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Deteccion de Leishmania braziliensis en lesion mucosa con 16 anos de evolucion:

Registro de un caso

Detection of Leishmania braziliensis in a mucosal lesion with 16 years of evolution:

A case report

Néstor Afez'", Agustina Rojas', Gladys Crisante' & Mauricio Jerez?

RESUMEN

Se registra, en un paciente masculino de 48 afios,
la deteccion de Leishmania (Viannia) braziliensis en muestra
de lesién mucosa crénica con 16 arios de evolucion clinica.
El caso presentado cursa con perforacion del tabique nasal
no evidenciandose lesion cutanea primaria sugestiva de
leishmaniasis. Por su ocupacion el paciente ha frecuentado, por
largos periodos, bosques en areas endémicas para leishmaniasis
en el occidente de Venezuela. Continuas evaluaciones clinicas,
inmunoldgicas e histopatologicas realizadas durante varios afios
fallaron en establecer un diagndstico certero incrementando la
severidad del caso. Examenes recientes realizados en nuestro
laboratorio revelan la presencia de amastigotes en muestras de
la lesién nasal activa en extendidos coloreados con tincion de
Giemsa. La identificacion del parasito como L. braziliensis y la
verificaciéon de la infeccion por este parasito en el paciente, fue
lograda por ensayos de PCR y Western Blot, respectivamente.
Se concluye que el caso presentado sufre una leishmaniasis
mucocutanea de vieja data con una baja respuesta inmunoldgica,
a juzgar por la frecuente negatividad en pruebas de IDR y/o
la deteccion de anticuerpos circulantes anti-Leishmania. Se
discute sobre la imprecision diagndstica en el caso presentado
y se advierte sobre el riesgo epidemioldgico potencial de casos
similares.

Palabras claves: Leishmaniasis mucocutanea, Leishmania
braziliensis, lesion persistente, Venezuela.

INTRODUCCION

La leishmaniasis mucocutanea (LMC) es
una parasitosis de evolucion cronica, asociada con
infeccion causada por Leishmania (Viannia) braziliensis,

SUMMARY

The detection of Leishmania (Viannia) braziliensis
from a chronic mucosal lesion with 16 years of clinical evolution
in a 48 years old male patient is reported. The patient showed
destruction of the nasal septal cartilage with no evidence
of primary leishmanial lesion. Due to his professional work
he frequently visited areas of western Venezuela where
leishmaniasis is endemic. Frequent clinical, immunologic and
histopathologic evaluations carried out during several years
failed to establish a right diagnosis, increasing the severity
of the mucosal lesion. The finding of a sparse number of
amastigotes in a sample from the mucosal lesion stained by
Giemsa stain, suggested a mucosal infection by Leishmania.
The identification of the parasite as L. braziliensis and the
verification of the infection by this parasite in the reported
case were carried out using a PCR assay and a Western Blot
test, respectively. It is concluded that the patient was suffering
a long-lasting, reluctant to heal and severe lesion with a low
immunological response due to infection by L. braziliensis
causing mucocutaneous leishmaniasis (MCL). The fail in the
diagnosis of this particular case of MCL and the potential
epidemiological risk in similar cases are discussed.

Key words: Mucocutaneous leishmaniasis, long-lasting
lesion, Leishmania braziliensis, Venezuela.

caracterizada por lesiones severas de larga duracion,
dificiles de curar, que contienen escasa cantidad de
amastigotes, las cuales progresan ocasionando dafio
histopatologico, anatomico y funcional en las membranas
mucosas orales, nasales o laringeas (Convit ef al.,
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1993; Rojas-Cabrera et al., 2011). La poca cantidad de
parasitos que suele detectarse en este tipo de lesiones y la
presentacion de raros casos con una deficiente respuesta
inmune del hospedador, parecieran ser algunas de las
principales dificultades que se presentan para establecer
un diagnostico certero en casos de LMC. Sin embargo, la
posibilidad diagnostica se dificulta aun mas cuando los
casos de LMC se presentan sin puerta de entrada evidente
reflejada cominmente como una lesion cutanea primaria
(Rojas-Cabrera et al., 2011).

En el presente trabajo se registra la deteccion de
L. (V) braziliensis en una lesion mucosa cronica localizada
en el tabique nasal de un paciente sin mostrar puerta de
entrada evidente. El mismo refiere una evolucion de 16
afios sin haber obtenido un diagnostico preciso ni mejoria
clinica. El diagndstico se logra establecer utilizando
métodos parasitologicos clasicos, complementado con
la identificacion del agente causal y la deteccion de la
respuesta del hospedador mediante ensayos de PCR y
Western Blot, respectivamente.

