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Detection of amastigotes in cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis by the immuno-
peroxidase method, using policlonal antibody : sensibility and specificity compared with conven-
tional diagnosis methods — The indirect immunoperoxidase method was evaluated in 265 biopsies
With the purpose of increasing the sensitivity of the diagnostic histopathology of tegumentary
lesions caused by subspecies of the Leishmania braziliensis complex. A diagnosis of leishmaniasis
was established by parasitological methods (181} or clinical criteria (12) in 193 patients { 72.8%).
In the latter group of confirmed cases standard histochemistry and immunoperoxidase were
compared with direct examination of tissue scraping and culture of lesion aspirates. The detection
and localization of amastigotes was more efficient using the immunoperoxidase method (61.3%})
than conventional histopathology with hematoxilin and eosin {34.6%) or direct examination of
tissue scraping (43.9%). However, culture of lesion aspirates was the most sensitive procedure
(89.8%). The efficiency of the immunoperoxidase method was greater in recent lesions, being
positive in 75% of cases with less than 3 months evolution, while 55.6%, 37.5%, and 21.1% of
cases with lesion evolution of 3-5.9, 6-11, and 12 months or greater, respectively, were positive.
The combined use of the direct examination of lesion scraping and immunoperoxidase applied to
histological sections of the biopsy from the lesion border allowed an etiologic diagnosis of 72% of
confirmed cases. Cross-reactivity was observed with Paracoccidioides braziliensis but nor with
Mycobacterium leprae, Sporothrix schenckii, or Histoplasma capsulatum.

Key words: immunoperoxidase — histopathology — tegumentary leishmaniasis — Leishmania braziliensis —
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El diagnéstico parasitolégico de la leishma-
niasis se basa en observacion del pardsito. Esto
se logra con el examen directo o frotis, la
biopsia histopatoldgica y/o el cultivo de ma-
terial obtenido de las lesiones. La biopsia se usa
muchas veces como método para el diagnéstico
diferencial de las lesiones tegumentarias, sobre
todo en sitios donde no hay facilidades para
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cultivos microbioldgicos. En algunos cascs, la
histopatologia por si sola permite hacer el
diagndstico, al detectar facilmente los amastigo-
tas; en otros, aunque las caracteristicas de la
reaccion inflamatoria sugieren la presencia del
pardsito, es dificil su visualizacién (Thomburgh
et al., 1952). Por tanto, se requieren nuevas
alternativas de diagndstico, en particular en las
lesiones de evolucion crénica donde el parasito
es dificil de localizar (Hendricks & Wright,
1979; Kerdel-Vegas & Essenfeld-Yahr, 1966;
Weigle et al., 1987). Han sido pocos los trabajos
a nivel inmunoenzimdtico para la deteccion de
amastigotas de Leishmania (Sells & Burton,
1981; Lynch et al., 1986) sin que hasta el
momento se haya informado sobre resultados
comparativos entre este método y los de
diagndstico convencional. En el presente estu-
dio se evalué la sensibilidad y especificidad de
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la coloracion de inmunoperoxidasa para la
deteccion de amastigotas del complejo L. brazi-
liensis en pacientes con lesiones tegumentarias.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion estudiada — Entre julio de 1985 y
junio de 1987 se estudiaron 265 pacientes con
lesiones sugestivas de leishmaniasis provenientes
de zonas endémicas para Leishmania del com-
plejo braziliensis: variantes de L. b. panamensis
y L. b. braziliensis en la costa Pacifica y L. b.
guyanensis y L. braziliensis en laregion surorien-
tal colombiana. Doscientos cincuenta y ¢inco
presentaron lesiones exclusivamente cutaneas y
10 mucocutdneas. A 8 de éstos 1ltimos, se les
tomod biopsia de una lésion en piel y a 2 de la
mucosa nasal. Todos los pacientes consintieron
por escrito formar parte del estudio.

