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RESUMEN

El objetivo del presente estudio consisti6 en comparar la con-
cordancia entre los resultados obtenidos por las técnicas IFI,
ELISA y Western Blot en 72 sueros caninos procedentes de sie-
te municipios de la zona endémica de leishmaniasis visceral
zoonética (LVZ) del departamento del Tolima (Colombia). Se
utilizé como antigeno la cepa colombiana de Leishmania infan-
tum MHOM/CO/CL044B para IFl, ELISA y WB, y el antigeno
rK39 para una prueba de ELISA disponible comercialmente. Se
encontré que la concordancia entre las diferentes técnicas com-
paradas fue menor del 16% (k<16%), lo que sugiere que las
pruebas no son consistentes y por lo tanto, no son aceptables
como método de diagnostico en el presente estudio. La baja
asociacion de las pruebas serologicas utilizadas en el diagnosti-
co de L. infantum sugiere que es necesario desarrollar estudios
que permitan establecer un algoritmo de pruebas diagnésticas
en el pais para confirmar el estado real de la infeccion en los
animales y de esta forma orientar eficientemente los recursos
de salud publica destinados para el control de la enfermedad.

Palabras clave: ELISA, IFl, leishmaniasis visceral zoonética,
western blot.

ABSTRACT

The goal of present study was to compare the agreement be-
tween the results obtained by ELISA, IFl and WB tests in 72 ca-
nine serums from the South of the Tolima Department (a vis-
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ceral leishmaniasis endemic area). The Colombian Leishmania
infantum MHOM/CO/CL044B strain was used as antigen for
ELISA, IFl and WB test, and the rK39 antigen for the commer-
cial ELISA test. The agreement among the compared tech-
niques was smaller than 16% (k<16%), suggesting that the tests
are not consistent and therefore not acceptable as a diagnostic
tool in this study. The low association between the serological
tests used in diagnosing Leishmania infanfum suggested the
need for further studies aimed at establishing an algorithm for
diagnostic tests in Colombia for confirming the real state of the
animals” infection and thereby efficiently orientating public
health resources allocated for controlling visceral leishmaniasis.

Key words: ELISA, IFIl, western blot, zoonotic visceral leish-
maniasis.

INTRODUCCION

Tradicionalmente los métodos de control de la leishma-
niasis visceral zoonética (LVZ) han incluido: el tratamiento de
las personas afectadas, la disminucién de la densidad del vec-
tor, y la identificaciéon y eliminacién de caninos (Canis familia-
ris) infectados [3]. En lo referente a esta ultima estrategia, se
ha sefialado que el control de los caninos no ha logrado dismi-
nuir drasticamente la enfermedad en el hombre en algunas re-
giones, debido a la baja sensibilidad y especificidad de algu-
nas pruebas diagnésticas utilizadas para la identificacion de
animales infectados [4, 16]. Para el diagnoéstico de la LVC es
fundamental el empleo de pruebas diagnésticas eficientes, que
no subestimen la incidencia, ni la prevalencia de la enferme-
dad, y que permitan ademas obtener resultados confiables,
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que minimicen las reacciones falsas positivas y la reacciéon
cruzada con otros agentes patégenos [3, 6, 14, 19].

El objetivo del presente estudio consistié en la compara-
cion de pruebas serologicas para el inmunodiagnéstico de la
LVC en estudios de campo en Colombia, que permitan sugerir
una herramienta diagnéstica especifica, para ser aplicada en
la identificacién de animales positivos como medida de control
en zonas endémicas de la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Sueros. El estudio se desarroll6 usando setenta y dos
sueros caninos que fueron recolectados en los municipios del
departamento del Tolima: Coyaima, Natagaima, Purificacion,
Coello, Ataco y Ortega, zona localizada dentro del foco de
transmision de LVZ en Colombia. La toma de muestras de
sangre se efectud por venopuncion cefalica.

Inmunofluorescencia-indirecta. La técnica fue desa-
rrollada siguiendo la metodologia descrita por Corredor y col.
[8]. Como antigeno se emplearon promastigotes en fase meta-
ciclica de L. infantum cepa MHOM/COL/CL-044B cultivados en
medio bifasico NNN y replicados para la obtencién de cultivos
en masa en medio Schneider’s (Sigma) suplementado con
15% de suero fetal bovino. Se consideraron como titulos sero-
positivos aquellos = 1:32 [8].

