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Resumen

Teniendo en cuenta que los métodos tradicionales de toma de muestra y diagnóstico para la leishmaniosis cutánea 
presentan limitaciones, como el frotis directo, cuya sensibilidad depende de la pericia del profesional, el aspirado de 
lesión que puede ser usado para detección de parásitos en lámina, su adn o para cultivos es demorado y exigente, y 
la biopsia de la lesión que es invasiva y dolorosa se comparó con el método de impronta en papel filtro de la lesión 
ulcerativa contra el método tradicional de aspirado mediante la técnica de pcr convencional utilizando como blanco 
una región del adn del kinetoplasto del parásito. En el presente trabajo, la pcr obtuvo una sensibilidad para impronta 
del 90,07% comparado con el aspirado, el 86,3%, que, además, por ser un método de toma de muestra no invasivo, 
con pocas exigencias para el transporte, se puede tomar directamente en el área de operaciones a muy bajo costo, 
resulta ser beneficioso para ser usado en los pacientes con leishmaniosis cutánea del Ejército Nacional de Colombia, 
que se encuentran en las diferentes áreas de operaciones.

Palabras clave: leishmaniosis cutánea; impronta; papel de filtro; pcr
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THE IMPRINT AS A NON-INVASIVE METHOD OF SAMPLING 
FOR THE MOLECULAR DIAGNOSIS OF CUTANEOUS 

LEISHMANIASIS IN COLOMBIA'S MILITARY POPULATION

Abstract

Taking into account that the traditional methods of sampling and diagnosis for cutaneous leishmaniasis , have limita-
tions, such as direct smear, whose sensitivity depends on the professional's expertise, the lesion aspiration that can 
be used to detect parasites in the lamina, dna or cultures takes a long time and is demanding, and the biopsy of the 
lesion that is invasive and painful were compared with the imprinting method on the filter paper of the ulcerative 
lesion against the traditional method of aspiration by means of the conventional pcr technique using as a target a dna 
region of the parasite kinetoplast. In this present work, pcr obtained an imprinting sensitivity of 90.07% compared to 
the aspirate of 86.3%, which, besides being a non-invasive sampling method, with few transport requirements, it can 
be taken directly in the area of operations at a very low cost, which turns out to be beneficial to be used in patients 
with cutaneous leishmaniasis of the National Army of Colombia, who are in different operations areas.

Keywords: cutaneous leishmaniasis; imprint; filter paper; pcr.

IN PRINT COMO MÉTODO NÃO INVASIVO DE COLETA DE 
AMOSTRA PARA O DIAGNÓSTICO MOLECULAR DA LEISHMANIOSE 

CUTÂNEA EM POPULAÇÃO MILITAR DA COLÔMBIA

Resumo

Considerando que os métodos tradicionais de coleta de amostra e diagnóstico para a leishmaniose cutânea apresen-
tam limitações, como exame direto de esfregaços, cuja sensibilidade depende da perícia do profissional, o raspado de 
lesão que pode ser usado para a detecção de parasitas em lâmina, seu dna ou para culturas é demorado e exigente, 
e a biopsia da lesão que é invasiva e dolorosa, comparou-se com o método in print em papel filtro da lesão ulcerativa 
contra o método tradicional de aspirado mediante a técnica de pcr convencional utilizando como alvo uma região 
do dna do cinetoplasto do parasita. No presente trabalho, a pcr obteve uma sensibilidade para in print de 90,07% 
comparado com o aspirado, 86,3%, que, além disso, por ser um método de coleta de amostra não invasivo, com 
poucas exigências para o transporte, pode ser coletado diretamente na área de operações a muito baixo custo, re-
sulta ser benéfico para ser usado nos pacientes com leishmaniose cutânea do Exército Nacional da Colômbia, que se 
encontram nas diferentes áreas de operações.

Palavras-chave: leishmaniose cutânea; in print; papel de filtro; pcr.
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La impronta como método no invasivo de toma de muestra para el diagnóstico molecular de la leishmaniosis cutánea en población militar de Colombia

Introducción  

Las leishmaniosis son un grupo de enfermedades trans-
mitidas al ser humano por la picadura de flebótomos 
hembras infectadas con el protozoo Leishmania. El tipo 
y la gravedad de las lesiones, las especies de Leishmania 
implicadas y la respuesta al tratamiento son muy varia-
bles (1-2). Aproximadamente, el 95% de leishmaniosis 
cutánea ocurre en las Américas, y Colombia está entre 
los seis países que más casos nuevos de leishmaniosis 
cutánea (lc) reporta al año a nivel mundial (1).

