|

ARTICULOS ORIGINALES DermatologiaCMQ2012;10(1):13-20°°°"

Comparacion entre histopatologia y PCR,
para diagnostico de leishmaniasis tegumentaria

Comparison between histopathology and PCR, for the diagnosis of tegumentary Leishmaniasis

Dr. José Manuel Rios Yuil', Dr. Azael Saldafia®, Dr. José Calzada?, Dr. Jaime Arias’, Dr. Rosendo Diaz*, Lic. Kadir Gonzilez’

1 Dermatdlogo. Caja de Seguro Social de Panamd.

2 Doctor en Parasitologia. Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios en Salud y Universidad de Panamd.
3 Patdlogo. Jefe del Servicio de Patologia del Complejo Hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid de la Caja de Seguro Social de Panamd.

4 Patdlogo. Jefe del Servicio de Patologia del Hospital Santo Tomds de Panamd.
5 Lic. En Tecnologia Médica. Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios en Salud.

RESUMEN

ANTECEDENTES: la leishmaniasis es causada por parasitos del
género Leishmania. Cada afo hay 2 millones de nuevos infec-
tados en el mundo y no contamos con una prueba que sirva
como estandar de oro para el diagnéstico. El objetivo de este
estudio fue determinar cudl es la mejor técnica diagndstica de
leishmaniasis tegumentaria, si comparamos la histopatologia con
la PCR, en biopsias que fueron embebidas en parafina en los ser-
vicios de Patologia del Complejo Hospitalario Dr. Arnulfo Arias
Madrid y del Hospital Santo Tomés de Panamg, entre enero de
2007 y diciembre de 2010.

MATERIAL Y METODO: estudio analitico, observacional, corre-
lacional, retrospectivo, con biopsias embebidas en parafina, con
diagndstico clinico presuntivo de leishmaniasis tegumentaria. El
ADN fue extraido mediante el QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen,
Alemania) y la PCR se realizé con un kit de Promega (Estados
Unidos). Se determind el porcentaje de positivos mediante
histopatologia y PCR. Se compararon ambas pruebas mediante
el andlisis de las proporciones y a través del indice Kappa de
Cohen.

RESULTADOS: 50% de los pacientes era del sexo femenino, la
edad promedio era de 40.7 afos, y 50% provenia de la provin-
cia de Panama. La histopatologia fue positiva en 38:10% de los
casos, y la PCR de las biopsias embebidas en parafina fue positiva
en 30.43%.

CONCLUSIONES: no hubo diferencia significativa entre los por-
centajes de positividad de la histopatologia y la PCR del teji-
do embebido en parafing, por lo que no se puede afirmar que
una sea superior a la otra. No hubo correlacién entre ambas
pruebas.

PALABRAS CLAVE: leishmaniasis, biopsia, parafina, patologia, reaccion
en cadena de la polimerasa.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Leishmaniasis is caused by parasites of the ge-
nus Leishmania. Two million people worldwide are newly infected
every year, and unfortunately there isn't a diagnostic test that
serves as a gold standard yet. The objective of this study was
to determine which diagnostic technique for this entity is best.
We compared the histopathology and the PCR of paraffin em-
bedded biopsies, from the Pathology services of the Complejo
Hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid and the Hospital Santo
Tomas of Panama, from January 2007 to December 2010.
MATERIAL AND METHOD: Analytical, observational, correla-
tional and retrospective trial with paraffin embedded biopsies
with clinical diagnosis of tegumentary leishmaniasis. The DNA
was extracted with the QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany), and the PCR was performed with a Promega kit
(Madison, Wisconsin, USA). The percentage of positives with
histopathology and with PCR was determined. Both tests were
compared taking proportions into account, and also using the
Cohen’s Kappa index.

RESULTS: 50% of the patients were female. The mean age of
the patients was 40.7 years, and 50% of them lived in the Pan-
ama Province. The histopathology was positive in 38.10%, and
the PCR in 30.43% of the paraffin embedded biopsies.
CONCLUSIONS: There was no statistical difference, between
the positivity percentage of the histopathology and the PCR of
the paraffin embedded tissue. Therefore, we cannot consider
one technique better than the other. There was no correlation
between techniques. Nevertheless, the histopathology is still a
routine and a less expensive procedure.