Western Blot. La prueba de Western blot se adaptd a
partir de la metodologia descrita por Laemmli U. [15] y Towbin y
col. [21]. Para la preparacion del antigeno se emplearon pro-
mastigotes de L. infantum cepa MHOM/COL/CL-044B en fase
estacionaria, mantenidos en medio liquido Schneider’s (Sigma,
Saint Louis, Missouri, EUA) a una concentracion de 108 parasi-
tos por mL. Los parasitos fueron lisados por ciclos de congela-
cion en nitrégeno liquido y descongelacion en agitacion cons-
tante. Para la electroforesis del antigeno se usé el sistema
SDS-PAGE (Sodium-Dodecyl-Sulfate Polyacrylamide Gel Elec-
trophoresis), el cual se llevé a cabo en condiciones reductoras-
denaturantes en geles de poliacrilamida a una concentracion
del 12%. Las proteinas separadas fueron transferidas a mem-
branas de nitrocelulosa (tamafio del poro 0,22 ym, HAWP 304
FO, Millipore, Bedford, MA). Las membranas fueron bloqueadas
con Tris 0.5M, NaCl 2M, Metanol, HCI 12N y 5% de leche des-
cremada durante una hora a temperatura ambiente. Los sueros
fueron diluidos 1:200 en una solucion de Tris-HCI 0,5 M pH 6,8,
SDS 10% y 0,1% de azul de bromofenol y se agreg6 el conju-
gado anti IgG canina (Sigma Lote 073K4846) diluido 1:20.000
en solucién bloqueadora de sitios inespecificos de union (Tris
0,5M, NaCl 2M, Tween 20 y leche descremada al 5%), incuban-
do en agitacion constante durante una hora a temperatura am-
biente. Se lavd cinco veces con PBS-T durante 5 minutos y a
continuacion se lavé con solucion activadora de la fosfatasa pH
9,8 (Tris 0,5M pH 10, MgCl, 0,1M) y H, O,. El color de la reac-
cion fue revelado con 4 cloro-1-naftol (Sigma) incubando a tem-
peratura ambiente durante 15 minutos. La reaccion se detuvo

con agua destilada. Se consideré6 WB como positivo cuando
en ensayos por triplicado, el suero de los caninos evaluados,
reaccionaba a la altura de pesos moleculares entre 14 KD y
116 kD, segun lo descrito por Vargas [22].

Ensayo Inmunoenzimatico-ELISA. La prueba de ELI-
SA se llevd a cabo siguiendo la metodologia descrita por
Pappas y col. [18] y las recomendaciones descritas por Vega y
col. [23]. Para la obtencion del antigeno se emplearon promas-
tigotes de L. infantum cepa MHOM/COL/CL-044B en fase es-
tacionaria, mantenidos en medio liquido Schneider’s (Sigma) a
una concentracion de 10° parasitos por mL. Se consideraron
como sueros positivos aquellos que mostraron valores de ab-
sorbancias iguales o mayores de 0,421.

ELISA con antigeno recombinante. Se utilizd el kit Ka-
lazarDetect™L-MRA ELISA system for canine, kit elaborado por
InBios internacional (Seattle, EUA). El procedimiento se realizé
de acuerdo a las indicaciones del fabricante, con diluciones de
los sueros de 1:50. Se consideraron como positivos los sueros
con densidades Opticas iguales o mayores que 0,323.

Analisis Estadistico. Se construy6 una base de datos
en la hoja de calculo EXCEL 6,0 para la validacion estadistica
de los resultados. La concordancia de las pruebas se efectud
con el test de Kappa usando el programa WIN EPISCOPE
Version 2,0.

RESULTADOS Y DISCUSION

La frecuencia de seropositividad anti-Leishmania esta-
blecida por cada una de las pruebas diagnosticas IFI, ELISA,
kit KalazarDetect™L-MRA y WB, fue de 41,6% (30/72), 47,2%
(34/72), 40,27% (29/72), 22,2% (16/72), respectivamente, TA-
BLA |I. Estos hallazgos contrastan con lo informado por Fer-
nandez y col. [11], quienes hallaron en muestreos realizados
en diferentes regiones de Colombia, seropositividad entre el
3,8%, en el departamento de Sucre y 17,2% en regiones sub-
urbanas del departamento del Huila.

Al comparar los resultados positivos detectados por las
cuatro pruebas diagnésticas evaluadas en el estudio, se ob-
servo que presentan una baja concordancia, identificando un
numero diferente de animales seropositivos (TABLA ). Asi
mismo, se establecié una débil correlaciéon entre ellas, al pre-
sentar indices de Kappa muy bajos (k<16%).