Procedimientos de diagnostico — A. Lesiones
cutdneas: previa limpieza de los bordes de la
lesién se inyectaron 1-2 ml de xilocaina al 2%
sin epinefrina (Astra, Bogotd) en ¢l borde mas
indurado de la lesidn. Luego, utilizando un
sacabocados de 4 mm, estéril y desechable
(Baker Laboratories, Miami), se tomé una
biopsia la cual se fijé en formol al 10% con
fosfatos, pH = 7.0. B. Lesiones mucocutaneas:
en la mucosa afectada se hizo aplicacidén topica
de xilocaina en aerosol seguida por inyeccidn
de 0.5-1.0 ml de xilocaina al 2% con epinefrina
(Astra, Bogotd). La biopsia se tomé con una
pinza post-nasal (Storz Instrument Company,
St. Louis) y se fijé en formol al 10% para
posterior estudio histopatologico. Ademas, a
todos los pacientes se les hizo aspirado de
fluido tisular del borde de la lesién para cultivo
en medio de Senekjie (Senekjie, 1939) y frotis
para coloracién de Giemsa de acuerdo con el
trabajo de Weigle et al. (1987).

Preparacion de antisuero policlonal — Como
antigeno para la hiperinmunizacién de los
conejos se utilizaron promastigotas de Leishma-
nia braziliensis panamensis (HOM/COL/1981/
Leish 13). El pardsito se mantuvo en medio de
Senekjie (Senekjie, 1939) a 27 OC; luego se
cultivd en botellas planas que contenian 5 ml
de medio Schneider (Gibco Laboratories, Nueva
York) con 10% de suero fetal bovino inactivado
a 56 OC por 30 minutos y 1000 U/ml de penici-
lina y 1000 pg/ml de estreptomicina (Gibco
Laboratories, Grand Island, N. Y.). Después de
cuatro dias las promastigotas se recolectaron
por centrifugacién a 400 g por 10 minutos y se
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lavaron dos veces en un amortiguador salino
fosfatado (PBS), pH 7.2 (Na,HPO, 0.010M,
KH, PO, 0.003M, NaCl 0.119M). Se contaron
los parasitos y se ajustaron a una concentracion
final de 2.0 x 10® promastigotas en 0.5-1 ml de
PBS. Con esta suspension se inocularon por via
intravenosa cada dos semanas conejos exocria-
dos machos y hembras Nueva Zelandia.

Se titularon los anticuerpos espectificos para
Leishmarnia con la técnica de inmunofluorescen-
cia indirecta, hasta alcanzar una cifra igual o
superior a 1:2048. Esta cifra se obtuvo después
de la sexta o séptima inoculacion. Luego, este
suero anti-Leishmania se distribuyo en alicuotas
y se congelo a —70 ©C.

Meérodos histologicos e inmunohistologicos
- Las biopsias fijadas en formol se incluyeron
en un compuesto de parafina purificada y poli-
meros pldsticos, Paraplast (Monoject Scientific,
St. Louis} sin sobrepasar temperaturas de
57 9C; se hicieron cortes de 4 um. Los tejidos
s¢ desparafinizaron en Xxilol y se hidrataron en
alcohol de concentraciones decrecientes de 100
a 30%. Para el estudio histopatoldgico los cortes
s¢ colorearon con hematoxilina de Harris y
eosina. En el caso de la inmunoperoxidasa se
utiliz6 la técnica descrita por Sells & Burton
(1981). Todo el procedimiento inmunochisto-
quimico se realizd a temperatura ambiente y en
una cimara humeda para evitar resecamiento de
los tejidos.