KEYWORDS: Leishmaniasis, biopsy, paraffin, pathology, polymerase
chain reaction.
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Introduccion

La leishmaniasis es la enfermedad causada por los parasi-
tos del género Leishmania." Esta enfermedad es endémica
en més de 60 paises, incluidos América Central, América
del Sur, India, Oriente Medio, el Africa del Norte, y el
sur de Europa.® Se estima que aproximadamente 12 millo-
nes de personas se encuentran infectadas por Leishmania,
y cada afio se reportan alrededor de 2 millones de nuevos
infectados.

Existen tres formas clinicas principales de Leishma-
niasis con compromiso cutdneo: la leishmaniasis cutinea
localizada (LCL), la leishmaniasis cutdnea difusa (LCD), y
la leishmaniasis mucocutdnea (LMC).

La leishmaniasis cutdnea localizada se manifiesta como
una o multiples papulas que aumentan de tamano y que
tipicamente se ulceran. Las lesiones se localizan princi-
palmente en las extremidades inferiores, y demoran entre
3y 18 meses para curar en mds de 90% de los casos.* Las
principales especies causales son miembros de los com-
plejos L. mexicana, L. braziliensis, L. guyanensis, L. tropica, L.
aetbiopica y L. major.'

En la leishmaniasis cutdnea difusa ocurre disemina-
cién de lesiones nodulares cargadas de pardsitos en toda
la piel. La causa con mds frecuencia las especies del com-
plejo L. mexicana y L. aethiopica.?

La leishmaniasis mucocutdnea se caracteriza por la in-
flamacién granulomatosa de la mucosa de nariz, cavidad
oral y faringe, que lleva a la destruccién del tabique na-
sal y del paladar. Las lesiones mucosas pueden aparecer
simultdneamente con un cuadro de leishmaniasis cu-
tinea. Sin embargo, lo mds frecuente es que aparezcan
después. Las especies asociadas con mds frecuencia son:
L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis, y L. amazonensis.?

El tratamiento de la leishmaniasis es dificil y suele aso-
ciarse a importantes efectos adversos. Por ello es impor-
tante confirmar el diagnéstico de la enfermedad antes de
iniciar la terapia. Las caracteristicas clinicas mencionadas
con anterioridad y la epidemiologfa son importantes para
el diagnéstico de la enfermedad. No obstante, solo per-
miten hacer un diagndéstico probable de la misma. Por lo
tanto, son indispensables las pruebas de laboratorio para
lograr un diagnéstico definitivo.*

Las principales pruebas diagndsticas son las parasitol6-
gicas, las inmunoldgicas, las histopatolégicas/inmunopa-
tolégicas, y las moleculares. El diagndéstico parasitolgico
se hace mediante dos métodos principales: la visualizacién
directa de los amastigotes, a través del examen micros-
cépico directo o del aislamiento del pardsito mediante el
cultivo en medios axénicos; y la inoculacién de anima-
les o el xenodiagnésticos El frotis permite la observacién
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directa del pardsito. El material obtenido se observa en
el microscopio luego de ser coloreado con la tincién de
Giemsa u otra de las tinciones de tipo Romanowsky.*”

El cultivo del material proveniente de las lesiones
cutdneas permite la visualizacién directa del pardsito y
aumentar la cantidad de pardsitos vivos disponibles para
realizar pruebas adicionales. El cultivo tiene una sensi-
bilidad de 28.6-89%.% El cultivo tradicional se hace en un
sistema de cultivo bifdsico, constituido por agar sangre
cubierto por un medio liquido.”™ Las inoculaciones de
animales experimentales se utilizan para aumentar la
probabilidad de aislar el pardsito con respecto a los me-
dios de cultivo axénicos." El xenodiagnéstico permite ais-
lar la Leishmania mediante la utilizacién de flebotominos
no infectados a los que se les permite picar al ser humano
o al animal infectado. Posteriormente, al extraer el tubo
digestivo del insecto, se puede observar el pardsito al mi-
croscopio.”

