clinico, historia epidemiologica y reaccién de Montenegro positivos puede ser
realizado en lugares donde no haya disponibilidad del examen directo o este no presente sensibilidad adecuada. Ermn este caso se
debe considerar la prueba terapéutica comn el uso de las alternativas menos toxicast




..., il

% Organizacion Lr!"’;.‘ Organizacion
jPanamericana %7 Mundial de la Salud

i s

%., = (e la Salud e Américas
DO REGIOMAL P LAS

Diagnostico de laboratorio

Flujograma para el diagndstico de leishmaniasis cutanea en el segundo nivel de atencion.

Examen Clinico y
epidemioldgico compatible

Frotiso examen Cultivo Histopatologia

Positivo | Negativo Positivo | Negativo Positivo | Negativo

Tratar Tratar Tratar

Repetir Examen Evaluacién en el Evaluacion en el
directo proximo nivel préximo nivel

Negativo

Evaluacion en el préximo nivel
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Diagnostico de laboratorio

Flujograma para el diagndstico de leishmaniasis cutanea en el tercero nivel de atencion.

Examen Clinico y
epidemiologico compatible

Frotiso examen
directo

Cultivo Histopatologia

Positivo | Negativo Positivo | Negativo Positivo | Negativo Positivo | Negativo

Repetir Examen Diagnéstico Diagnostico Diagnostico
directo diferencial diferencial diferencial

Positivo | Negativo *Se recomienda la realizacion de estudios de validacion
locales para determinar el mejor abordaje posible de acuerdo con el
Diagnéstico diferencial comportamiento de la enfermedad
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Diagnostico de laboratorio

Flujograma para el diagndstico de leishmaniasis cutanea en el tercero nivel de atencion.

Examen Clinico y
epidemiologico compatible

Frotiso examen . : -
directo Cultivo Histopatologia

— —— ——

=m rostvs s e

Repetir Examen Diagndstico Diagndstico
directo diferencial diferencial

Diagnodstico diferencial

Montenegro y/o
serologia

—— —

st g

Diagnostico
diferencial

ot g

Diagnostico
diferencial

=N
oo
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Sintesis

Importancia del diagnéstico de laboratorio en las leishmaniasis: cutdanea y mucosa:

Enfermedades de amplio espectro clinico; hallazgos clinicos no son
patognormdnicos de la enfermedad; se requiere hacer diagndstico
diferencial con varias enfermedades con compromiso de piel y mucosas;
los medicamentos utilizados en el tratamento especifico tienen elevada
toxicidad

~ Métodos diagndsticos disponibles:

» Métodos directos: Frotis o extendido, cultivo, biépsia y
PCR

» Métodos Indirectos:Inmunofluorescencia indireta (IFI),
Elisa y Prueba de Montenegro

» Método de elevada especificidad en la leishmaniasis cutanea que
puede ser hecho en el primer nivel de atencidn

» Método directo con visualizacién del parasito: frotis o
extendido.

* Cuando hacer uso de los métodos indirectos en la leishmaniasis
cutanea y mucosa.

* los métodos indirectos en la leishmaniasis cutanea tienen
baja sensibilidad, pero en la leishmaniasis mucosa apoyan
el diagnostico, principalmente cuando los titulos son
elevados
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Actividad de integracion final

Ejercicios:

Completadas la leitura y estudio en esta Unidad, le
invitamos a que recupere sus anotaciones y ponga en practica
el aprendizaje ejecutando los ejercicios propuestos.

~ Escogencia multiple

* Verdadero o falso

» Correlaciones - Enumeracién
~ Esquematicos

Esperamos que este estudio haya resultado
significativo para sus practicas... y esperamos pueda continuar
profundizando su aprendizaje en |las tematicas de este campo
de accidn.




