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Resumen

Burna, A.N.; Catuogno, M.S.; S.Negrette, M.; Montenegro, M.A.: Estudio comparativo
entre las técnicas convencionales e inmunohistoquimicas para el diagndstico de leish-
maniosis canina. Rev. vet. 28: 2, 116-120, 2017. En la leishmaniosis visceral (LV) los amas-
tigotes pueden ser identificados por tincion con Giemsa en preparaciones o secciones de
tejidos obtenidos de lesiones en piel, bazo, higado y médula dsea, o bien aspirados de nddulos
linfaticos. Se considera como resultado positivo, la aparicion de una sola célula parasitada.
El diagnostico puede no ser exitoso debido a la baja sensibilidad de las técnicas histologicas
tradicionales para detectar el parasito. Los métodos inmunohistoquimicos para deteccion de
Leishmania sp en tejidos son simples, no requieren equipamiento especial y son altamente
sensibles y especificos. El objetivo de este estudio fue evaluar las técnicas consideradas mas
sensibles y especificas para el diagnodstico de LV. Se obtuvieron muestras de caninos del
nordeste argentino. Fueron seleccionados 42 pacientes con diagnoéstico seroldgico reactivo
a Leishmania sp, a los cuales se les extrajeron muestras mediante puncion de médula osea.
También se obtuvieron muestras por biopsia de piel proveniente del pabellon auricular, para
coloracion HyE e inmunohistoquimica. En la observacion microscopica de los extendidos de
médula 6sea, la coloracion Giemsa permitié detectar amastigotes de Leishmania sp en los 42
animales investigados. Con la técnica inmunocitoquimica solo el 70% de las muestras reac-
ciond marcando los parasitos. En los cortes histologicos se pudieron identificar amastigotes
de Leishmania sp con la técnica inmunohistoquimica en el 100% de los casos. Por su parte,
la coloracion HyE permitié detectar solamente un 65% de las muestras como positivas a la
presencia de amastigotes. En el caso de bloques parafinados, la técnica inmunohistoquimica
mostré mayor sensibilidad en la deteccion de amastigotes de Leishmania sp. En cuanto a las
muestras citologicas, la coloracion Giemsa mostré mayor utilidad, ya que permiti6 detectar
no solo la presencia de amastigotes de Leishmania sp sino también otros microorganismos.
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Abstract

Burna, A.N.; Catuogno, M.S.; S.Negrette, M.; Montenegro, M.A.: Comparative study
among techniques for the diagnosis of canine leishmaniosis. Rev. vet. 28: 2, 116-120, 2017.
In canine leishmaniosis, amastigotes can be revealed by Giemsa staining on samples of le-
sions from skin, spleen, liver, bone marrow and lymph nodes. A positive result must be
considered with only one parasitized cell. The diagnosis can be unsuccessful because of the
low sensitivity of traditional methods to detect the parasite. Immunohistochemical meth-
ods to detect Leishmania sp are simple, they do not need special equipment, and are highly
sensitive and specific. The aim of this work was to evaluate techniques that are considered
more sensitive and specific to diagnose visceral leishmaniosis. Samples were obtained from
dogs from areas of argentine north-east. Forty two canines with positive serum diagnosis to
Leishmania sp were selected for the extraction of bone marrow and skin samples in order to
perform HE staining and immunohistochemistry. In bone marrow of 42 animals Leishmania
amastigotes were observed using Giemsa stain. Immunohistochemistry revealed a 70% of
positives to the parasite. In histological samples, Leishmania amastigotes were observed in
100% with immunohistochemistry, while only 65% were positive with HE stain. In paraf-
fin embedded blocks, immunohistochemical technique is more sensitive for the detection of
Leishmania amastigotes. Giemsa stain was more useful as it allowed the observation of not
only Leishmania sp but also other types of microorganisms.
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INTRODUCCION

La leishmaniosis visceral (LV) es una enferme-
dad cronica zoondtica del canino causada por un pro-
tozoario del género Leishmania. En el nuevo mundo
el agente causal es L. chagasi +**. La enfermedad es
endémica en varios paises de América Latina, en los
cuales el parasito es transmitido al hombre y animales
mediante la succion sanguinea de flebotomos del géne-
ro Lutzomya 'S.