Entre las pruebas inmunolégicas se encuentran: la prue-
ba de Montenegro, las pruebas serolégicas, la inmunocro-
matografia, y el inmunoblotting. La prueba de Montenegro
o leishmanina es indicadora de la respuesta inmune ce-
lular del paciente frente a la infeccién por Leishmania.
Todos los pacientes con LCL y LMC tienen una prueba
de Montenegro positiva; mientras que es negativa en los
pacientes con LCD.5™ Los métodos serolégicos son sen-
sibles y se aplican como métodos diagnésticos indirec-
tos. Las principales técnicas serolégicas utilizadas para
el diagnéstico de la infeccion por Leishmania son: prue-
ba de aglutinacién directa (DAT), prueba de aglutina-
cién rdpida para tamizaje (FAST), prueba de anticuerpos
fluorescentes o inmunofluorescencia indirecta (IIFA), in-
munoensayo ligado a enzima (ELISA), y ELISA en punto
(dot-ELISA).5™ La prueba de inmunocromatografia répi-
da en tira se utiliza para detectar anticuerpos circulantes
contra determinantes antigénicos de distintas especies de
Leisbmania. Como esta prueba detecta anticuerpos, es me-
jor para el diagnéstico de leishmaniasis visceral.” El in-
munoblotting ha demostrado ser muy sensible y especifi-
co para el diagnéstico de leishmaniasis y permite detectar
casos asintomdticos cuando las otras pruebas serolégicas
no pueden establecer resultados confiables, o bien cuan-
do sus resultados son negativos.**°

Entre las pruebas histopatoldgicas e inmunopatolégicas
se encuentran la histopatologia, la inmunoperoxidasa, y
la inmunofluorescencia. La histopatologia de la leishma-
niasis cutdnea se caracteriza por una reaccién inflamato-
ria granulomatosa con linfocitos, células plasmdticas, y
macréfagos. Los amastigotes de Leishmania se aprecian en
el citoplasma de los macréfagos como organismos redon-
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deados u ovales, con un nucleo redondo, un cinetoplasto,
rodeados por un halo claro.”* El estudio histopatolégico,
suele ser el método con la menor sensibilidad diagnés-
tica para leishmaniasis cutdnea. Esta sensibilidad suele
ser de aproximadamente 45%." En otro estudio, la histo-
patologia fue positiva solo en 30% de los casos.>»*° Los
métodos de inmunohistoquimica incluyen las técnicas de
inmunoperoxidasa y de inmunofluorescencia.” La inmu-
noperoxidasa se ha utilizado en el diagnéstico de leish-
maniasis cutdnea y ha demostrado ser una herramienta
util y sensible para el diagnéstico anatomopatolégico de
la leishmaniasis mediante la deteccién de amastigotes
en el tejido.® La sensibilidad de la inmunoperoxidasa
es mayor que la del estudio histol6gico convencional con
H&E.*>>2 La inmunofluorescencia directa también ha
sido utilizada para el diagnéstico de leishmaniasis cutd-
nea localizada en biopsias de piel. La sensibilidad para
la deteccién de antigenos de Leishmania suele ser mayor,
alcanzando 88.5%.*

Los principales métodos moleculares que han sido uti-
lizados para el diagnéstico de leishmaniasis son: el and-
lisis de los polimorfismos de longitud de los fragmentos
de restriccién (RFLP) del producto amplificado, mediante
PCR; el andlisis de la secuencia de genes con multiples
copias, y de las regiones espaciadoras intergénicas; y el
estudio de las huellas del ADN'y del ADN polimérfico am-
plificado al azar (RAPD), entre otros.”

En casi todos los estudios, la PCR demuestra ser mas
sensible que la histopatologia para el diagnéstico de leish-
maniasis tegumentaria. En un estudio realizado en Ma-
rruecos, la PCR obtuvo una sensibilidad de 84.6% y una
especificidad de 100% para el diagnéstico de leishmania-
sis cutdnea.” En otro estudio llevado a cabo en el norte
de Argentina, se obtuvo una sensibilidad y una especifi-
cidad de 100% para el diagnéstico de leishmaniasis cutd-
nea.* En otro estudio, realizado en un drea endémica de
Leisbmania (Viannia) braziliensis en Brasil, la PCR del ADN
del cinetoplasto (kADN-PCR) fue positiva en 89.3% de los
casos.’ Un estudio mds, realizado igualmente en Brasil,
en un centro de referencia para el diagnéstico de leishma-
niasis tegumentaria americana, revel6 que la KADN-PCR
tenia una sensibilidad de 92.3%, una especificidad de 93.3%,
y un valor predictivo positivo de 99.29 para el diagnésti-
co de esta enfermedad.” En cuanto a un estudio realizado
en la Clinica de Referencia de Medicina Tropical del Ins-
tituto Conmemorativo Gorgas de la Ciudad de Panamd,
revel6 que la PCR fue positiva en 71.8% de los casos.”

