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RESUMEN

La leishmaniosis visceral es una enfermedad causada por protozoos del género
Leishmania, afecta fundamentalmente al hombre y a los caninos, englobando un amplio
espectro de procesos patoldgicos que parten desde cuadros cutaneos autocurables a
viscerales con desenlace fatal. La leishmaniosis se conoce en Paraguay desde los afios
1913; y se observa un aumento de los casos en paralelo al proceso de deforestacion y
expansion agricola. La infeccién en los caninos es causada por parasitos del género
Leishmania complejo L. donovani, especies L. infantum en el viejo mundo y L. chagasi en
el nuevo mundo. Entre las técnicas de diagndstico seroldgico se destacan la aglutinacién
directa (DAT), la inmunofluorescencia indirecta (IFI), el ELISA, la inmunocromatografia y
el inmunoblotting. La sensibilidad y especificidad de cada una de ellas dependen en gran
medida del antigeno utilizado. Sin embargo, pocos analisis comparativos se han hecho
con tests que utilizan diferentes antigenos para identificar el mejor antigeno. El trabajo
realizado fue un estudio analitico que tuvo como objetivo comparar a las dos cepas de
leishmania: L. chagasi y L. donovani utilizadas en el ELISA indirecto para el diagnostico
seroldgico de leishmaniosis visceral canina que se realiza en el IICS. Del total de
muestras analizadas, 173/185 (94%) resultaron concordantes. Utilizando la prueba de
ELISA con antigeno L. chagasi como referencia, el antigeno de L. donovani dio una
positividad y negatividad del 92% y 100% respectivamente. Se obtuvo una excelente
concordancia (Kappa 0.82) y una fuerte asociacion de 125.29 (p<1x107’) por chi. Estos
resultados sugieren que el antigeno L. donovani podria ser utilizado en el ELISA indirecto
para la deteccién de anticuerpos anti-leishmania en caninos.

Palabras Claves: leishmaniosis, L. chagasi, L. donovani, ELISA, concordancia,
diagndstico.

ABSTRACT

Visceral leishmaniosis is a disease caused by protozoa of the genus Leishmania. It
mainly affects humans and canines, encompassing a wide spectrum of pathological
processes from self-healing cutaneous cases to visceral cases with fatal outcome.
Leishmaniosis is known in Paraguay since 1913, and there is an increase of cases in
parallel to the process of deforestation and agricultural expansion. The infection in dogs is
caused by parasites of the genus Leishmania: L. donovani complex, L. infantum species in
the Old World and L. chagasi in the New World. Among serological diagnostic techniques,
there are direct agglutination (DAT), indirect immunofluorescence (IIF), ELISA,
immunochromatography and immunoblotting. The sensitivity and specificity of each test
depend largely on the antigen used. However, few comparative analyses have been made
in tests using different antigens to identify the best antigen. This work was an analytical
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study aimed to compare two strains of Leishmania: L. chagasi and L. donovani used in
the indirect ELISA for the serological diagnosis of canine visceral leishmaniosis performed
in the IICS. Of the samples tested, 173/185 (94%) were concordant. Using the ELISA
with L. chagasi antigen as reference, the antigen of L. donovani gave a positivity and
negativity of 92% and 100% respectively. An excellent agreement (Kappa 0.82) and a
strong association of 125.29 (p <1x10-7) by chi® were obtained. These results suggest
that the antigen of L. donovani could be used in the indirect ELISA for the detection of
anti-leishmania antibodies in dogs.
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INTRODUCCION

La leishmaniosis visceral (LV) es una enfermedad zoonodtica causada por un protozoo de

la familia Trypanosomatidae. Es transmitida por la picadura de vectores flebotomineos del
género Lutzomyia sp. (1-2). Es causada en el Viejo Mundo (Asia, Africa) por la L.
donovani, en la cuenca del Mediterrdneo y otras regiones del mundo por L. infantum y en
el Nuevo Mundo por L. chagasi (3).
La leishmaniosis se caracteriza por presentar un amplio espectro de manifestaciones
clinicas que abarcan desde heridas cutaneas autocurables hasta compromiso visceral
grave dependiendo de la especie de leishmania y de la respuesta inmune del hospedador
(4-5).

Los canidos (Canis familiaris) son los principales reservorios domésticos de la LV y son
considerados responsables de la presentacion endémica/epidémica natural de la
enfermedad, sugiriéndose que el hombre seria una fuente de infeccidon secundaria para
los vectores y la transmision dependeria basicamente de la presencia de caninos
infectados (6).