PRESENTACION DEL CASO

Se presenta un caso de lesion mucosa en un
paciente masculino de 48 afios de edad, casado, de profesion
ingeniero forestal, venezolano, con residencia en la ciudad
de Mérida al occidente de Venezuela. Por su ocupacion
refiere frecuentes visitas a bosques de localidades del
piedemonte andino de los estados Mérida, Trujillo, Tachira
y Barinas, ademas de localidades llaneras del estado Apure
y otras del estado Bolivar, al sur de Venezuela, incluyendo
la Gran Sabana, Imataca y el Dorado. El paciente afirma
haber pernoctado largos periodos en localidades donde
la leishmaniasis es considerada endémica y manifiesta
reconocer los insectos incriminados como transmisores
de Leishmania. Asimismo, refiere no haber presentado
lesiones cutaneas primarias atribuidas a esta parasitosis.
El historial clinico del paciente se remonta a 1996,
manifestando haber sufrido molestias con sangrado por
fosas nasales y formacion de costras en el tabique nasal. Al
aflo siguiente mediante examen realizado por un médico
otorrinolaringélogo le fue detectada lesion en el tabique
nasal. Referido a un dermatdlogo le fue aplicada pruecba de
intradermorreaccion (IDR) con aplicacion de leishmanina
para despistaje de leishmaniasis, arrojando resultado
negativo. Posteriormente le fue aplicado un curetaje
quirargico para eliminar una costra del tabique nasal,
descubriéndose perforacion de 1cm aproximadamente.
El analisis de la biopsia tomada de la lesion report6 tejido
necrosado e inflamacion cronica. El cultivo realizado de la
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muestra evidencié abundancia de Staphylococcus aureus.
Durante el periodo 1998 —2008, el paciente manifiesta haber
sufrido constantes recaidas del cuadro clinico con frecuente
reactivacion de los bordes de la perforacion, formacion
de costras y sangrado nasal. Durante 2011, fue detectada
necrosis y es nuevamente intervenido para eliminar costra,
evidenciandose incremento de la perforacion (Fig. 1).
La biopsia indica nuevamente inflamacion cronica y el
cultivo arroja S. aureus. Despistajes para tuberculosis y
citomegalovirus indicados por el parte médico arrojan
resultados negativos. Posteriormente se indica toma de
nueva biopsia para despistaje de leishmaniasis, sugiriendo
resultados no conclusivos o negativos. Seguidamente en
ambiente hospitalario se indica aplicacion de leishmanina
revelando resultados poco conclusivos o negativos. La
repeticion de prueba de IDR arroja resultado negativo. En
enero 2012 llega a nuestro laboratorio portando laminas
producto de extendidos realizados en la seccion de otorrino
del Hospital Universitario de los Andes luego de una toma
de muestra de la lesion activa en la region del tabique nasal.
Las laminas conteniendo material del area afectada fueron
procesadas por diferentes metodologias. Asimismo, al
paciente le fue extraida por puncion venosa periférica una
muestra de sangre para realizar ensayos de PCR y estudios
serologicos por diferentes métodos.

Consideraciones éticas

Previo al muestreo el paciente fue informado
de todo el procesamiento de la muestra, firmando el
consentimiento previa informacion (CPI) y autorizando
su ejecucion.

Fig. 1. Fotografia de lesiéon mucosa cronica del
paciente. La flecha indica la perforacion del
tabique nasal.
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RESULTADOS
Examen parasitologico

Formas amastigotes de Leishmania sp. fueron
detectadas en extendidos de laminas portaobjetos,
coloreadas con Giemsa al 10% en buffer fosfato pH 7,2,
conteniendo material tomado de la lesion del tabique nasal.
En general, el nimero de parasitos observados fue escaso,
pudiéndose en ocasiones, detectar hasta 2 amastigotes
por campo microscopico de 1000X. La observacion
fue realizada en microscopio Axioskop-Zeiss-Germany
acoplado a camara digital Noticam 480 en interfase
con Laptop HP, haciéndose el registro de cada campo
microscopico positivo. La morfologia de amastigotes
detectados se muestra en la Fig. 2.

Identificacion de la especie de Leishmania por ensayos
de PCR

Con la finalidad de identificar la especic a la
que pertenecen los amastigotes de Leishmania detectados
en el examen parasitologico antes descrito, fue realizado
un aislamiento de ADN a partir del material obtenido de
la lesion del tabique nasal. La muestra examinada llegd
al laboratorio extendido en laminas portaobjetos. La
extraccion de ADN fue realizado utilizando el método
clasico fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1). El
ADN obtenido fue procesado por ensayos de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) utilizando la metodologia
multiplex previamente desarrollada para especies de
Leishmania neotropicales (Harris et al. 1998). El ensayo
de PCR multiplex arrojo resultados positivos a Leishmania

Fig. 2. Deteccion de amastigote (flecha) en muestra

tomada de lesidbn mucosa nasal. Coloracion
Giemsa. 1000X
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braziliensis demostrado por la amplificacion de una fuerte
banda de 148 pb de la muestra de la lesion del tabique
nasal como se describio anteriormente. Asimismo, sefales
similares, aunque de banda mas tenue fue detectada en
muestra de sangre periférica del paciente, procesada con
el mismo ensayo de PCR multiplex. La Fig. 3 muestra
los resultados del ensayo de PCR en material del tabique
nasal y de sangre periférica del paciente.