En la actualidad, la unica metodologia para el diag-
néstico de la leishmaniasis con la que contamos en la Caja
de Seguro Social es el estudio histopatolégico. En el caso
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de que haya un paciente asegurado con una lesién clini-
camente sugestiva de leishmaniasis, pero con una histo-
patologia negativa, el dermatélogo tendrd que solicitar
pruebas diagndsticas adicionales. Como no contamos con
ninguna prueba adicional en la Caja de Seguro Social, la
biopsia o el paciente tienen que ser enviados al Institu-
to Conmemorativo Gorgas para que se les realice alguna
de las pruebas diagnésticas que ellos tienen disponibles.
Como consecuencia de esto, muchos dermatélogos se han
visto forzados a iniciar tratamiento para leishmaniasis,
sin tener un diagnéstico confirmado, en aquellos casos
en los que la histopatologia es negativa pero la clinica es
sugestiva de leishmaniasis. Por lo anterior, el objetivo de
esta investigacion es determinar cudl es la mejor técnica
diagnéstica de leishmaniasis tegumentaria, si compara-
mos la histopatologia con la PCR, en biopsias que fue-
ron embebidas en parafina en los servicios de Patologia
del Complejo Hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid
(CHDrAAM) y del Hospital Santo Tomds (HST) de Pana-
m4, entre enero de 2007 y diciembre de 2010.

Como los casos que se estudiaron representaban la
totalidad de las biopsias de lesiones de leishmaniasis te-
gumentaria americana que llegaron a los servicios de pa-
tologia de los dos principales hospitales de referencia de
nuestro pafs, entre 2007-2010, tendremos una idea aproxi-
mada de la situacién epidemioldgica de la leishmaniasis
en Panamd en los tltimos afos. Dado que estos hospitales
de referencia se encuentran en la ciudad de Panam4, es-
tos datos son incluso mds vélidos para la regién central
del pafs, en la que reside mds de la mitad de la poblacién
total de Panama.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio analitico, observacional, correla-
cional, retrospectivo. Se trabajé con dos grupos de biop-
sias, denominados A y B. El universo estuvo constituido
por todos los pacientes cuyas biopsias de piel o mucosas
fueron enviadas, con diagnéstico clinico de leishmania-
sis tegumentaria americana, a los servicios de Patologia
del Complejo Hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid
(CHDrAAM) de la Caja de Seguro Social, o bien del Hos-
pital Santo Tomds (HST) de la Republica de Panam4, en-
tre los meses de enero de 2007 y diciembre de 20710.

El grupo A del estudio estuvo constituido por la to-
talidad de los pacientes con diagndstico clinico de leish-
maniasis tegumentaria americana a los que se les confir-
mé este diagndstico mediante histopatologia en alguno
de los dos servicios de patologia arriba mencionados. En
cuanto a los pacientes del grupo B, se eligié, al azar, el
mismo numero de integrantes que el grupo A. Lo ante-
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rior por motivos econémicos. Los integrantes de este gru-
po se tomaron entre los pacientes cuyas biopsias habian
sido enviadas al servicio de Patologia del CHDrAAM, con
diagnéstico clinico de leishmaniasis. La diferencia con el
primer grupo fue que el diagnéstico de estos pacientes no
se habia podido confirmar por histopatologia entre ene-
ro de 2007 y diciembre de 2010. Se excluyeron del estu-
dio aquellas biopsias de piel cuyos bloques de parafina no
aparecieron en los archivos de los servicios de patologia,
o bien cuyos bloques no contenian tejido.

Entre las variables estudiadas figuran el sexo, la edad
y la procedencia (provincia y distrito) del paciente. Tam-
bién se estudié el tipo de espécimen (piel o mucosa), el
origen anatémico de la muestra, la fecha de obtencién de
la biopsia, el resultado de la histopatologia, y el resultado
de la PCR.

Los datos se recolectaron mediante el registro de los
resultados positivos o negativos obtenidos del estudio ex-
perimental de los bloques de parafina de las biopsias de
piel, mediante las técnicas de histopatologia y PCR. Ade-
mds, se anoté la informacién obtenida de los informes
histopatoldgicos (sexo, edad, procedencia, espécimen, ori-
gen anatémico, fecha de obtencién de la biopsia). Los da-
tos fueron capturados en una hoja de registro electrénica
creada en el programa informético Epi Info versién 3.4.3,
en el que aparecian todas las variables investigadas con
sus respectivas categorfas.