Un estudio de dos focos de leishmaniosis visceral canina urbana en Lambaré y Villa
Elisa, entre noviembre de 1997 y febrero de 1998, demostré una prevalencia del 28%,
con esto se corrobora la presencia de focos de leishmaniosis visceral canina en zonas
urbanas de las ciudades que comprenden el "Gran Asuncion"(7).

En los Ultimos afios la frecuencia de la leishmaniosis visceral canina (LVC) a aumentado,
reportandose en Paraguay que el 32.5 % de los perros es portador de la leishmania (8).
Tradicionalmente los métodos de control de la leishmaniosis visceral zoondtica (LVZ) han
incluido: el tratamiento de las personas afectadas, la disminucién de la densidad del
vector, la identificacion y eliminaciéon de caninos (Canis familiaris) infectados (1). La
deteccidén del foco de la LVC urbana constituye todo un desafio para evitar no solo la
diseminacion y el aumento de la incidencia de la enfermedad en la poblacién canina, sino
para evitar la posible aparicidén de los casos humanos (9).

Entre los métodos de diagnodstico existe una amplia gama entre las que se destacan la
aglutinacién directa (DAT), la inmunfluorescencia indirecta (IFI), el ELISA, el
inmunoblotting, la inmunocromatografia (10). La sensibilidad y especificidad de cada una
de ellas no dependen Unicamente de las caracteristicas inherentes de la propia técnica
sino, en gran medida, del antigeno utilizado. Sin embargo, pocos analisis comparativos se
han hecho con pruebas que utilizan diferentes preparados de antigenos para identificar el
mejor antigeno (11).

En un trabajo realizado en el Brasil, comparando la sensibilidad y especificidad de
antigenos crudos de L. chagasi, L. amazonensis y antigenos recombinantes rk39 y rk26
usando sueros y eluatos de sangre de perros, tuvo como resultado sensibilidades
similares (97-100%). La especificidad fue mayor al 96% tanto para antigenos crudos
como recombinantes (12).

En el Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud (IICS) se estandarizd el
método de ELISA para la leishmaniosis canina con el antigeno L. chagasi dando valores de
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sensibilidad y especificidad del 96% respectivamente (13). Dicho método se utiliza de
rutina en el IICS para el diagndstico seroldgico de LVC.

Se realizd este estudio analitico de corte transversal con el objeto de comparar dos
cepas de Leishmania: L. chagasi y L. donovani cultivadas en el IICS, como antigenos en
el ELISA indirecto, en caso de no poder contar con el antigeno de L. chagasi utilizado
hasta el momento.

MATERIALES Y METODOS

En este estudio analitico de pruebas diagnésticas para concordancia, de corte
transversal se evaluaron 146 sueros positivos y 39 sueros negativos de perros para
leishmaniosis visceral testados por el ELISA IICS sensibilizados con L. chagasi. Los sueros
fueron previamente codificados y conservados a -20°C en la seroteca del Departamento
de Medicina Tropical -IICS.

La cepa utilizada fue la L. donovani MHOM/ET/1967/L82-LV9 cultivada en el
Departamento de Medicina Tropical. Los promastigotes de leishmania se cultivaron en
medio Schneider drosophila (S-9895 Sigma-Aldrich) suplementado con 10% de suero
fetal de bovino ((F-4135 Sigma-Aldrich) e incubados a 25°C (14).

El control utilizado consistié en un pool de sueros positivos y un pool de sueros
negativos de perros, previamente testados por ELISA y confirmados por IFI e
Inmunoblotting.

La prueba de ELISA utilizada fue desarrollada en el Departamento de Produccion-
Bioquimica por Kaspar y col (15), utilizando microplacas sensibilizadas con antigeno L.
donovani. Se consideraron como positivos los sueros con densidad éptica (DO) > 0.317.

Los resultados fueron registrados en una planilla electrénica (Microsoft Excel).

La asociacion de las variables se evalud por el estadigrafo chi? e indice Kappa a un nivel
de significancia p <0.05. Los valores de control positivo y negativo de los distintos
ensayos se graficaron en cartas de control (Levey-Jennings) y se analizaron por las reglas
de Shewart (16).