Para bloquear la actividad de la peroxidasa
endégena los tejidos se incubaron en 0.3%
H,O,/metanol por 30 minutos. Después de
lavar 3 veces con PBS pH 7.2, cada vez durante
5 minutos, los cortes se trataron con suero nor-
mal de cerdo diluido 1:20 por 30 minutos para
reducir uniones no especificas entre el tejido y
el conjugado. Luego se incubaron con antisuero
policlonal anti-Leishmania en una dilucidn
1:200 durante 1 hora y se lavaron tres veces con
PBS. Se agregé el conjugado de peroxidasa anti-
inmunoglobulinas de conejo (Accurate Chemi-
cal, Westbury) diluido 1:40 veces y se incubd
durante 45 minutos a temperature ambiente.
Inmediatamente antes de usar se prepard la
solucién reveladora disolviendo 5 mg de 3,3’te-
tracloruro de diaminobenzidina (DAB) (Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO)en 10 ml de
Tris salina, pH 7.6 y agregando 30 ul H,0,
30%. Por ultimo, los tejidos fueron incubados
con la solucion de DAB durante 4-7 minutos.
Después de lavar con agua destilada se contras-
taron ligeramente con hematoxilina de Harris.
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Controles — En cada prueba se utilizé un
control positivo y uno negativo. Como contro-
les positivos se incluyeron biopsias de lesiones
de hamsters inoculados con L. braziliensis o
biopsias seleccionadas de pacientes ya estudia-
dos, en los cuales se visualizaban fiacilmente las
amastigotas con hematoxilina y eosina. Como
controles negativos se incluyeron 5 biopsias de
personas sanas sometidas a cirurgia estética y
de hamster con lesiones causadas por otros
agentes (Sporothrix schenckii, Mycobacterium
leprae, Histoplasma capsulatum y Paracocci-
dioides sp.); también se usaron tejidos positivos
para Leishmania incubados con suero normal de
conejo en lugar del antisuero policlonal. Para
verificar la actividad del revelador DAB, este se
aplico antes de bloquear la peroxidasa endoge-
na.

Reaccion intradérmica de Montenegro — En
la mayoria de los pacientes se aplicé 0.1 ml de
antigeno de Montenegro (leishmanina) (Institu-
to Nacional de Salud, Bogotd) en la cara medial
del antebrazo derecho. La lectura se realizd
40-56 horas después, y se consideraron positi-
vos los didmetros de induracién mayores o

iguales a 5 mm (Weigle et al., 1987),

Analisis — Para el estudio comparativo entre
histopatologia con hematoxilina-eosina (HE) e
inmunoperoxidasa, se hicieron cortes seriados
de cada una de las biopsias y la observacion se
realizd independientemente de los resultados
parasitologicos (frotis y cultivo de aspirado)
con igual namero de pruebas en cada caso. La
busqueda de los pardsitos en las secciones colo-
readas con HE vy en los frotis se realizé a la
magnificacion de 1000X. En el caso de la colo-
racidn con inmunoperoxidasa las secciones se
observaron primero con la magnificacion de
100X para localizar la coloracidon marrén espe-
cifica de la prueba y, posteriormente, con la
magnificacion de 1000X para verificar la pre-
sencia de las amastigotas.

Como no se emplearon todos los métodos en
todos los pacientes, se compararon en pares
basados sobre los individuos evaluados por am-
bos procedimientos utilizando la prueba para
muestras apareadas de McNemar’s. La relacion
entre la duraciéon de las lesiones y la eficiencia
del diagnéstico por la inmunoperoxidasa se
determind mediante la prueba de Chi® para

muestras independientes. Para saber si la
sensibilidad de la inmunoperoxidasa dependid
de la especie de Leishmania presente en la
biopsia se compararon por la prueba de Chi? los
resultados obtenidos con los pacientes infecta-
dos con L. braziliensis panamensis y los del
grupo infectado con L. braziliensis braziliensis.

RESULTADOS

De los 265 pacientes con sospecha de
leishmaniasis se logré confirmar el diagndstico
en 181 (68.3%) por métodos parasitoldgicos y
en 12 (4.5%) por prueba terapéutica. En 14
(5.3%) se establecié otra etiologia. A los 58
(21.9%) restantes no se les establecid un
diagnostico (Tabla I).