Las hembras de los flebotomos se infestan cuando
pican para ingerir sangre de hospedadores parasitados.
En ellos, los macrofagos circulantes (monocitos) estan
infestados con las formas amastigotas del parasito en el
interior de las vacuolas lisosomales. En el intestino del
insecto, las leishmanias desarrollan una compleja serie
de transformaciones morfologicas y funcionales. Los
perros son los reservorios domésticos de la LV huma-
na y muchos de los signos clinicos observados en tales
animales, son similares al patron de la enfermedad en
seres humanos 2.

Gran numero de perros padece una infeccion subcli-
nica denominada leishmaniosis criptica. Algunos auto-
res consideran que Unicamente los perros con sintomas
son infectivos para los flebotomos, y que la capacidad
infestante para el vector por parte de los perros sin sinto-
matologia aparente, es muy reducida '>*. Sin embargo,
otros investigadores no hallaron variaciones significati-
vas en el porcentaje de flebotomos infectados al ponerlos
en contacto con perros de sintomatologia muy variada '°.

El periodo de incubacion de la LV canina es muy va-
riable, oscilando entre pocos meses y varios afios ®. Estas
etapas pueden alcanzar lapsos superiores y reflejar la
cronicidad con la cual se presenta esta afeccion, con
prolongados periodos asintomaticos ' .

Los signos clinicos mas comunes de la LV canina
son lesiones cutaneas (alopecia, dermatitis, tlceras, oni-
cogrifosis), oculares (conjuntivitis, queratoconjuntivitis,
blefaritis, uveitis) y viscerales (linfoadenopatia local o
generalizada, fiebre, pérdida de peso progresiva, débil
o marcada pérdida del apetito, anemia, hepato-espleno-
megalia, glomerulonefritis y falla renal cronica) ' 5.

La enfermedad es extremadamente polimorfica y
la observacion del parasito en los tejidos es necesaria
para confirmar el diagndstico. Los amastigotes pueden
ser identificados por tincion con Wright o Giemsa en
preparaciones como frotis o secciones de tejidos obte-
nidos de lesiones en piel, bazo, higado y médula dsea,
o bien aspirados de nodulos linfaticos. La aparicion de
una sola célula parasitada debe ser considerada como
resultado positivo.

La puncién ganglionar es menos tutil, ya que el
porcentaje de falsos negativos es mayor que en las
muestras obtenidas a partir de médula 6sea. La mayor
desventaja de éste método se debe a que en tejidos gan-
glionares la cantidad de parasitos puede ser baja, por lo
cual una puncion negativa no es excluyente. Es aconse-
jable tomar varias muestras y apoyar el diagnostico en
otras pruebas complementarias ' .
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Otras técnicas para el diagndstico parasitologico
incluyen el cultivo in vitro de fragmentos o de material
aspirado de tejidos, asi como la inoculacion de anima-
les de laboratorio. La baja sensibilidad de estos proce-
dimientos hace que los resultados sean frecuentemente
inconclusos, ademas de requerir repetidas tomas de
muestras ejecutadas por personal capacitado ».

Otros métodos incluyen demostracion de anticuer-
pos especificos anti-Leishmania en suero de animales
infectados, mediante fluorescencia indirecta de titula-
cion de anticuerpos, tests de fijacion de complemento,
ELISA, aislamiento del parasito mediante cultivo o me-
diante inoculacion en hamster 2® | asi como cultivos in
vitro de fragmentos o materiales aspirados de tejidos *
y analisis histopatologicos de 6rganos infectados como
bazo, higado, nddulos linfoides y médula dosea '>26%7.

Las biopsias de piel son utiles cuando existen lesio-
nes cutaneas, en especial en la leishmaniosis cutanea lo-
calizada, ya que en el inicio de la infeccion (primo-infec-
cion) todavia no se ha producido una seroconversion, ni
existen variaciones en el proteinograma, ni leishmanias
en la médula 6sea. Mediante técnicas inmunohistoqui-
micas (inmunoperoxidasa) se pueden detectar parasitos
en los cortes histologicos con gran sensibilidad y espe-
cificidad *7.