Examen serologico

Una alicuota de suero del paciente fue tomada
para realizar examenes serologicos convencionales que
detectan anticuerpos (Ac) anti-Leishmania, utilizando
antigeno de L. braziliensis. Los mismos incluyeron
un test de aglutinacion directa (TAD) y una prueba
de Inmunofluorescencia indirecta (IFI) siguiendo
procedimientos previamente estandarizados y adaptados
en nuestro laboratorio para tal fin (Afiez et al., 2007). Todas
las pruebas realizadas resultaron negativas.

Aplicacion de prueba diagndstica alternativa para
corroborar infeccion por Leishmania braziliensis

Para llevar a cabo la confirmaciéon de L.
braziliensis como agente causal de la lesion del caso

Fig. 3. Producto del ensayo de PCR multiplex
identificando Leishmania braziliensis en muestras
tomadas del paciente. PM: Marcador de peso
molecular. 1: Muestra de sangre periférica del
paciente con lesién mucosa. 2: Muestra tomada de
lalesion. 3: Control positivo (ADN de L. braziliensis).
4: Control negativo. 5: Control interno de reaccion.
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registrado, fue aplicada una prueba serologica alternativa en
formato Western Blot, utilizando como antigeno proteinas
ancladas por GPI (Glycosil-Phosphatydil-Inositol) a la
membrana de promastigotes de L. braziliensis. Estas
proteinas han sido exitosamente ensayadas en nuestro
laboratorio como marcadores bioquimicos especificos
para identificar y diferenciar leishmaniasis causada por
L. (V)) braziliensis, siguiendo metodologia previamente
descrita (Rojas et al., 2008). La aplicacion del test reveld
una banda de aproximadamente 50kDa especifica para L.
braziliensis, la cual no es detectada en sueros de individuos
infectados por L. (L.) mexicana o L. (L.) amazonensis,
confirmando la identidad revelada con el ensayo de PCR
(Fig. 4). Asimismo, esta reaccion permite aseverar que
la lesion que presenta el caso estudiado es parasitologica
¢ inmunoldgicamente activa, ya que en casos tratados o
curados la reaccion es negativa.

Fig. 4. Western Blot revelando en el suero del
paciente reaccion anti-proteinas ancladas por
GPIl a la membrana de Leishmania braziliensis.
Obsérvese banda de 50 kDa.
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DISCUSION

La deteccion de formas de amastigotes de L.
braziliensis mediante la utilizacion de metodologia clasica
y de parte del genoma del parasito cuando se aplicé un
ensayo de PCR para detectar ADN especifico, aunado
a la reactividad demostrada en el suero del paciente al
utilizar como antigeno una proteina anclada por GPI a la
membrana de ese organismo, parecieran ser elementos
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suficientes para constatar la presencia de este agente causal
de LMC en el caso registrado. El analisis del historial
clinico del paciente, a la luz de los presentes resultados,
sugiere que la aparicion de la lesion mucosa primaria, y
su complicacion ulterior, pudiera ser atribuida a la accion
patogena de L. braziliensis. Asimismo, el presente caso
pareciera corresponder al de un hospedador que desarrolld
una deficiente respuesta inmunoldgica a juzgar por la
reiterada negatividad observada durante la aplicacion de
pruebas de IDR, lo cual lo ubica en el 2,7% de los casos
con LMC registrados con IDR negativo en Venezuela (De
Lima et al., 2010). Lo antes indicado parece corroborarse
con la no deteccion de respuesta humoral anti-L.
braziliensis con los métodos serologicos utilizados. Este
hecho aunado a la presentacion de un cuadro mucoso sin
evidencias de lesiones cutaneas primarias, con abundancia
de S.aureus, pudo haber contribuido a la confusion de los
encargados de realizar previos diagnésticos durante los
16 afios de evolucion clinica.

Elregistro del presente caso es una demostracion
de la persistencia de larga data de la infeccion por L.
braziliensis. Asimismo, la imprecision diagnostica
observada durante un largo periodo pareciera demandar
la necesidad de una revision profunda sobre los métodos
diagnosticos utilizados en centros clinicos para la
deteccion de leishmaniasis en Venezuela. Sin duda, casos
como el aqui presentado pudiera generar preocupacion
epidemiologica. Por una parte, por el desconocimiento
que se tiene sobre la cuantia de casos similares en el
territorio venezolano, y por la otra, por el riesgo potencial
que representan éstos de convertirse en reservorios
intradomiciliares de Leishmania al sufrir cuadros de
inmunocompromisos en lugares donde coincidan los
insectos vectores, pudiendo, asimismo, contribuir a la
transmision de Leishmania en areas no-endémicas.

Finalmente, una vez que el paciente fue
sometido a terapia con un compuesto antimonial
pentavalente (Glucantime®), recibiendo dos series de 20
dosis cada una de 1,5g/5SmL/dia, (equivalente a 20mg del
compuesto antimonial/Kg de peso/dia, para los 75 kg de
su peso corporal) se observd una ostensible mejoria con
desaparicion del sangrado nasal y cicatrizacion de una
lesion aledaiia a la perforacion del tabique.
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