El diagnóstico tradicional de lc sigue teniendo el frotis 
directo, como método estándar de oro, cuyo resultado 
depende de la experticia del profesional que toma y lee 
las muestras, aspecto que incide notoriamente en la 
sensibilidad de este método. Además, hay que tener en 
cuenta que se deben tomar tres frotis por tres láminas 
portaobjetos, utilizando una hoja de bisturí 15 raspando 
de los bordes y el centro de la lesión. También es usado 
el aspirado que puede ser usado para detección de pa-
rásitos en lámina, su adn o para cultivos, que, como lo 
señalan algunos autores, es altamente específico, poco 
sensible y de largo proceso, que requiere tanto personal 
como infraestructura especializada para tal fin (3-5).

La lc es una de las enfermedades que más disminuye el 
pie de fuerza de los hombres que conforman el Ejército 
Nacional de Colombia a consecuencia de su exposición 
por las operaciones de los uniformados en zonas endémi-
cas, lo cual contribuye al aumento anual de la incidencia 
de la enfermedad. Por eso, se hace necesario explorar 
otros métodos para la toma de muestra fáciles, sensibles, 
no invasivos y que, además, el transporte de muestras 
desde los sitios de las operaciones militares.

En la literatura, es referenciado el uso de la impronta 
como método para la toma de muestra (figura 1). Con-
siste en la impresión de la lesión con sus microlíquidos en 
papel de filtro para el análisis molecular respectivo. Es un 
método no invasivo, con parámetros de validación, es-
pecificidad y sensibilidad, reportados para pcr del 100% 
(6). También es un método facilitador del diagnóstico 
molecular de la lc (7), que evita la necesidad de una ca-
dena de frío para conservar las muestras. Es económico, 
requiere pequeños volúmenes de muestra y se necesitan 
conocimientos técnicos mínimos (8).

Figura 1. Protocolo adaptado de Boggild et al. 2010 (15) por el 
lri disan para la toma de impronta de lesión de Leishmania. A. 
Limpieza y desinfección. B. Eliminación de la costra. C. Toma 
de la impronta. D. Secado al aire libre para su almacenamiento.

Fuente: Fotografía de los autores.

El uso del papel de filtro como método para la toma de 
muestra y posterior análisis molecular es potencialmente 
útil para el medio militar teniendo en cuenta los constan-
tes desplazamientos del personal a zonas de alto riesgo, 
alejadas de los laboratorios con tecnología actualizada 
para el diagnóstico oportuno de lc.

Su utilización inició en el siglo pasado con las pruebas 
de sensibilidad a los antimicrobianos (9). Con el tiempo, 
se han venido utilizando en múltiples aspectos científicos 
con buenos resultados a través de la experiencia.
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Generalmente la sangre es la muestra más común para 
recoger con papel de filtro, pero también se han hecho 
estudios con suero para detectar anticuerpos hav con 
una sensibilidad y especificidad del 100% en compara-
ción con el suero líquido (10).

También realizaron estudios con plasma y leche materna 
en comparación con el plasma líquido para el vih por 
pcr cuantitativa, encontrando que el papel de filtro es un 
medio viable para la recogida de almacenamiento y en-
vío de estas muestras y posterior seguimiento, así como 
una alternativa económica para controlar la carga viral, y 
que se ajusta a la escasa tecnología que existe en países 
en desarrollo (11).

El uso de papel de filtro fue evaluado con sangre y plas-
ma midiendo la estabilidad del arn del vih con lo cual se 
concluye que a temperatura ambiente el arn del virus fue 
estable durante más de un año (12).

Se han utilizado muestras de medula ósea, esputo, sali-
va, heces, etc. Casi cualquier muestra clínica puede ser 
almacenada en papel de filtro para el análisis posterior, y 
aunque la sangre total es la más conveniente y la más uti-
lizada con papel de filtro, se está prestando cada vez más 
atención al diagnóstico de enfermedades infecciosas y 
desatendidas en lugares remotos utilizando microfluidos 
basados en la utilización del papel de filtro, lo que hace 
vislumbrar un futuro prometedor (13).

Sin embargo, se hace necesario una estandarización o 
consenso sobre la terminología y metodología para avan-
zar en el campo del diagnóstico a través del papel de 
filtro (14).

Materiales y métodos  

Se tomaron 272 pacientes de las diferentes regiones 
del país acantonados en el centro de leishmaniosis de 
Bonza, el Batallón de Sanidad y el Fuerte de Tolemaida, 
entre otros, que tenían frotis positivo, y se seleccionaron 
bajo los siguientes criterios de inclusión: lesiones carac-
terísticas de lc con mínimo 1, máximo 3 meses de evo-
lución, que no estén localizadas en cara o genitales y sin 
tratamiento en los dos últimos meses.

