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Resumen

Un estudio prospectivo para determinar la utilidad de un nuevo ELISA para el
diagnostico de la leishmaniasis cutanea, al compararlo con los métodos
convencionales de frote y cultivo, fue realizado en Petén, Guatemala. Cuatro
frotes y dos cultivos del borde de la lesidn y muestras de sangre con y sin
EDTA fueron tomadas de todos los pacientes. De los 98 participantes, 46
mujeres y 52 varones, la media de edad fue de 30 anos y la del nimero de
lesiones de 2. El diagnoéstico parasitologico fue confirmado en 53 (54%)
sujetos que tuvieron un resultado positivo en frote y/o cultivo. Solamente 28
(28.5%) fueron positivos para ambos métodos. Con el ELISA, utilizando suero
o plasma del paciente y un antigeno de L. mexicana, la prueba identificd a
94 (96%) y 87 (89%) de los casos, respectivamente. Al utilizar un antigeno de
L. braziliensis, con suero o plasma, se obtuvo un resultado positivo en 93
(95%) y 84 (86%) de los casos respectivamente. El tiempo de evolucion o el
tamafo de la lesién al momento en que el paciente se presento a la clinica,
no estuvo correlacionada con un resultado positivo en ninguno de los métodos
evaluados. Los resultados indican que este nuevo ELISA es una alternativa
diagnodstica adecuada, que no esta limitada por una baja parasitemia debida
a la cronicidad de las lesiones 0 a los inconvenientes de contaminacion o
mantenimiento de cultivos

Introduccién

La leishmaniasis es una zoonosis, que ocurre cuando una mosca flebotomina
se alimenta de un hospedero y durante este proceso lo infecta con parasitos
de Leishmanina spp. Clinicamente, la leishmaniasis puede presentarse en la
forma visceral, mucocutanea y cutanea. La leishmaniasis cutanea (LC), es la
forma mas comun y mas frecuente de la enfermedad en todo el mundo vy
también en Guatemala. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que
cada afio ocurren mas de 1.5 millones de nuevos casos (1). En el continente
americano, la LC estéa presente desde Argentina hasta el norte de Tejas, EUA.
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Los niveles de infeccion en los diferentes paises pueden
variar desde casos esporadicos, donde el impacto en la
salud publica es minimo, hasta regiones hiperendémicas,
donde la mayoria de los individuos contraen la enfermedad
antes de cumplir los 12 anos de edad. La LC es una
enfermedad muy temida, sobre todo en Latinoamérica,
debido a la posibilidad de su diseminacion a las mucosas.
Esta condicion es cronica, destruye el tejido que invade y es
extremadamente dificil de tratar.

Utilidad de un nuevo ELISA

Crafica 1
Lesion tipica de
leishmaniasis cutanea

El agente causante de la LC fue reportado por primera vez en
Brasil en 1909, mientras que en Guatemala no fue sino
hasta cincuenta aflos mas tarde que se hizo una breve
descripcion de la epidemiologia de la leishmaniasis (2).
Desde entonces se han reportado un gran nimero de casos
y se han realizado varios estudios sobre la epidemiologia y
ecologia de la enfermedad en las areas endémicas del pais.
Leishmania (Viania) braziliensis y L. mexicana son los
parasitos causantes de la enfermedad en la region de El
Petén, Guatemala (3). Estos dos parasitos causan lesiones
cutaneas, como puede observarse en las Graficas 1y 2,
gue pueden curar espontaneamente o que requieren y
responden al tratamiento con antimoniales (4).