La comparacion de la inmunoperoxidasa con
otros tres métodos comunmente utilizados en el
diagnostico de la leishmaniasis tegumentaria se
resume en ¢l Tabla II. Mientras el cultivo fue
superior a cualquiera de los métodos de visuali-
zacion, la inmunoperoxidasa resulté mds sensi-
ble que el examen directo de frotis (61.9 vs.
43.9%) o la histopatologia convencional (61.3
vs. 34.6%). Las diferencias observadas alcanza-
ron una alta significancia estadistica (P <

0.0001).

La facilidad de visualizar los amastigotas en
los cortes fue mayor con la inmunoperoxidasa,
por el contraste especifico que confiere, compa-
rada con la hematoxilina-eosina. En los cortes
positivos procesados por el método inmunohis-
toquimico, los amastigotas se localizaron por su
coloracion marrén especifica, ain en la magni-
ficacion 100X. Esto permitié que la lectura
fuera mas rdpida (1-2 minutos) que con las sec-
ciones histopatoldgicas HE (4-8 minutos).

La sensibilidad de la inmunoperoxidasa fue
del 60.6% con el grupo de pacientes cuyo
diagnéstico de leishmaniasis se establecio para-
sitoloégicamente o por prueba terapéutica
(Tabla III). La especificidad se evalué tanto en
controles sanos como en lesiones debidas a una
eticlogia distinta a leishmaniasis (Tabla III). En
los tejidos tomados de lesiones producidas por
3. schenkii, M. leprae, y H. capsulatum no se
observaron reacciones cruzadas. Aunque se
presento reaccion del suero anti-Leishmania con
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TABLA I
Diagnostico, respuesta al antigeno de Montenegro, cepa aislada y tiempo de evolucion de las lesiones de los 2635
pacientes estudiados
Respuesta a Tiempo de Especie de
Montenegro evolucién de leishmaniasis * *
Pacientes {mm)* la lesion aislada
‘Piagndstico
Probados Positivos Meses Lbb Lbp Lbg
n % n n % n X n n n
Leishmaniasis
(Parasitologico)*** 181 68.3 154 109 70.8 177 5.7 18 137 2
Leishmaniasis
(Clinico)™ 12 4.5 12 11 917 12 455
Sin diagnéstico”® 58 219 50 33 660 58 0.2
Otra etiologfa™ "~ 14 53 13 0 0.0 12 132
Total 265 100.0 229 36 24.0 259 6.3 18 137 2

*  No todos los pacientes se probaron con el antigeno de Montenegro.

** (Clasificacion isoenzimdtica y/o por anticuerpos monoclonales. Diez de las cepas aisladas no fueron identifi-

cadas.

A El diagnédstico se confirmé por aislamiento y/o visualizacion del pardsito.

nig y respuesta inmune y prueba terapéutica positiva,

Diagnéstico parasitologico negativo, pero con historia epidemiologica y clinica caracteristicas de Leishma-

**  No se logré confirmar una leishmaniasis u otra etiologia.
+++ i , . . . . .
Etiologias producidas por otras entidades diferentes a Leishmania.
TABLA 11
Comparacion entre metodos de diagnoéstico de la leishmaniasis americana®
Positivo Discordante MPrﬁeba
Métodos** Negativo  Total chNemat P
N % Positivo X’
Histopatologia 66 34.6 125 3
Vs 191 43.9 << 0.0001
Inmunopercxidasa 117 61.3 74 34
Frotis 83 43.9 106 19
Vs 189 15.1 0.0001
inmunoperoxidasa 117 61.9 72 53
Cultivo de aspirado 167 . 89.8 19 56
V8 186 48.4 <.0.0001
Inmunoperoxidasa 113 60.8 73 P

* Se incluyeron iinicamente pacientes con diagnostico parasitoldgico y/o clinico.
** S6lo se compararon pacientes probados por ambos métodos.
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TABLA 111
Sensibilidad vy especificidad de la prueba de
inmunoperoxidasa
Inmunoperoxidasa
Diagnostico Negativos Positivos Total
N To N %

Leishmaniasis* 76 394 117 606 193
VS,
otra etiologia 13 92.9 ] ¥* 7.1 14

Sensibilidad = 60.6%

Especificidad = 92.9%%**
Leishmaniasis 76 394 117 606 193
VS.
Sanos 5 100.0 0 0.0 5

Especificidad = 100.0%

*  Leishmaniasis confirmada por meétodos clinicos y
parasitologicos.

