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RESUMEN DE LA H¢
CLiNICA

d 62 anos.

Placa eritematodescamativa de 2,5 cm de didmetro
cubierta por una costra central necrética de 2 meses

de evolucidon que se biopsia. Asintomatica.

Seguimiento en Reumatologia por wuna artritis
reumatoide de larga evolucion en tratamiento con

Adalimumab.

Frecuenta con relativa asiduidad zonas rurales.
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EPIDEMIOLOGIA y ETIOLOGIA

» Se trata de una Enfermedad de Declaracién Obligatoria (EDO) producida por un
protozoo flagelado (phylum Sarcomastigophora, subphylum Mastigophora) de la
familia Trypanosomatidae.

» Hay >30 especies del género Leishamania descritas hasta el momento, de las cuales
unas 20 son capaces de infectar a los humanos. Cada una es endémica en una zona
concreta (L. infantum es la especie propia de la cuenca mediterrdnea).

» Tienen su reservorio natural en diversos mamiferos (roedores, canidos y humanos) y
desde ahi son transmitidos de unos a otros por mosquitos hembra de los géneros
Phlebotomus (“Viejo Mundo”: Europa, Asia y Africa) y Lutzomyia (“Nuevo Mundo”:
Caribe, América Central y Sudamérica).
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PATOGENIA Y CLiNICA

Para erradicar Leishmania es decisiva la respuesta celular adquirida. La produccion de IFN-gamma e IL-12 por los linfocitos T CD4+
(concretamente la subpoblacién Thl) activa a los macréfagos mediante la via cldsica y los polariza hacia la forma M1, que son los
principales encargados de destruir los amastigotes ubicados dentro de sus fagolisosomas mediante la produccidon de oéxido nitrico;
ademds, la produccién de TNF-a activa a los neutrofilos y contribuye al reclutamiento de mds leucocitos (todos ellos presentes en los
granulomas que produce este microorganismo).

La localizacidon cutdnea o visceral de la infeccion depende tanto de la especie como del
estado inmunolodgico del hospedador:

» L. cutdnea (forma + frecuente): nédulo o pdpula indolente tras varias semanas de
la picadura que puede ulcerarse (Botén de Oriente). En la mayoria de sujetos
inmunocompetentes el cuadro es autolimitado y desaparece a los 2 meses aprox.

» L. mucocutdnea: Ulceras deformantes de la piel y las mucosas en la regién
nasofaringea y perioral denominadas espundia, que pueden extenderse a la faringe
e incluso la laringe. A diferencia del botdn de Oriente, estas lesiones

» L. visceral (Kala-azar): cuadro sistémico caracterizo por fiebre + MEG +
adenohepatoesplenomegalia + pancitopenia e hipergammaglobulinemia, que
ocurre cuando la Leishmania inoculada por la piel difunde a érganos ricos en tejido
reticuloendotelial. Resulta fatal sin tratamiento y suele recidivar.




DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO

Las leishmanias y los tripanosomas presentan varias formas segun su localizacidn intra- o extracelular:

» Localizacion intracelular (amastigote): forma redondeada u ovalada sin flagelo, de unos 2-5um de
diadmetro, con un nucleo excéntrico y un parantcleo correspondiente al ADN mitocondrial del kinetoplasto.

» Localizacion extracelular (tubo digestivo del flebétomo): aspecto fusiforme con un flagelo libre que
emerge por la zona apical (promastigote) o aspecto fusiforme con un flagelo que forma una membrana
ondulante unida a la superficie celular (epimastigote o tripomastigote) de unos 12um de longitud.
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AMASTIGOTES

GRANULOS MASTOCITOS




DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO. TECNICAS AUXILIARES

Ademds del Giemsa, disponemos del CD1a que es un marcador mucho mds sensible que la H&E y por tanto nos puede ayudar a identificar
estos microorganismos cuando se encuentran en poca cantidad; sin embargo, el clon 010 ha demostrado no ser util en este sentido y por
tanto debemos utilizar el MTB1.




Histol Histopathol (2021) 36: 567-576
http//www.hh.um.es

H istology and
stopathology

From Call Biology to Tissus Engineering

ORIGINAL ARTICLE Open Access

Diagnostic usefulness of immunohistochemical
evaluation of CD1a antigen and polyclonal anti-
Leishmania antibodies in cutaneous Leishmaniasis
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Summary. Background. Different immunohistochemical
markers to detect amastigotes in cutaneous
Leishmaniasis have been proposed with variable
diagnostic usefulness.

Objectives. To evaluate the diagnostic usefulness of
immunohistochemical amastigotes identification by
specific polyclonal anti-Leishmania antibodies and
CDla expression (clone EP3622) in a series of PCR
confirmed cutaneous Leishmaniasis.

Materials and methods. Thirty-three skin samples
corresponding to PCR confirmed cutaneous
Leishmaniasis were included in the study. All samples
were stained with Hematoxylin-eosin and Giemsa.
Moreover, immunohistochemical studies with anti-CD1a
and anti-Leishmania antibodies were performed. The
patients clinical features and the observed
histopathological features were also recorded.

Results. From the selected 33 biopsies, Leishmania
spp. amastigotes were detected in 48.4% of cases with
conventional Hematoxylin-eosin stain and in 57.5% of
cases by Giemsa staining. In 31/33 cases, anti-CDla
allowed us to identify parasitic structures, and in 33/33
cases amastigotes were detected with anti-Leishmania
antibodies. Concordance between both techniques, anti-
CDla and anti-Leishmania, was 945 [CI 95%: (79.8%-
99.3%)]; p value <0.05. The sensitivity of anti-CDla in
comparison with the PCR was 94%. with a positive
predictive value of 100%. Two cases of low parasitic
index were negative for CDla immunostaining. In cases
with high parasitic index, anti-CD1a stained amastigotes
in superficial and deep dermis. Only a few cases were
originally diagnosed with the available histological
techniques. needing PCR for Leishmania spp.

Corresponding Author: Emilio Lopez Trujillo, Department of
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identification.

Conclusions. Anti-CDla antibody seems to be a
useful technique to identify amastigotes when PCR and
anti-Leishmania antibodies are not available. The
sensitivity to detect amastigotes is increased when the
CDla immunostaining is added to the classical
Haematoxylin — eosin and Giemsa staining.

Key words: Amastigote, CDla, Immunohistochemistry,
Leishmania, Leishmaniasis

Introduction

The diagnosis of cutaneous leishmaniasis (CL) has
been classically established on the basis of the causative
agent’s identification. For this purpose, classic
microscopic examination of samples stained with
hematoxylin-eosin (H-E) or Giemsa stains. specific
cultures and DNA-Leishmania PCR amplification have
been used. Amastigotes can be seen as round to oval
basophilic intracytoplasmic inclusions of approximately
4 pm in size in varying number within dermal histiocytic
cells (Taxy et al., 2019). However, in advanced lesions, a
dense tuberculoid or even sarcoid granulomatous
infiltrate is observed along with a reduction of the
parasitological load. In such advanced lesions, skin
biopsies may show very low numbers or even an almost
complete absence of amastigotes, and additional
techniques may be helpful to highlight the presence of
parasites (Martin-Ezquerra et al., 2009).

Immunohistochemical (IHC) staining with a
polyclonal anti-Leishmania rabbit antibody (obtained in
the Parasitology Laboratory) (Pujol et al., 2012)
represents a useful technique that permits identification

Abbreviations. CL. cutaneous leishmaniasis; PCR, polymerase chain
reaction; H-E, hematoxylin-eosin; IHC, immunohistochemical
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