Los estudios realizados hasta el momento en Guatemala adn
no terminan de identificar todos los elementos involucrados

en el ciclo de transmision de la enfermedad. Existen datos Grafica 2
L . “Oreja del Chiclero” nombre comun con
que indican que los perros pueden desempenar un papel el cual se conoce este tipo de lesiones
importante en la transmision (5), sin embargo, no se sabe que afectan pabellon auricular, el cual
] ) ) | i puede en casos extremos perderse
con seguridad qué especies de flebotomos transmiten la totalmente.

enfermedad, o cual es el reservorio para las dos especies
de parasitos que circulan en Guatemala. Tradicionalmente
el diagnostico de la LC se realiza demostrando la presencia
de parasitos de Leishmania en frotes o cultivos de tejido
tomado del borde de la lesion. Para la identificacion de la
especie del parasito se deben cultivar grandes cantidades
de parasitos utilizando procedimientos engorrosos, caros y
que requieren de mucho tiempo. Por otro, lado se han hecho
esfuerzos en el campo de la genética buscando “primers”
para la deteccion de Leishmania; sin embargo éste es un
proceso relativamente caro para ser implementado por los
servicios de salud publica de los paises en desarrollo. Por
esta razon, a nivel mundial, existe la necesidad urgente de
poder contar con pruebas diagndsticas practicas, altamente
sensibles y especificas.
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Utilidad de un nuevo ELISA

Utilizando pruebas seroldgicas, se puede escoger la respuesta especifica a un
anticuerpo de un paciente y utilizarla como indicador de infeccion o de
exposicion al parasito. Esto es especialmente cierto para el caso de la
leishmaniasis visceral (LV) o Kala Azar, donde se han reportado pruebas
altamente sensibles (6, 7) como el “dipstick rkK39”, el cual ha venido a resolver
el problema de diagndstico para la LV, sin embargo, esta prueba no ha
demostrado ser un sistema eficiente para el diagnoéstico de LC. Los intentos
realizados para el desarrollo de pruebas seroldgicas para el diagnostico de
la LC no han dado muy buenos resultados hasta el momento(8, 9). En todos
los casos se ha utilizado antigenos de cultivo de promastigotes (10-12) o de
proteinas recombinantes (13); sin embargo, cuando se prepara un antigeno
crudo a partir de lisados de células, éste carece de algunos productos
metabdlicos importantes que los parasitos vierten, secretan y excretan, los
cuales juegan un papel importante en el diagndstico (14, 15). Un componente
de estos antigenos, un factor excretado, se identificdé como una sustancia
similar a un carbohidrato cargado negativamente, el cual ha demostrado tener
una gran afinidad por anticuerpos del suero de conejos infectados con
promastigotes de Leishmania spp. (16, 17).

Hasta el momento ningun otro antigeno ha demostrado tener posibilidades
para ser utilizado en el desarrollo de pruebas immunodiagnosticas para la
LC. Recientemente, el desarrollo de una nueva formulacion para medios de
cultivo sin proteina y sin suero (XOM), condujo a obtener un antigeno soluble
de Leishmania donovani el cual sirvié de base para el desarrollo de una
prueba muy sensible y especifica, para el diagndstico de pacientes con LV
(18). Utilizando este ELISA con algunas modificaciones que lo hacen mas
sensible para detectar IgGs especificas en los sueros de pacientes con LC,
Ryan logré identificar correctamente 92.3% de un grupo de 143 pacientes
con LC en el Brasil (19).

A fin de determinar la utilidad de esta nueva prueba para el diagndstico de LC,
se realizd un estudio prospectivo en Guatemala comparando este nuevo
ELISA con los procedimientos convencionales de frotes y cultivos, que son
los métodos de diagndstico rutinariamente utilizados por el Programa de
Leishmaniasis del Centro de Estudios en Salud del Instituto de Investigaciones
de la Universidad del Valle de Guatemala.

Revista 14 de la Universidad del Valle de Guatemala



Materiales y Métodos

e Poblacién de estudio

El estudio se realizd en el Centro de Salud de Poptun, Petén, Guatemala. A
todos los adultos que se presentaron a la clinica de leishmaniasis, con lesiones
sospechosas de ser LC se les pregunto si deseaban participar en el estudio.
Aquellos que voluntariamente aceptaron participar se les pidid que leyeran y
firmaran el formulario de consentimiento voluntario de participacion. A cada
paciente se le asignd un nimero de identificacion Unico, con el fin de proteger
su identidad. Este numero se utilizd para identificar las muestras que se le
tomaron y la historia clinica de cada uno. Un médico experimentado en el
diagnostico y tratamiento de la LC tomé las muestras de los pacientes.