**  Cuerpos coloreados en una biopsia de un paciente
con paracoccidiodomicosis identificados facilmente
como hongo.

*** Teniendo en cuenta la morfologia del paracoccidio-
des, la especificidad seria del 100%, ya que no po-
dria considerarse como un falso positivo,

Paracoccidiodes en un tejido utilizado como
control, la coloracion permitié visualizar clara-
mente las caracteristicas morfoldgicas del
hongo, por lo cual no se consideré como falso
positivo en términos de confusién con Leishma-
nia. O sea, que al tener en cuenta la coloracidn
y morfologia del patdogeno, como se hizo en
este estudio, la especificidad fue del 100%. Los
tejidos de contreles sanos fueron negativos. Con
la histopatologia HE la especificidad fue del
100%.

La eficiencia del método de inmunoperoxi-
dasa es mayor en lesiones recientes que en le-
siones con mds tiempo de evolucion (Fig.). En
los pacientes crénicos, con un tiempo de evolu-
cion mayor de 6 meses, la inmunoperoxidasa
diagnosticé la leishmaniasis con una frecuencia
superior {(25.0%) a la obtenida por el método
histoquimico HE (11.6%). En este grupo croni-
co los resultados obtenidos fueron de 24.4%
con el frotis y 62.5% con el cultivo del aspira-
do. -

No se apreciaron diferencias significativas en
los resultados de inmunoperoxidasa entre
biopsias con lesiones producidas por L. brazi-
liensis panamensis, y L. b. braziliensis (xX° =
0.76;df = 1; P =0.38) (Tabla IV).
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Fig. 1: relacion entre tiempo de evolucidon e inmuno-
peroxidasa positiva en pacientes con leishmaniasis
(diagnosticados clinica y/o parasitologicamente).

TABLA IV

Relacion entre la respuesta a2 inmunoperoxidasay -
cepas del complejo L. braziliensis™*

L & L. b
Inmunoperoxidasa braziliensis** panamensis**
indirecta
N % N %
Positiva 14 77.8 88 64.2
Negativa 4 22.2 49 35.8
Total 18 100.0 137  100.0

2 =0.76:df =1;P =0.38.

*  8dlo se incluyen pacientes a los cuales se les aislo el
parasito.

** Las leishmanias se identificaron por electroforesis
de isoenzimas y andlisis de anticuerpos monoclo-
nales.

DISCUSION

Actualmente la confirmacion parasitolégica
de la leishmaniasis no es posible en todos los
casos. El cultivo, aunque es el mds sensible de
los métodos y en ocasiones puede hacer el
diagnéstico por si solo, puede presentar pro-
blemas de contaminacion (Weigle et al., 1987).
Ademds, requiere un laboratorio para preparar
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medios estériles y contar con incubadoras que
mantengan temperaturas por debajo de 30 ©C
para el buen desarrolio del pardsito. El frotis
de la lesion y la impresion de la biopsia colo-
reados con (Giemsa, son procedimientos féciles
y rdpidos, pero son de mayor ayuda cuando
hay un nuimero abundante de amastigotas.
Queda entonces la alternativa de la biopsia
histopatologica, la cual generalmente requiere
una bdsqueda prolongada para visualizar el
parasito (Kerdel-Vegas & Essenfeld, 1966;
Restrepo & Goémez, 1983; Magalhdes et al.,
1986).

