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La leishmaniasis visceral es la manifestacion clinica mas severa de la leishmaniasis ya que
puede ser fatal si no se administra el tratamiento adecuado. En Venezuela el foco mas activo es la
isla de Margarita, donde principalmente se ven afectados nifios de 0 a 9 afios. De ahi la importancia
de un diagnostico temprano, a menudo dificil en las areas endémicas. Si bien la prueba de oro para el
diagnostico de leishmaniasis visceral es la deteccion directa de los parasitos, la toma de muestra es
bastante invasiva e incomoda para el paciente. Mas aun, la mayoria de estas técnicas son costosas,
complejas y de larga ejecucion. Otros métodos indirectos, como la ELISA (usando antigenos crudos
o definidos del parasito) requieren de equipos y personal especializados; lo cual es dificil de cubrir en
las zonas endémicas. Recientemente validamos en Venezuela, el uso de una técnica de aglutinacion
directa (KIT Biomedical Research) evidenciandose una elevada sensibilidad y especificidad. El antigeno
empleado en esta prueba es Leishmania donovani. Sin embargo, en nuestro pais el agente causal de
esta parasitosis es Leishmania infantum (syn. Leishmania chagasi). Otro aspecto a considerar es la
variacion antigénica regional que sufre un parasito al interactuar con el vector local y con factores
del hospedero; ademas del costo; por lo tanto desarrollamos una prueba de aglutinaciéon directa un
antigeno de L. infantum (syn. L. chagasi) obtenido de perros de la isla de Margarita. Este se comparé
con la prueba comercial, ensayando sueros de pacientes de leishmaniasis visceral confirmados y
controles. Empleando como patron de oro el ELISA con rK39, obtuvimos en ambos una sensibilidad
del 100%; y una especificidad del 82,85 % para la prueba comercial y 98,78% para el nuestro, lo cual
pone en manifiesto la relacién especifica entre los anticuerpos de pacientes venezolanos y el antigeno

predominante del pais.

Palabras clave: leishmaniasis visceral, diagnodstico, pruebas de aglutinacion, Leishmania infantum (syn.
Leishmania chagasi), humanos, Venezuela.

INTRODUCCION

La Leishmaniasis visceral (LV) es una de las
manifestaciones mas severas de la Leishmaniasis. Es
endémica en varias partes de Africa, India y América
Latina causando unos 500.000 casos y mas de
80.000 muertes por afio (OPS, 1996). Salvo en pocas
excepciones, esta enfermedad es causada por parasitos
de las especies Leishmania donovani y Leishmania
infantum. El agente causal de LV en Venezuela es
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Leishmania infantum (syn. Leishmania chagasi)
(Mauricio et al., 1999).

En nuestro pais, representa un problema
de salud publica ya que en la tltima década, se ha
reportado un incremento en el nimero de afectados
(aproximadamente 50 casos por afo), principalmente
nifios menores de diez afios (Sanchez & Tapia, 2005).
Esta enfermedad se ha diagnosticado en focos dispersos
en las areas central, sur este y oeste del pais (Zulueta
et al., 1999). En la actualidad, el foco endémico mas
activo es el estado Nueva Esparta, en el cual se ha
seflalado un importante incremento en la incidencia
de esta enfermedad comparado con la incidencia
registrada para las otras entidades federales del pais
(Zerpa et al.,2002).
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El'sindrome clinico de LV comprende cuadros
de fiebre, pérdida de peso, hepato-esplenomegalia,
anemia, leucopenia, hiperglobulinemia con la presencia
de anticuerpos especificos o no contra el parasito.
Igualmente se observa la presencia de auto-anticuerpos
y complejos inmunes en los 6rganos afectados
(Bryceson, 1989; Pearson & Wilson, 1989; Smith
et al., 1989). La LV es considerada una enfermedad
cronica con alto potencial de letalidad y el éxito de
su curacion depende del diagndstico temprano y de
la instauracion de la terapéutica de forma oportuna
y precoz (Abdallah et al., 2004; Adhya et al., 1995;
Allain & Kagan 1975). Sin embargo, el diagnostico
de la LV es dificil, el mismo se determina segtn los
antecedentes epidemioldgicos del paciente, la clinica,
la visualizacion directa del parasito y los resultados
de las pruebas seroldgicas. Si bien la identificacion
del parasito en aspirados esplénicos, de médula 6sea
y ganglios linfaticos, es considerada la prueba de oro
en el diagnostico de esta enfermedad, en la practica
resulta dificil e inconveniente su aplicacion debido
a las dificultades en obtener y examinar los tejidos
de los pacientes. Por lo que se ha incrementado
el uso de los métodos seroldgicos (Sundar & Rai,
2002). En Venezuela, acorde a los lineamientos de
la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS,
2002), las pruebas seroldgicas constituyen las pruebas
confirmatorias que soportan al diagndstico clinico y
epidemiologico.