Con los informes de histopatologia de los pacientes
seleccionados para los grupos A y B, se procedi6 a bus-
car, manualmente, los bloques de parafina y las placas
correspondientes en los archivos de ambos servicios de
patologfa. Con las placas, se procedié a corroborar al mi-
croscopio los resultados de los informes histopatolégicos
(positivos o negativos). Las biopsias seleccionadas para
ser estudiadas mediante PCR en este estudio (grupo A
y grupo B) no representaban la totalidad de las biopsias
que fueron enviadas a los servicios de patologia con diag-
néstico clinico de leishmaniasis y que habian sido anali-
zadas histopatolégicamente. Por esta razén, para hacer el
célculo del porcentaje real de biopsias positivas por Leish-
mania mediante histopatologia y evitar los sesgos, tuvimos
que considerar la totalidad de biopsias que fueron envia-
das con diagnéstico clinico de leishmaniasis, excluyendo
solamente aquellas en las que la histopatologia logré un
diagnéstico distinto (diagnéstico clinico errado). Como
solo contdbamos con la informacién de la totalidad de
biopsias con diagnéstico clinico de leishmaniasis recibi-
das en el CHDrAAM, calculamos el porcentaje de biopsias
positivas por Leisbmania con los datos de este hospital. Es
decir que, para este cdlculo, se excluyeron las muestras
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positivas y negativas procedentes del Hospital Santo To-
mds, debido a que no teniamos certeza de tener registro
de todas las muestras que habian sido recibidas en dicho
hospital con diagnéstico clinico de leishmaniasis.

Los bloques de parafina de los grupos A y B fueron
utilizados completamente para la prueba de PCR para
Leisbmania. Para esto, primero se extrajo el ADN de la
muestra mediante el QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabri-
cante para la extraccién de ADN de muestras embebidas
en parafina mediante la utilizacién de xilol.* Con el ADN
extraido, se procedié a realizar la PCR para la deteccién
del subgénero Leishmania Viannia. La PCR se realiz6 ha-
ciendo una modificacién al protocolo de Weigle y cola-
boradores.” Fue necesaria la estandarizacién del proto-
colo para ajustarlo a las muestras utilizadas. Para esto, se
diluyé el ADN extraido a diluciones de r:10 y 1:50. El ADN
extraido se amplific, utilizando los cebadores Br y Lv
que especificamente amplifican el minicirculo completo
de 750 pb de las especies de Leishmania Viannia. Las reac-
ciones de amplificacién fueron realizadas en un volumen
final de so uL conteniendo mezcla maestra (Promega,
Estados Unidos), 0,6 wmol/L de cada cebador, y 5 ul de
ADN. El perfil térmico de amplificacién estaba compues-
to por un paso inicial caliente para desnaturalizar el ADN
durante 5 minutos a 95°C, seguido de 35 ciclos a 95°C por
30 segundos, y 60°C por 1 minuto. Luego, por un paso
final de 95°C por 1 minuto, 60°C por 3 minutos, y 72°C por
3 minutos. Posteriormente, 10 ulL del producto de ampli-
ficacién y 1.5 uL de loading buffer fueron analizados me-
diante electroforesis en gel de agarosa a 1.59% con bromuro
de etidio durante 45 minutos (85 V, 500mA). Enseguida,
fueron visualizados en un transiluminador. La prueba se
consideraba positiva si estaba presente la banda de 750 pb.
Se calculé el porcentaje de biopsias positivas por PCR.

Posteriormente, se procedié a determinar cudl era la
prueba superior para el diagnéstico de leishmaniasis me-
diante la comparacién del porcentaje de positivos de cada
prueba. Para determinar si la diferencia potencial obser-
vada entre los positivos de una prueba y los de la otra era
estadisticamente significativa, utilizamos la comparacién
de proporciones con muestras independientes (prueba Z).
Debemos recordar que la prueba histopatolégica se apli-
c6 a la totalidad del universo; mientras que la PCR uni-
camente se aplicé a la muestra seleccionada (grupos A y
B). Solo se consideraria como superior a la prueba que
tuviera el mayor porcentaje de positivos, si el valor de p
resultara menor de 0.05 en la prueba de comparacién
de proporciones. Luego determinamos si existia correla-
cién entre ambas pruebas mediante el indice Kappa de
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Cohen. Para el célculo del indice Kappa, solo se podian
utilizar aquellas biopsias a las que se les habia aplicado
ambas pruebas (grupo A y grupo B). Es decir, las biop-
sias que solo fueron estudiadas por histopatologfa y no por
PCR no podrian ser consideradas para el célculo de este
indice. El valor del Indice Kappa se interpret6 con la esca-
la de Landis y Koch. Estos cdlculos los realizamos median-
te Epidat 3.1. Los resultados finales fueron tabulados.