RESULTADOS

Del total de muestras analizadas, 173/185 (94%) tuvieron resultados concordantes y
12/185 (6%) discordantes usando el antigeno L. donovani. Utilizando la prueba de ELISA
con antigeno L. chagasi como referencia dieron una positividad y negatividad del 92% y
100% respectivamente.

El indice Kappa obtenido fue 0.82, considerandose una excelente concordancia segun la
escala de Landis y Koch (17). Se obtuvo un chi® corregido de 125.29 (p<1x107)
indicando una fuerte asociacion entre los resultados con ambos antigenos.

Tabla 1. Comparacion de sueros positivos y negativos con dos cepas
de Leishmania. L. chagasi

Positivo Negativo Total
L. donovani  Positivo 134 0 134
Negativo 12 39 51
Total 146 39 185

Utilizando como antigeno L. chagasi los controles positivos dieron un promedio de 1,761
de DO, con un coeficiente de variacién (CV) 12%, mientras que el promedio del DO en los
controles negativos fue de 0,190 con un CV de 20%.(tabla 2 y figuras 1 y 3). En cuanto al
antigeno L. donovani se obtuvo promedio de DO del control positivo fue de 1,691 y CV del
16%, mientras que el promedio del control negativo fue de 0,209 y un CV del 14% (tabla
3y figuras 2 y 4).
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Tabla 2. Resultado de controles con antigeno L. chagasi.

Variable DO X +Ds X -ps X +2Ds X -2ps CV (%)
Control + 1.761 2.029 1.492 2.297 1.225 12
Control - 0.190 0.242 0.139 0.293 0.088 20

DO: densidad dptica X: promedio. DS: desvio estandar. CV: coeficiente de variacion.
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Tabla 3. Resultado de controles con antigeno L. donovani

Variable DO X +DS X -ps X +2Ds X -2ps CV (%)
Control + 1.691 1.968 1.414 2.245 1.137 16
Control - 0.209 0.238 0.179 0.268 0.150 14
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DISCUSION

En el presente estudio se ha demostrado que existe una excelente concordancia siendo
esta estadisticamente significativa entre los antigenos L. chagasi y L. donovani, en la
prueba de ELISA-IICS, indicada por el indice de kappa segun la escala de Landis y Koch
(17). En un trabajo realizado por Minaya y col. (18), el antigeno L. donovani evidencid
una sensibilidad del 97% comparado con otros antigenos que dieron una sensibilidad
promedio del 95,9%, esto coincide con un trabajo realizado en el Brasil, comparando la
sensibilidad y especificidad de antigenos crudos de L. chagasi, L.amazonensis y antigenos
recombinantes rk39 y rk26 usando sueros y eluatos de sangre de perros, dieron como
resultado sensibilidades similares (97-100%). La especificidad fue mayor al 96% tanto
para antigenos crudos como recombinantes (12). Dos institutos en el mundo ofrecen
comercialmente antigenos para el test de aglutinacion directa, uno en Bélgica y el otro en
Holanda. Ambas pruebas comerciales estan fabricadas con un antigeno preparado a partir
de promastigotes de L. donovani MHOM/SD/68/1S. Este ha sido evaluado en numerosas
regiones endémicas de LV alrededor del mundo vy ha presentado sensibilidad (96.5 a
100%) y especificidad variables en cada una de ellas(19).En un metanalisis realizado en
el afo 2006 para evaluar el desempefio del FD-DAT desde su introduccion al diagndstico
de LV desde 1986 hasta 2004; se concluyd que a pesar de presentar en la mayoria de los
casos sensibilidad mayor del 90% vy especificidad cominmente cercana al 100%, es
necesaria la determinacién de estos parametros en las zonas endémicas en las que se
inicia su empleo debido a la heterogenicidad de ambos valores con respecto a la
localizacion geografica de los estudios (20), en nuestro pais se verificd una alta
concordancia con L. chagasi como ya lo hemos dicho.

En cuanto a la evaluacion de la precision del ELISA con ambos antigenos se observd
que los valores de DO de los sueros se encontraron dentro del rango aceptado de dos
desviaciones estandar (2DS) con un intervalo de confianza del 95% criterio recomendado
por el Manual de la OIE (16).

En conclusién, estos resultados sugieren que el antigeno L. donovani podria ser
utilizado en el ELISA indirecto para la deteccién de anticuerpos anti-leishmania en perros,
de manera a reemplazar al de L. chagasi al no contarse con ella.
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