La discordancia de los resultados obtenidos por las téc-
nicas diagnosticas ELISA, WB e IFI que emplearon como anti-
geno la cepa colombiana, se podria explicar al hecho de haber
utilizado antigenos obtenidos por métodos diferentes, teniendo
en cuenta que en las dos primeras pruebas se emplearon anti-
genos solubles y en la tercera antigenos de superficie, por lo
tanto, las pruebas diagnoésticas pueden identificar un grupo
distinto de epitopes [13, 14]. Se sugiere ademas, que esta
baja concordancia se puede deber a la variabilidad y bajos va-
lores de sensibilidad y especificidad de las técnicas IFl y ELI-
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TABLA |
RESUMEN DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS CON LAS CUATRO DIFERENTES TECNICAS DIAGNOSTICAS/
SUMMARY OF THE OBTANIED RESULTS WITH THE FOUR DIFFERENT SEROLOGICAL ASSAYS

IFI ELISA WB KIT
+ - + - + - + -
IFI
+ 30 0
- 0 42
ELISA
+ 17 13 34 0
- 17 25 0 38
WB
+ 5 25 9 25 16 0
- 11 31 7 31 0 56
KIT
+ 13 17 16 18 7 9 29 0
- 16 26 13 25 22 34 0 43
TABLA Il

CONCORDANCIA CALCULADA CON EL iNDICE DE KAPPA (K) ENTRE LAS DIFERENTES PRUEBAS/
CALCULATE AGREEMENT WITH KAPPA INDEX (K) BETWEEN THE DIFFERENT TESTS.

Prueba Diagnéstica Prueba Diagnostica indice Valor (Ic)*
1 2 K P

IFI ELISA 0,158 0,018 (-0,0157- 0,257)

WB -0,102 0,084 (-0,398 - 0,194)

KIT 0,0526 0,163 (-0,179 - 0,284)

ELISA WB 0,082 0,103 (-0,212 - 0,378)

KIT 0,1294 0,066 (-0,104 - 0,363)

WB KIT 0,034 0,187 (-0,244 - 0,3138)

*a=0,05

SA (<60%) [22], en donde el primer parametro puede permitir
una sobreestimacion de la infeccion y su baja especificidad
puede favorecer la presencia de resultados falsos positivos,
debido a la reaccioén cruzada con otros patégenos [5, 7, 9, 14],
aspecto que no fue evaluado en el presente estudio. Estas ca-
racteristicas pueden llevar al sacrificio de un numero descono-
cido de animales no infectados y la presencia de animales in-
fectados no detectados, que se convierten en fuentes de infec-
cién para la poblacion canina y humana [20].

De otra parte, al comparar las técnicas ELISA usando an-
tigeno completo colombiano y el kit comercial con antigeno re-
combinante, se observa una concordancia baja (k=0,12) (TA-
BLA II), que puede deberse a que los valores de sensibilidad y
especificidad de ELISA estan ampliamente influenciadas por el
antigeno usado para su desarrollo [2, 10, 17]. Es importante
ademas tener en cuenta que, los antigenos crudos son deriva-
dos de promastigotes cultivados in vitro y consisten en una am-
plia variedad de antigenos somaticos y componentes de super-
ficie [2,10], que en el presente caso no han sido suficientemente
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caracterizados y purificados, factor que podria explicar la baja
asociacion entre las pruebas diagnosticas evaluadas.

En la prueba de WB se identificaron fracciones antigéni-
cas de 14 y 29 kDa, las cuales ya habian sido descritas en Co-
lombia por Vargas [22]. Las bandas de bajo peso molecular
como la de 14 kDa, observada frecuentemente en los caninos
incluidos en el estudio, han sido definidas como potencialmen-
te diagnosticas en fases tempranas de la LVZ, cuando los ani-
males son negativos o presentan bajos niveles de anticuerpos
por medio de otras técnicas. Esta proteina de 14 kDa ha sido
identificada como una proteina nuclear denominada p 14 [1,
16]. Como persiste por muchos afios, es posible usarla para
evaluar la resolucion de la enfermedad [12].

Se ha reportado que el uso de un sélo antigeno, tanto en
los estudios de tamizaje y confirmacion de la infeccion, puede
incrementar la proporcién de resultados falsos positivos, parti-
cularmente en los casos de baja prevalencia, siendo importan-
te considerar la necesidad de estandarizar antigenos recombi-



nantes especificos para fortalecer los programas de control y
establecer un algoritmo de pruebas diagnosticas en el pais
para confirmar el estado real de la infeccion en animales natu-
ral y experimentalmente infectados, como lo han reportado
otros investigadores en Colombia [22, 23].

CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta que desde la 6ptica de la salud pubili-
ca es fundamental la vigilancia epidemiolégica activa de la leish-
maniasis canina, como un indicador de riesgo potencial para la
poblacién humana y como soporte de las medidas de control de
los reservorios, se hace necesario contar con pruebas serologi-
cas precisas. La baja asociacién de las pruebas serologicas IFI,
ELISA y WB usando el antigeno colombiano de L. infantum cepa
MHOM/COL/CL-044B, sugiere que es prioritario desarrollar estu-
dios posteriores, que evallen diferentes epitopes y establecer un
algoritmo de pruebas diagnésticas para confirmar el estado real
de la infeccién en animales naturalmente infectados, aspecto fun-
damental para orientar las politicas y recursos de salud publica
tendientes al control de la enfermedad.
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