El estudio se llevé a cabo respetando las guias de éti-
ca dictadas en la declaracién de Helsinki de 1975, y fue
aprobado por el Comité de Bioética y el Comité Cienti-
fico del CHDrAAM de la Caja de Seguro Social. También
fue aprobado por la Facultad de Ciencias de la Salud Dr.
William C. Gorgas, de la Universidad Latina de Panamd.
Se respet6 el derecho a la confidencialidad de los pacien-
tes cuyas biopsias fueron estudiadas.

El estudio fue financiado por el investigador principal,
por la Caja de Seguro Social de Panamd, y por el Instituto
Conmemorativo Gorgas de Estudios en Salud. No se uti-
liz6 ninguna fuente de financiamiento externo.

Resultados

Aun cuando este sea un estudio en el que se comparan,
fundamentalmente pruebas diagnésticas de leishmania-
sis, también tiene un enfoque epidemiolégico. Como los
casos estudiados representan la totalidad de las biopsias
de lesiones de leishmaniasis tegumentaria americana que
llegaron a los servicios de patologia de los dos principales
hospitales de referencia de nuestro pais, entre 2007-2010,
esto nos brinda una idea aproximada de la situacién epi-
demiolégica de la leishmaniasis en Panamad en los alti-
mos afios. Por esta razén, en este estudio se analizaron las
principales variables epidemioldgicas: persona, tiempo,
y lugar.

De los pacientes estudiados, 50% era del sexo mascu-
lino. El grupo de edad predominante fue el de 40 a 49
anos. La media de edad de los pacientes fue de 40.7 afios.
De los pacientes estudiados, 28.269% fueron enviadas, en
el afio 2007; 13.04% en el afo 2008; 23.91% en el afio 2009;
y 34.78% en el aio 2010. La provincia con mayor cantidad
de casos sospechosos clinicamente de leishmaniasis fue
la provincia de Panama con 509%. La Provincia de Col6n
fue la segunda, con 13.04% de los casos. El distrito mds
afectado fue el de Arraijdn (véase cuadro 1).

De las biopsias estudiadas, 93.48% era de piel y 6.529%
de mucosas. 45.65% de las lesiones se encontraban en las
extremidades inferiores (cuadro 2).

La histopatologia fue positiva en 38.10% de las biop-
sias enviadas con sospecha de leishmaniasis tegumentaria
americana (cuadro 3). La PCR de las biopsias embebidas
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Cuadro 1. Distribucion por distrito y provincia de procedencia

de los pacientes. Panama, 2007-2010.

Panama Panama 6 13.04%
San Miguelito Panamd 1 217%
Arraijan Panamd m 2391%
Chorrera Panamd 1 2.17%
Capira Panama 1 2.17%
Chepo Panamd 2 4.35%
Coldn Coldn 3 6.52%
Gatuncillo Coldn 1 2.17%
Nuevo Vigia Coldn 1 2.17%
Chepigana Darién 1 2.17%
Penonomé Coclé 1 2.17%
Las Minas Herrera 1 2.17%
San Francisco Veraguas 1 217%
No especificado No especificada 15 3261%
Total 46 100.00%

Fuente: Estudio comparativo entre histopatologfa y PCR para el diagndstico
de Leishmaniasis Tegumentaria Americana. Panamd, 2007-2010.

Cuadro 2. Distribucién por origen anatémico de la muestra.
Panamg, 2007-2010.

Cabeza 9 19.57%
Extremidades superiores 13 28.26%
Dorso 1 217%
Extremidades inferiores 21 45.65%
No especificado 2 4.35%
Total 46 100.00%

Fuente: Estudio comparativo entre histopatologia y PCR para el diagndstico
de Leishmaniasis Tegumentaria Americana. Panamd, 2007-2010.

Cuadro 3. Distribucion de las biopsias segin el resultado de la
prueba histopatoldgica. Panama, 2007-2010.