La caracteristica histopatologica cléasica de la LV
canina es una reaccion inflamatoria crénica con o sin
formacion de granulomas asociados con hiperplasia
e hipertrofia de macrofagos. Estas células (principal-
mente en bazo, higado, ganglios linfaticos y médula
6sea) pueden contener numerosas formas amastigotas
de Leishmania intracelular. Sin embargo, en 6rganos
como riflones, pulmones, sistema nervioso central,
glandula adrenal, ojos, testiculos y eventualmente en la
piel, el parasito no se reconoce facilmente &% 2.

La deteccion directa del parasito sobre la piel (biop-
sia), puede ser obtenida a través de un procedimiento
quirurgico muy simple y constituye una buena herra-
mienta para el diagndstico definitivo y para el segui-
miento clinico de perros bajo tratamiento médico. Sin
embargo, particularmente en la piel, el examen de pre-
parados histopatologicos de rutina coloreados con hema-
toxilina y eosina, son frecuentemente inconclusos *2-26.

La deteccion inmunohistoquimica de amastigotes
de Leishmania sp en secciones de tejidos caninos fija-
dos en formol y embebidas en parafina, son rutinaria-
mente utilizados en los laboratorios *. El diagnostico
de LV puede no ser exitoso debido a la baja sensibilidad
de los métodos histologicos tradicionales para detectar
el parasito. Los métodos inmunohistoquimicos para su
deteccion en tejidos son simples, no necesitan equipa-
miento especial y son altamente sensibles y especifi-
cos *'7. Ademas, el método inmunohistoquimico para
la deteccion de LV en piel aumenté el 50% de certi-
dumbre en comparacion con los métodos histologicos
de rutina.

En la LV canina la cantidad de parasitos presentes
en la piel es critico por constituir la fuente de infeccion
para el flebotomo y consecuentemente la transmision
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al hombre. Las manifestaciones clinicas de la infeccion
no estan necesariamente relacionadas a la carga parasi-
taria. Por lo tanto, perros asintomaticos pueden osten-
tar parasitos cutaneos en cantidad similar a perros sin-
tomaticos, mientras que perros sintomaticos con una
intensa carga parasitaria en distintos 6rganos, pueden
no poseer parasitos detectables en piel 226,

Actualmente la confirmacion parasitologica de LV
no es posible en todos los casos. El cultivo, aunque
es el método mas sensible y en ocasiones es capaz de
convalidar por si solo el diagnoéstico, puede presentar
problemas de contaminacion ?’. El frotis de la lesion y
la coloracion con Giemsa, constituyen procedimientos
faciles y rapidos pero son de mayor ayuda cuando hay
un namero considerables de amastigotes. En caso con-
trario prevalecera la alternativa de la biopsia histopato-
logica, la cual generalmente requiere de una busqueda
prolongada para visualizar el parasito '*'%.

Muchas veces, mediante un simple frotis se pueden
detectar las leishmanias en muestras que resultan ne-
gativas para inmunoperoxidasa. Por ello, la combina-
cion de estos dos métodos incrementa la proporcion de
casos diagnosticados hasta un 72%. Esto indica la im-
portancia de aplicar varios procedimientos para llegar
a un diagnostico definitivo de leishmaniosis y resalta
la necesidad de emplear métodos atin mas sensibles .

El objetivo de este estudio fue evaluar las técnicas
consideradas mas sensibles y especificas para el diag-
nostico de LV, utilizando biopsias de piel tefiidas con
hematoxilina y eosina, sobre las cuales se aplicaron téc-
nicas de inmunohistoquimica. Ademas, se obtuvieron
muestras citologicas que se colorearon con Giemsa para
luego aplicarse técnicas de inmunocitoquimica. Los ca-
sos incorporados en el estudio fueron diagnosticados
previamente mediante examenes clinicos y serologicos.

MATERIAL Y METODOS

Se obtuvieron muestras de caninos procedentes
principalmente de clinicas privadas de la ciudad de Co-
rrientes, Argentina. Asimismo, segun solicitud pertinen-
te, se incluyeron a aquéllos procedentes de campanas
realizadas por distintos organismos municipales y/o pro-
vinciales. También se tomaron muestras de perros que
habitaban o frecuentaban lugares del nordeste argentino
donde se constato la presencia de flebotomos infectados.