El método inmunoenzimdtico tiene impor-
tancia en el diagnostico de la leishmaniasis por
su mayor sensibilidad comparada con el frotis
y el estudio histoquimico convencional de la
biopsia histopatolégica, pero es menor si se
compara con el cultivo. Con la coloracién de
inmuncperoxidasa se pueden localizar rdpida
y especificamente los amastigotas por el con-
traste de su coloracion. En algunas biopsias
hemos observado coloracién positiva en la
periferia y en el citoplasma, tanto de macrd-
fagos parasitados como no parasitados, gue
sugiere la existencia de antigeno libre o amas-
tigotas destruidos (Sells & Burton, 1981).
Cuando no se observaron amastigotas, por no
tener seguridad que dicha reaccion fuese debida
a exo-antigeno, o a coloracién inespecifica no
se¢ consideraron tales tejidos como positivos.
Para el desarrollo de esta prueba se utilizé suero
policlonal anti-L. b. panamensis debido a que
presento reaccion con las tres subespecies del
complejo braziliensis y porque todos los pardsi-
tos aislados de los pacientes se identificaron por
isoenzimas (Saravia et al., 1985) o por andlisis
de anticuerpos monoclonales (McMahon-Pratt
& David, 1981) como L. braziliensis sp., siendo
la mayoria L. b. panamensis.

El uso de los anticuerpos monoclonales para
la deteccion de amastigotas de Leishmania
(Lynch et al., 1986) es de importancia poten-
cial para diferenciar entre especies y subespecies
causantes de la leishmaniasis cutdnea y muco-
cutanea y cuando se requiere una identificacién
especifica ademds del diagnéstico. En nuestro
caso, el proposito era aumentar la sensibilidad
de la evaluacion histopatoldgica. Se demostrd
que la verificacion definitiva y rdpida de los
amastigotas se pudo realizar confiablemente
con el uso del antisuero policlonal. Una ventaja
practica de la polivalencia del antisuero em-
pleado es la de poder utilizarlo para deteccién
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de amastigotas de cualquier subespecie de
Leishmania del complejo braziliensis. Ademas,
el antisuero polivalente resulta econdmico y
tacil de preparar.

La especificidad que mostré este procedi-
miento confirma que la inmunoperoxidasa es
una alternativa valiosa en el diagnoéstico diferen-
cial entre Leishmania y agentes patdgenos como
S. schenckii, M. leprae, e H. capsulatum. Aunque
hubo una reaccion cruzada en una biopsia de un
paciente con paracoccidiodomicosis, donde se
observaron las levaduras multigemantes clara-
mente coloreadas con inmunoperoxidasa, fue
facil hacer el diagndstico diferencial con
leishmaniasis al constatar las caracteristicas
morfologicas del hongo.

El hecho de encontrar un mayor nimero de
positivos entre los pacientes con tiempo de evo-
lucién reciente, indica que éste influye en la
sensibilidad de la prueba. Otros autores han in-
formado sobre esta asociacion (Magalhies et al.,
1986; Weigie et al., 1987) durante la aplicacién
de una variedad de métodos diagndsticos de
leishmaniasis.

La discrepancia observada entre el cultivo de
aspirado y la inmunoperoxidasa se debe a que
con el primero, a partir de pocas amastigotas se
puede amplificar la sensibilidad por la replica-
cion del pardsito, mientras que con el segundo,
es posible que en un corte determinado no haya
ninguna, ya que las leishmanias no estin distri-
buidas en una forma uniforme en la biopsia.
Nosotros, empleando el método de inmunope-
roxidasa, logramos visualizar los amastigotas en
un tercer corte en 16 biopsias de 48 pacientes
que iniciaimente fueron negativos para dos sec-
ciones. Por tanto, es conveniente probar varios
cortes de una misma biopsia para aumentar la
sensibilidad del método inmunoenzimdtico. Es-
to también resulta conveniente en el caso de la
coloracidn histoquimica HE.

Ninguno de los métodos de diagnéstico para-
sitologico utilizado en este estudio, aun el culti-
vo de aspirado, logré confirmar la leishmaniasis
por si solo en todos los casos. Es de anotar que
mediante el frotis simple se visualizaron las
leishmanias en 19 muestras que fueron negati-
vas para inmunoperoxidasa, y que la combina-
cion de estos dos métodos incrementd el por-
centaje de casos diagnosticados a 72.0%. Esta
combinacién puede ser una alternativa de
diagnostico en aquellos laboratorios donde no
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hay la infraestructura necesaria para realizar el
cultivo del pardsito. Esto indica la importancia
de aplicar varios procedimientos para llegar a un
diagnoéstico  definitivo de la leishmaniasis vy
resalta la necesidad de seguir buscando métodos
aun mas sensibles.