* Toma de muestra

A cada paciente se le tomd una muestra de sangre venosa en dos tubos
vacutainer de 5ml, con y sin anticoagulante (EDTA). Las muestras fueron
centrifugadas y el suero y plasma separados, trasvasados a tubos conicos
de 3ml, y almacenados a -20°C para su andlisis en el laboratorio. Las muestras
convencionales incluyeron la toma de cuatro frotes para el diagndstico directo
y dos aspirados para cultivo del parasito. Todas las muestras fueron tomadas
del borde de la lesion siguiendo métodos ya descritos (20).

* Antigeno y preparacién de la placa de ELISA

Se inocularon promastigotes en 200ml de un medio sin proteina, obteniendo
una densidad final de 1x108 células/ml. Los parésitos se incubaron a 26°C
por 72 h en botellas de 2L. Al finalizar el periodo de incubacion, se centrifugd
el medio a 9,000 xg por 30 min y se estimd la concentracion relativa de la
proteina del antigeno soluble (exo-antigeno) midiendo la densidad optica a
280nm (21). Se utilizaron placas de microtitulo de poliestireno de 96-pozos
(Immulon IV, laboratorios de Dynatech, Chantilly, VA), las cuales se sensibilizaron
cubriéndolas con 0.1 ml de la solucion del exo-antigeno de L. braziliensis
(MERTU1350, cepa de Guatemala) y L. mexicana (UNAM-FD, México) (5ug
de proteina por pozo). Las placas se bloquearon con 0.5% de caseina (Sigma
Chemical Co, St Louis, MO) en PBS por una hora a temperatura ambiente.

* ELISA para la captura de anticuerpos de Leishmania

Para la deteccion de IgG especifica para Leishmania spp, se utilizd un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima estandar (ELISA). Conviene resaltar que
este ELISA esté disefiado para detectar Unicamente anticuerpos IgG en el
hospedero. La muestra de cada paciente se diluyd en un buffer de bloqueo
de caseina hervida al 0.5% y posteriormente se coloco en duplicado en las
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placa ya sensibilizadas. Después de un periodo de incubacion de dos horas,
la placa se lavo cuatro veces con PBS- Tween y se incubd nuevamente por
30 min con una solucion conteniendo anticuerpos policlonales del conjugado-
HRP anti humano IgG (Kikegaard& Perry Laboratorios, Gaithersburg, MD).
Posteriormente, la placa se lavd cuatro veces y se agrego el sustrato (TMB,
K&PL). Se monitored la densidad éptica de las muestras a 650nm hasta que
el control positivo alcanzara un valor de 0.85. En ese momento la reaccion
se par6 con acido fosforico 0.1N y se leyo la placa a 450nm. Las muestras
de los participantes del estudio se compararon contra un grupos de muestras
conocidas, controles negativos (n=12) y controles positivos (n=3), que fueron
corridas en cada placa. El punto de corte se obtuvo utilizando la media y
la desviacion estandar del grupo de controles negativos (8x desviacion estandar
+ media) (22).

Resultados

e Caracteristicas de los participantes y sus lesiones

Un total de 98 pacientes atendidos en la clinica de Leishmaniasis del Centro

de Salud en Poptun, aceptaron voluntariamente participar en el estudio. De
los 98 participantes 46 fueron mujeres y 52 varones. La edad media de los
participantes fue de 30 anos (18-66). El nUmero de lesiones varido de 1 a 7
por paciente, con una media de 2.4. Basandose en lo reportado por el
paciente, el tiempo de evolucion de las lesiones varid de 1 a 1643 dias, con
una media de 137 dias.