Positiva 16 38.10%
Negativa/No concluyente 26 6190%
Total 42 100.00%

Fuente: Estudio comparativo entre histopatologfa y PCR para el diagndstico
de Leishmaniasis Tegumentaria Americana. Panamd, 2007-2010.
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en parafina fue positiva en 30.43% de los casos (véase
cuadro 4).

Para determinar el grado de correlacién entre la histo-
patologfa y la PCR se utiliz6 el indice Kappa de Cohen
(cuadro 5). La correlacién entre las dos variables fue po-
bre, pero no significativa (Kappa= 0.0595; Z = 0.4462;
p = 0.6554).

Discusion

De los pacientes estudiados, 509 eran del sexo mascu-
lino. Esto contrasta con las estadisticas de la Seccién de
Parasitologia del Instituto Conmemorativo Gorgas de Es-
tudios en Salud (ICGES). En esta seccién, entre los afios de
2008 y 2010, 72% de los pacientes estudiados eran de sexo
masculino, y solo 28% eran de sexo femenino.

En cuanto a la edad, el promedio de los pacientes aten-
didos en nuestro estudio fue de 40.7 afos. Este valor fue
discretamente superior a la edad promedio de 31 afios de
los pacientes estudiados en el ICGES entre 2008 y 2010.

La provincia con mayor cantidad de casos sospechosos
clinicamente de leishmaniasis fue la provincia de Pana-
md, con 50%. La Provincia de Colén fue la segunda con
13.04% de los casos. Estos hallazgos son muy similares a
los de la Seccién de Parasitologfa del ICGES. En la Sec-
cién de Parasitologfa, entre los afios de 2008 y 2010, 499%
de los casos provenia de la provincia de Panamd, y 16% de
los casos de la provincia de Col6n. El distrito mds afec-
tado fue el distrito de Arraijdn, una zona con grandes
extensiones cubiertas de bosque tropical lluvioso y que
pertenece a la provincia de Panama.

La mayorfa de las lesiones se encontraban en dreas
expuestas, especialmente en las extremidades (73.91%):
45.65% en las inferiores, y 28.26% en las superiores. Esto
coincide con lo escrito por Awasthi y colaboradores (2004),
quienes sefialaron que la mayorfa de los pacientes con leis-
hmaniasis cutdnea presentaban las lesiones en las extre-
midades inferiores. También coincide con los datos de la
Seccién de Parasitologia del ICGES. En este centro, entre
los afios de 2008 y 2010, 69% de los casos ocurrieron en las
extremidades: 45% en los brazos, y 24% en las piernas.®

La histopatologia fue positiva en 38.10% de las biop-
sias enviadas con sospecha de leishmaniasis tegumentaria
americana. Esto coincide con lo expuesto por el estudio
de Silveira y colaboradores (2004), en el que se senialaba
que la histopatologia era un buen método para la des-
cripcién del infiltrado inflamatorio asociado a la leish-
maniasis. Sin embargo, era un método poco sensible para
la observacién del pardsito.” El porcentaje de pruebas
positivas detectadas por la histopatologia en nuestro es-
tudio fue incluso inferior al detectado en otros estudios.

“ Dermatologfa Cosmética, Médica y Quirtirgica

Cuadro 4. Distribucion de las biopsias segtn el resultado de la
prueba de PCR. Panam4, 2007-2010.

Positiva 14 3043%
Negativa 32 69.57%
Total 46 100.00%

Fuente: Estudio comparativo entre histopatologfa y PCR para el diagndstico
de Leishmaniasis Tegumentaria Americana. Panamd, 2007-2010.

Cuadro 5. Concordancia entre la histopatologia y la PCR para el
diagndstico de leishmaniasis tegumentaria americana. Panam,
2007-2010.

Positiva 8 16 24
Negativa 6 16 22
Total 14 32 46

Fuente: Estudio comparativo entre histopatologia y PCR para el diagnéstico
de Leishmaniasis Tegumentaria Americana. Panamd, 2007-2010.

En la investigacién de Robinson y colaboradores (2000),
se encontré que la sensibilidad de la histopatologfa fue
de 64.3%.5 En el estudio de Quintella y colaboradores
(2009), se hallé una sensibilidad de 53.3%.5 En ambos es-
tudios, a pesar de que la prueba histopatolégica fue poco
sensible, tuvo un porcentaje de positividad mayor que el
obtenido en nuestro trabajo.