Se tomaron las muestras de impronta de acuerdo con lo 
establecido por Boggild (2010), quien explica que des-
pués de eliminar la costra con una gasa húmeda con un 
papel filtro grado pcr se ejerce presión suave sobre la 

base de la úlcera hasta evidenciar el exudado de la lesión 
a través del papel filtro, se deja secar y se envía al labo-
ratorio (figura1).

Las muestras de aspirado fueron tomadas según el mé-
todo estandarizado en el Laboratorio de Referencia e 
Investigación de Enfermedades Tropicales (lri) de la Di-
rección de Sanidad Ejército (disan), seguido de la toma de 
impronta, en la misma lesión y bajo las mismas condicio-
nes. Se limpia la lesión, se introduce 3 mm aguja de la 
jeringa (con aguja 30G × 8 mm o de 21G × 38/40 mm) 
con firmeza de forma tangencial, de modo que solo atra-
viese la dermis dentro de la lesión, se aspira suavemente 
con el émbolo de la jeringa y con la presión negativa se 
hacen movimientos circulares, junto con pequeños mo-
vimientos de entrada y salida del émbolo, sin soltar la as-
piración, y el material obtenido es enviado al laboratorio.

La extracción de adn se llevó a cabo a partir de 5-10 mi-
nicírculos de la impronta y 200 uL de aspirado median-
te kit de extracción isolate ii Genomic dna Kit (Bioline, 
London, uk) y se cuantificó el adn genómico mediante 
fluorometría, para verificar la viabilidad de la muestra. La 
amplificación del blanco molecular (120 pb de la región 
conservada de los minicírculos del cinetoplasto) se realizó 
utilizando los iniciadores ol1F (5’ ggg gag ggg cgt tct gcg 
aa-3’) y ol2R (5’ccg ccc cta ttt tac acc aac ccc-3’) (16-
17), que anillan en los orígenes de replicación de las dos 
hebras de los minicírculos bajo las siguientes condiciones: 
0,055 U/µL de Taq polimerasa Hot-start (Bioline uk), 5X 
de Buffer Taq polimerasa Hot-start (Bioline uk), 25 mM  
de MgCl2 (Bioline uk), 10 mM de dntps (sigma eu), 10 
uM de iniciadores (idt eu) y 5 uL de adn sin diluir, para 
un volumen total de 20 µl. El perfil térmico consistió en 
una denaturación inicial: 94 ºC por 4 min, seguido de 30 
ciclos de denaturación a 94 ºC por 30 s. Anillamiento a 
55 ºC por 30 s extensión a 72 ºC por 30 s y una exten-
sión final: 72 ºC por 10 min. Técnica previamente es-
tandarizada en el lri-disan basada en la tesis de grado de 
Jojoa (18). Y el producto de la amplificación se visualizó 
mediante una electroforesis en gel de agarosa del 3,0% 
(figura 2). los resultados estadísticos fueron analizados 
haciendo uso del programa estadístico spss versión 19.
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Resultados  

El 90,07% (245/272) de las improntas arrojaron resul-
tados positivos para la detección de adn de parásitos de 
Leishmania; el 9,5% (26/272) de las muestras dieron re-
sultados negativos. Y el 0,36% (1/272) de las improntas 
arrojaron un resultado no concluyente. Por su parte, el  
86,3% (235/272) de los aspirados dieron positivo, y  
el 12,86% (35/272) dieron negativo para la detección 
del adn del parásito y un 0,74% (2/272) resultado no 
concluyente (figura 3). La sensibilidad de la toma de 
muestra por impronta y el aspirado presentó valores del 
90,07 y del 86,3%, respectivamente.

Figura 3. Comparación de resultados de la reacción en cadena 
de la polimerasa según el tipo de toma de muestra. La impronta 
versus aspirado la amplificación del kdna a partir de muestras de 
impronta presentó mejores resultados al determinar el 90,07% 
de las muestras como positivas.

Fuente: Elaboración propia.

Discusión  

La expansión de las operaciones militares en Colombia 
a zonas entre las que predominan las selvas tropicales 
donde se encuentran focos de transmisión aumenta los 
factores de riesgo de adquirir lc, lo que incrementa la 
incidencia de la enfermedad en esta población.

Así es que entre 2005 y 2010 ocurrieron más de 45 000 
casos de lc en los soldados, como refiere la Organiza-
ción Mundial de la Salud (oms) (19). Y entre 2011 y 2015 
se evidencia un incremento muy discreto pero constante 
según los datos obtenidos de bases de datos del Ejército.

Los datos del Instituto Nacional de Salud en Colombia 
indican que durante la década de 1990 se notificaban en 
promedio 6500 casos nuevos de leishmaniosis cada año, 
cifra que aumentó a un poco menos de 20 000 casos 
notificados en 2005. Durante los años siguientes el pro-
medio de casos fue de 14 400, de los cuales el 98% co-
rrespondieron a la forma cutánea. En la última década, la 
mayor parte de los casos notificados al Sistema de Salud 
Pública (Sivigila) corresponden al régimen de excepción 
con un aporte oscilado entre el 50 y el 55% de los casos 
totales de país (24).