¢ Diagndstico convencional

Solamente los pacientes con frotes y/o cultivos en los cuales se pudo demostrar

la presencia de parasitos de Leishmania spp fueron considerados como
verdaderos positivos (VP), mientras que aquellos en los cuales no se demostrod
la presencia de parasitos, pero que por clinica y experiencia del médico
tratante se diagnosticaron como LG, se clasificaron como presuntos positivos
(PP).

De los 98 participantes, 53 (54%) dieron un resultado positivo en frote y/o

cultivo, mientras solamente 28 (28.5%) fueron positivos para ambos métodos.
Al separar por métodos, 40 (40.8%) fueron positivos en frotes y 41 (41.8%)
en cultivos. En total, en el estudio se incluyeron 53 (54%) verdaderos positivos
y 45 (46%) presuntos positivos.
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ELISA

En general, indistintamente del antigeno o del material utilizado en la prueba,
el ELISA identificé como positivo a 97 (98.9%) de los 98 casos. Utilizando
suero del paciente y antigeno de L. mexicana para sensibilizar las placas, la
prueba identificod, 94 (96%) de los casos; mientras que utilizando plasma con
el mismo antigeno, la prueba identificd como positivo a sélo 87 (89%) de los
casos. Cuando se utilizd el suero con antigeno preparado de L. braziliensis,
la prueba identifico correctamente 93 (95%) casos vy utilizando plasma vy el
mismo antigeno de L. braziliensis, solamente se logro identificar 84 (86%) de
los casos. Ambos antigenos demostraron poder identificar los VP y PP de
manera muy similar, y mostraron ser mejor que las laminas y/o cultivos para
diagnosticar LC. Todos los pacientes con un diagndstico parasitologico
confirmado a través de los métodos convencionales, tuvieron un resultado
positivo en una 0 mas de las pruebas de ELISA.

Las Tablas 1y 2 resumen los resultados de las densidades Opticas y los analisis
de estadistica descriptiva obtenidos utilizando antigenos de L. mexicana o
L. braziliensis con muestras de suero o plasma. Combinando el resultado de
los métodos convencionales con el resultado de las pruebas seroldgicas, 97
(98.9%) de los 98 participantes en el estudio, tuvieron un resultado positivo
en una o mas de los métodos diagndsticos. El tiempo de evolucion vy el
tamafo de la lesion al momento en que el paciente se presento a la clinica,
no estuvieron correlacionados con un resultado positivo en ninguno de los
métodos evaluados.

TABLA 1

Resultados de la prueba de ELISA utilizando un antigeno en L. mexicana en
muestras de suero y plasma de pacientes con leishmaniasis cutanea.

4 Antigeno de L. mexicana N
Suero Plasma

VP PP VP PP

en donde: NUmero de muestras 53 45 53 45
- lf;etgfiv‘ifggepﬁca DO Minima 0.336 | 0.259 | 0.181 | 0.145
Confianza DO Mediana 1120 | 0.998 | 0.804 | 0.759
gé%jggggcggﬁs:gde IE)/IO Méxima 2.482 3.050 | 1.750 | 3.238
dlagnostico di edia 1163 | 1193 | 0.858 | 0.999
Verdadero Positivo; Desviacién Std. 0.535 | 0.699 | 0.409 | 0.690
Songetieg IC al 95% (Inferior) 1.014 | 0985 | 0.744 | 0.794
L%};%?fﬂ%%%éo o IC al 95% (Superion | 1.312 | 1.401 | 0972 | 1.204

'  Sensibilidad 97% 88%
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TABLA 2

Resultados de la prueba de ELISA utilizando un antigeno en L.
braziliensis en muestras de suero y plasma de pacientes con
leishmaniasis cutanea.