La PCR de las biopsias embebidas en parafina fue posi-
tiva Gnicamente en 30.43% de los casos enviados con sos-
pecha de leishmaniasis tegumentaria americana. Esta sen-
sibilidad fue mucho menor que la obtenida en multiples
estudios en los que se trabaj6 con PCR sobre tejido fresco.
Lemrani y colaboradores (2009) obtuvieron una sensibi-
lidad de 84.69% al utilizar la PCR para el diagnéstico de
leishmaniasis cutdnea.” Barrio y colaboradores (2007) ob-
tuvieron una sensibilidad y una especificidad de 1009.*
En el estudio de Ampusio y colaboradores (2010), se uti-
liz6 PCR de la secuencia especifica de 120 pb del kADN
para hacer el diagnéstico de leishmaniasis cutdnea. La
kADN-PCR fue positiva en 89.3% de los casos.”* Fagundes
y colaboradores (2010) obtuvieron una sensibilidad de
92.3% y una especificidad de 93.3% al aplicar kKADN-PCR
para el diagnéstico de la enfermedad.’* Miranda y cola-
boradores (2009), con un PCR que amplificaba especifi-
camente la secuencia completa de 750 pb del minicirculo
de las especies de Leishmania Viannia, encontraron que esta
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prueba fue positiva en 71.8% de los casos.” Segun las esta-
disticas de la Seccién de Parasitologfa del ICGES, entre los
anos 2008 y 2010, 67% de las muestras estudiadas resulta-
ron positivas por PCR del tejido fresco.®

En nuestro estudio también se obtuvo un porcentaje
de positividad inferior al de otros estudios en los que se
ha realizado PCR de muestras embebidas en parafina. En
el trabajo de Xavier y colaboradores (20006), se realiz6
PCR a biopsias de piel de perro embebidas en parafina y
se obtuvo una sensibilidad de 82.89."

En esta investigacién se utilizé la prueba de compa-
racién de proporciones para determinar si alguna de las
dos pruebas estudiadas era superior a la otra (z = 05321 y
p = 0.5047). No hubo diferencia significativa entre el por-
centaje de positividad de ambas pruebas. Tampoco hu-
bo correlacién entre las mismas (Kappa = 0.0595; z = 0.4462;
p = 0.6554). Esto contrasta con los resultados de los es-
tudios expuestos anteriormente, en los que se revelan
altas sensibilidades para la PCR y bajas para el estudio
histopatol6gico. 52933057

Como sabemos, la mayoria de los estudios en los que
se ha utilizado la PCR para el diagnéstico de leishmaniasis
han sido realizados con muestras de tejido fresco o con-
gelado. La principal virtud de nuestro estudio es ser uno
de los pocos en los que se ha ajustado la PCR convencio-
nal para hacer el diagnéstico de leishmaniasis tegumen-
taria en biopsias de tejido humano embebido en parafina.
Aparentemente, esta prueba es menos eficaz que la PCR
del tejido fresco para la deteccién de leishmaniasis. Sin
embargo, representa una opcién util para tratar de confir-
mar el diagnéstico de leishmaniasis cuando solo se cuenta
con la muestra de tejido que ya ha sido previamente pro-
cesada para estudio histopatolégico. La principal limita-
cién de este estudio es el nimero relativamente pequefio
de muestras con las que se pudo trabajar. Recomendamos
realizar un estudio similar, pero buscando activamente a
los pacientes en las zonas de mayor endemicidad del pafs.
También se pueden realizar estudios adicionales en los
que se utilicen otras combinaciones de cebadores para la
PCR, con el fin de perfeccionar la estandarizacién y de-
terminar si la sensibilidad de la prueba aumenta. Igual-
mente, recomendamos la realizacién de investigaciones
adicionales en las que se comparen otras pruebas diag-
nésticas de leishmaniasis, como la inmunohistoquimica,
con la histopatologia o con la PCR del bloque de parafina,
buscando una alternativa con mayor sensibilidad.

Conclusién

El andlisis histopatoldgico de las biopsias de piel y la PCR
del tejido embebido en parafina resulté positivo en un
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bajo porcentaje de los casos clinicamente sospechosos de
leishmaniasis. No hubo diferencia significativa entre los
porcentajes de positividad de la histopatologia y la PCR,
por lo que no se puede afirmar que una sea superior a la
otra. Tampoco hubo correlacién entre ambas pruebas.
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