Por consiguiente, se hace necesario establecer métodos 
para toma de muestra o diagnósticos rápidos, simples, 
oportunos, eficientes y económicos, con una sensibilidad 
igual o mayor de los ya conocidos.

A 							       B

Figura 2. Imágenes de geles de agarosa al 3% que evidencia amplificación del blanco molecular cr-impronta (A) y aspirado (B). Los 
rectángulos corresponden a muestras de impronta y aspirado de un mismo paciente, en los que se evidencia que, mientras el aspirado 
arrojó un resultado negativo, la impronta permitió detectar adn del parásito. 

Fuente: Imágenes lri-disan. 
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El lri-disan pudo comprobar mediante los resultados de 
sensibilidad de la pcr con dos tomas de muestra dife-
rente, impronta y aspirado, las ventajas del método de 
impronta descritas por Boggild et al. (6, 15) que prome-
te ser un método de fácil uso para toma de muestra en 
zonas apartadas, selváticas o endémicas, que finalmente 
se traduce en un diagnóstico rápido para un tratamiento 
eficaz y oportuno. De esta manera, se confirma lo referi-
do por otros estudios de recoger y conservar en papel de 
filtro las muestras de lc para diagnóstico, afirmando que 
este método es conveniente para ser usado en condicio-
nes de campo en países en desarrollo (20).

En 2014, Fadime y colaboradores realizaron estudios 
comparativos de la sensibilidad de los diferentes métodos 
de muestreo para diagnosticar lc mediante pcr convencio-
nal, que mostraron resultados para el frotis, el aspirado y 
la impronta del 60,6, el 49 y el 54,8%, respectivamente 
(21). En otros estudios, se han reportado sensibilidades 
para el cultivo del 62,8% y frotis del 74,4% (22), y con 
impronta para las úlceras infectadas secundariamente, la 
sensibilidad y especificidad fue del 100% (6).

Comparando estos valores con los obtenidos en el pre-
sente estudio, el 90,07% fueron positivos para impronta 
y el 86,3 % para aspirado, lo que muestra una mayor 
sensibilidad de la impronta con respecto al aspirado, que, 
aunque no es una diferencia muy marcada, el resultado sí 
concuerda con lo descrito en la literatura científica (21). 
Por lo que vale la pena optimizar el método probando 
una técnica de extracción más eficiente y un método de 
almacenamiento de los microcírculos de impronta que 
permitan aumentar la sensibilidad del método. No fue 
posible establecer la especificidad en este estudio porque 
se partió de la certeza de que el 100% de los pacientes 
participantes tenían un frotis positivo.

Las muestras negativas no fueron procesadas por ningún 
otro método, debido a que este estudio no influyó en el 
manejo o tratamiento de los pacientes, quienes debían 
cumplir con el criterio de inclusión de tener resultado po-
sitivo por frotis directo, y su resultado solo fue utilizado 
para los cálculos de sensibilidad respectivos.

Otra ventaja prometedora es en los casos en que las le-
siones de lc pueden ser confundidas con otra clase de 
lesión dermatológica, en que se hace necesario realizar 
diagnósticos diferenciales, casos en que la impronta pue-
de ser una toma de muestra, no invasiva, que se utilice 
con varios métodos diagnósticos y así se facilite la resolu-
ción favorable de la enfermedad.

El método de toma de muestra por impronta resultó ser 
efectivo para el diagnóstico de lc y es beneficioso para el 
Ejército Nacional, porque permite la toma de muestra en 
cualquier sitio de la geografía colombiana donde se en-
cuentre el afectado y su conservación no exige mayores 
cuidados para su posterior procesamiento. Lo anterior in-
fluye directamente en los gastos de traslado e incapacidad 
del personal, oportunidad en el diagnóstico y pérdida del 
pie de fuerza, relacionados con el manejo actual de los 
pacientes, aclarando que esto no influye con la calidad y 
con el excelente Programa de Leishmaniasis con que se 
cuenta en el Ejército. Por tanto, la toma de muestra por 
impronta es una oportunidad de mejora en el diagnóstico, 
debido a que puede ser tomada por cualquier personal de  
salud sin un vasto conocimiento científico, posibilita el  
diagnóstico de leishmaniasis de forma oportuna para el su-
ministro del tratamiento inmediato y de esta forma evitar 
posteriores complicaciones de la enfermedad. Por ende, 
amerita el ensayo del protocolo en tiempo real desde las 
diferentes zonas de operaciones del país.
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