4 Antigeno de L. braziliensis 0
Suero Plasma
VP PP VP PP
Numero de muestras 53 45 53 45
DO Minima 0.377 0.232 0.361 0.229
DO Mediana 1.312 1137 1.181 1.064
DO Maxima 3.147 3.339 2.860 2.864
Media 1.345 1.351 1.234 1.224
Desviacion Std 0.657 0.747 0.540 0.699
IC al 95% (Inferior) 1.167 1.129 1.083 1.016
IC al 95% (Superior) 1.533 1.572 1.384 1.431
\Sensibilidad 96% 85% )
Discusion

El objetivo del presente estudio fue determinar la utilidad de un nuevo ELISA
para el diagnostico de la LC, y comparar su sensibilidad con los métodos
tradicionales de frotes y cultivos de lesiones. Los resultados obtenidos
muestran que utilizando suero y antigenos de L. braziliensis o L. mexicana,
la prueba identificd al 95% y 96% de los casos, respectivamente. Esta tasa
de positividad fue mas alta y estadisticamente diferente (p <0.05) a la reportada
en el pasado utilizando los mismo métodos convencionales (20) que fueron
del 70% y del 54% respectivamente. Para el andlisis de los resultados se
definieron dos grupos de andlisis: a) pacientes con diagndstico parasitolégico
confirmado por los métodos tradicionales, y b) pacientes con solamente un
diagnostico clinico. La presuncion de que estas lesiones realmente
correspondian a una infeccion por Leishmania spp se baso en la historia
proporcionada por los pacientes, las caracteristicas clinicas de la lesion, la
experiencia del investigador de mas de 15 anos trabajando con leishmaniasis
en el area de estudio y la respuesta terapéutica a los antimoniales observada
en los pacientes. La sensibilidad del diagndstico clinico, basados en los
elementos anteriormente mencionados, ha sido probada en multiples sitios,
lo cual ha derivado en propuestas de algoritmos diagndsticos que puedan
ser empleados en el campo por los trabajadores de salud, para el diagndstico
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de la LC (23-25). La certeza de que los sujetos con un diagndstico presuntivo,
realmente estaban infectados con parasitos de Leishmania spp se ve apoyada
por los resultados de ELISA (Tablas 1y 2) en los cuales se observa que no
existen diferencias en las densidades opticas obtenidas entre los VP y los PP,
pero si cuando se comparan estos dos grupos con los negativos.

De la comparacion entre los VP con los PP, se puede concluir lo siguiente: a)
el diagndstico clinico es altamente sensible, b) los métodos convencionales
de diagndstico son poco sensibles, y ¢) el nuevo ELISA es una alternativa
diagnostica adecuada que no esta limitada por una baja parasitemia debida
a la cronicidad de las lesiones o a los inconvenientes de realizar y mantener
cultivos. En cuanto al tipo de muestra, los hallazgos indican que con los
antigenos utilizados, el uso de suero para la deteccion de anticuerpos tiene
una leve ventaja al compararla con el uso de plasma (98% vs 95%).

Utilidad de un nuevo ELISA

Queda por determinar el comportamiento de la prueba de ELISA en aquellos
sujetos con infecciones sub-clinicas o con lesiones no activas, en los cuales
cabria la posibilidad de obtener un resultado positivo ya que el sistema inmune
se habria activado al momento en el que el individuo se expuso al parasito.

Debido a que no se conoce la dinamica de la respuesta inmune, es imposible
predecir lo que determinado nivel de IgG detectado por este medio significa,
y consecuentemente, 1o Unico que podria asegurarse en estos casos, es que
el individuo estuvo expuesto al parasito. Si este fuera el caso, el valor verdadero
de la prueba seria en estudios epidemioldgicos, donde se necesite documentar
la exposicion al parasito, como en el caso de movimiento de tropas y personal
militar, para personas de areas no endémicas que visitan las areas endémicas
por razones de trabajo, o ecoturismo. En cualquiera de los escenarios, lo
interesante de este ELISA es que se tiene un antigeno nuevo, que ha logrado
superar los problemas técnicos que han presentado otros antigenos en el
pasado, permitiendo una alta sensibilidad para la deteccion de anticuerpos
en pacientes con leishmaniasis cutanea.
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