Es interesante que ¢l 66.0% de los 58 pacien-
tes a los cuales no se les pudo establecer un
dtagnostico, presentaron reaccidén positiva con
el antigeno intradérmico de Montenegro. Sin
embargo, eso no -permite afirmar que las lesio-
nes por las que consultaron hayan sido ocasio-
nadas por Leishmania, ya que el antigeno de
Montenegro, aunque es muy sensible y especifi-
co, no puede diferenciar entre infeccioén actual
y previa. Ademas, es comun encontrar una alta
proporcion de personas reactivas y sin lesiones
-en dreas endémicas (Melo et al., 1977).

La técnica de inmunoperoxidasa indirecta es
fécil de realizar, aunque requiere el equipo
bdsico para procesamiento histoldgico. Los
costos adicionales a la histopatologia rutinaria
son relativamente bajos, y el método provee un
archivo permanente de ldminas y permite eva-
luaciones retrospectivas de biopsias conservadas
en formol o incluidos en parafina.

RESUMEN

Deteccion de amastigotas en leishmaniasis
cutinea y mucocutinea por el método de
inmunoperoxidasa, usando anticuerpo policlo-
nal: sensibilidad y especificidad comparadas con
métodos convencionales de diagnostico — Con
el objeto de aumentar la sensibilidad del diag-
nostico histopatoldgico de lesiones cutdneas y
mucocutdneas causadas por subespecies del
complejo Leishmania braziliensis y para lograr
una mejor visualizacion de los parasitos en las
lesiones, se evalud el método de la inmunopero-
xidasa indirecta para localizar en forma rdpida y
especifica los amastigotas en biopsia de tejido
atectado. Los cortes de tejidos se fljaron en
formol y se incluyeron en parafina; después se
evaluaron por inmunohistoquimica usando un
antisuero policlonal producido en conejo, como
reactivo primario. Se' examinaron 265 biopsias
de pacientes con lesiones sospechosas de
leishmaniasis de la costa Pacifica y regidn
suroriental colombiana. A 193 (72.8%) pacien-
tes se les establecié el diagnostico por métodos
clinicos y/o parasitolégicos. Los resultados
obtenidos por la inmunoperoxidasa en el grupo
de pacientes a los cuales se les confirmé la

leishmaniasis se compararon con la histopatolo-
gia convencional, el examen directo de frotis y
el aislamiento del pardsito por cultivo del aspi-
rado de la lesién. La localizacién inmunoenzi-
mdtica de las amastigotas fue mds efectiva
(61.3%) que la histopatologia con hematoxilina
y eosina (34.6%), v que el frotis (43.9%). En
cambio, el cultivo de aspirado fue mads sensible
(89.8%). La eficiencia del método de inmuno-
peroxidasa fue mayor en las lesiones recientes
(72.5% positivos en los casos con menos de tres
meses de evolucion) que en las lesiones mds an-
tiguas (55.6, 37.5 y 21.1% para 3-5.9, 6-11
meses y mayores o iguales a 12 meses, respecti-
vamente). La combinaciéon de frotis e inmuno-
peroxidasa incrementd el porcentaje de casos
diagnosticados a 72.0%, lo que indica la impor-
tancia de combinar métodos para obtener una
mayor eficiencia de diagnostico. La especifici-
dad fue de 100% en controles sanos y 92.9% en
pacientes con lesiones causadas por agentes
etioldgicos distintos a Leishmania.

Palabras claves: inmunoperoxidasa — histopatologia —
— leishmaniasis tegumentaria — Leishmanie braziliensis
— amastigotas — inmunchistoquimica
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