En total fueron seleccionados 42 pacientes con
diagnostico serologico reactivo a leishmaniosis. A los
animales positivos a la prueba serologica realizada con
tiras reactivas Rk39 Kala Azar Detect, se les extrajeron
muestras para examen parasitologico directo por pun-
cion de médula 6sea, con posterior ejecucion de técnica
inmunocitoquimica y tincion Giemsa.

También se obtuvieron muestras por biopsias de
piel provenientes del pabellon auricular. Con los blo-
ques parafinados obtenidos mediante el procesamiento
de tejidos por la técnica histologica clasica, se reali-
zaron cortes para histopatologia con posterior colora-
cion de HyE e inmunohistoquimica. Para esta tltima,
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las muestras fueron desparafinadas y rehidratadas. La
recuperacion de antigenos se realizd sumergiendo las
muestras en solucion de acido citrico con pH 6 y luego
tratandolas en un horno microondas. La actividad pe-
roxidasa endégena fue bloqueada mediante solucion de
perdxido de hidrégeno con metanol al 3% durante 20
min. Las interacciones inespecificas fueron bloquea-
das con suero normal equino en dilucion 1/20 con PBS
estéril (phosphate buffered saline) durante 30 min en
camara humeda a temperatura ambiente.

Se utiliz6 anticuerpo primario policlonal anti Leis-
hmania chagasi (elaborado en nuestro laboratorio) en
dilucion 1/500, con posterior incubaciéon en cadmara
himeda a 4°C toda la noche. Al dia siguiente se efec-
tud la incubacion con el anticuerpo secundario bioti-
nilado (AM-B1-UNL) en diluciéon 1/100 a temperatura
ambiente por 30 min y luego exposicion de 30 min a
extravidina (Sigma) en dilucion 1/200 y solucion DAB
(3,3'-diaminobenzidine) durante 1 min. Entre cada
paso, las muestras fueron lavadas con PBS.

Para la técnica de citoinmunohistoquimica el proce-
dimiento fue el mismo, pero no se realizé recuperacion
de antigenos. Las imagenes fueron captadas por micros-
copio optico Carl Zeiss provisto con camara fotografica.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los 42 animales, la observacion microscopica de
los extendidos de médula 6sea coloreados con Giemsa,
posibilito la deteccion de amastigotes de Leishmania
sp (Figura 1). En algunos casos también pudieron iden-
tificarse otros microorganismos como Erlichia canis'y
Hepatozoon canis, los cuales presentan similar sinto-
matologia que la LV.

Con la técnica inmunocitoquimica (Figura 2), solo
el 70% de las muestras reaccion6 a esta prueba mar-
cando los parasitos, presentando el inconveniente del
“marcado background” y tincion de nucleos celulares.
En los cortes histologicos se pudieron identificar amas-
tigotes de Leishmania sp con la técnica inmunohisto-
quimica en el 100% de los casos (Figura 3), los cuales
no se identificaron con la coloraciéon HyE (Figura 4).

Todas las muestras obtenidas presentaron infiltrado
inflamatorio linfoplasmocitario con HyE, sin embargo,
el 65% de las muestras dieron positivas a la presencia
de amastigotes, coincidiendo con los animales que pre-
sentaron sintomatologia clinica compatible con LV.

En conclusion, se resalta que la técnica mas sen-
sible y especifica para el diagnostico de LV varia de
acuerdo al tipo de muestra tomada. En el caso de blo-
ques parafinados la técnica inmunohistoquimica mos-
tro mayor sensibilidad en la deteccion de amastigotes
de Leishmania sp, resultando 1til incluso cuando los
parasitos estuvieron presentes en escasa cantidad. En
el caso de las muestras citologicas la mayor utilidad re-
cayo6 en la coloracion con Giemsa, ya que permitio de-
tectar no solo la presencia de amastigotes del parasito,
sino también de otros microorganismos cuyos sintomas
se podrian confundir con LV.



Burna A.N. et al.: Diagnéstico de leishmaniosis. Rev. vet. 28: 2, 116-120, 2017 119

merosos parasitos dentro y fuera de un macrofago.
Giemsa 100x

Figura 2. Inmunocitoquimica de médula 6sea. Ma-
crofago con numerosos amastigotes de Leishmania
teflidos de color marrén. 100x
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