Entre las pruebas inmunoserologicas mas
utilizadas para el diagnostico de LV figuran: el test de
ELISA con antigenos crudos y definidos de Leishmania
tales como el rK39 (Hommel et al.,1978; Anthony
et al.,1980; Singh et al.,1995), test de anticuerpos
inmunofluorescentes (IFAT) (Duxbury & Sadun,
1964; Badar6 et al., 1983) y el test de aglutinacion
directa (DAT). Este ultimo, permanece como la
herramienta de primera linea en el diagndstico de la
LV en muchos paises en vias de desarrollo, ya que es
un test sencillo, con altas sensibilidad, especificidad y
reproducibilidad, facil de realizar, sin requerimientos
de equipos y materiales especializados (Boelaert et al.,
1999a,1999b, Schallig et al., 2001, 2002), no invasivo
(Zijlstra et al., 1992) y aplicable para programas y
estudios seroepidemioldgicos a gran escala (el Harith.
et al., 1987). Actualmente se cuenta con el FD DAT
comercial (KIT Biomedical Research) el cual en
estudios reciente, demostramos su aplicabilidad en
el diagnostico de LV en Venezuela (Terdn-Angel et
al., 2007; 2010). Sin embargo, el mismo es fabricado
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con promastigotes de L. donovani; lo cual es una
limitacion ya que es muy importante considerar la
variacion antigénica regional que sufre el parasito
al interactuar con el vector local y con factores del
hospedero; ademas del costo del test comercial. Por
ello nos propusimos desarrollar una prueba de DAT
con un antigeno de cepa autoctona de L. infantum (syn.
L. chagasi) obtenida de perros de la isla de Margarita,
Edo. Nueva Esparta.

MATERIALES Y METODOS
Muestras de suero

Se estudiaron veinte sueros de pacientes
residentes del estado Nueva Esparta y diagnosticados
con LV por criterios clinicos, epidemiologicos y
serologicos (ELISA-rK39 positivo); catorce sueros de
pacientes con otras patologias: dos sueros de pacientes
con Leishmaniasis cutanea difusa, ocho sueros de
pacientes con mal de Chagas, dos sueros de pacientes
con tuberculosis (TBC) y dos sueros de pacientes con
lupus eritematoso sistémico.

Como controles se estudiaron diez sueros de
individuos voluntarios sanos de zonas no endémicas
del pais y diez de zonas endémicas. Todas estas
muestras fueron suministradas por los laboratorios de
Inmunoparasitologia, Inmunologia II, Fisiopatologia
y Tuberculosis del Instituto de Biomedicina, UCV. El
trabajo cont6 con la aprobacion de Comité de Etica del
instituto de Biomedicina.

Cepa empleada para el estudio

El test fue realizado con la cepa de MCAN/
VE/98/IBO-78 (Leishmania infantum), la cual fue
aislada a partir de la médula 6sea de un perro infectado
procedente del estado Nueva Esparta.

Cultivo de los pardsitos en medio liquido Schneider’s

El parasito se cultivé estérilmente usando el
medio liquido Schneider's, pH de 7,2; suplementado
con Suero Fetal Bovino al 10% y con antibioticos (20
U/mL de penicilina, 20 mg/mL de estreptomicina y
0,1% de gentamicina) 1x10° parasitos de Leishmania
infantum (cepa MCAN/VE/98/IBO-78) fueron
cultivados en frascos de cultivo de 10 y 50 mL en
oscuridad a 26°C, hasta llegar a la fase tardia de
crecimiento, la cual segin nuestras condiciones fue al
quinto dia de cultivo.

Bol. Mal. Salud Amb.



Preparacion del antigeno

Los parasitos en su fase tardia de crecimiento,
fueron tratados con tripsina al 0,4 % en solucion de
Locke (a pH 7,70; 15M de NaCl; 14mM de glucosa;
5,4mM de KCI; 1,8mM de CaCl, y 2,4mM de NaHCO,)
a 37°C durante 45 min. Luego de centrifugacion por
15 min. a 2700g a 4°C; estos fueron fijados por 20
horas a 4°C con formaldehido (al 2%) en solucion de
Locke. Posterior a dos lavados con 0,9% NaCl frio,
los promastigotes fueron coloreados al mantenerlos
120 minutos en una solucion salina fria con 1% de
citrato de sodio (34mM) mas 0,02% de azul brillante
de Coomasie. Finalmente, se ajustaron a 100x10°
parasitos/mL en solucion salina con 1% de formalina,
y se mantuvieron en dicha solucion a 4°C hasta su
utilizacion.

Ensayo del test de aglutinacion

Eltest de aglutinacion directa con el antigeno
local (DATV) fue realizado con algunas modificaciones
de lo reportado previamente (El Harith et al., 1988;
Teran-Angel et al., 2007).

Las muestras de suero se diluyeron en
solucion salina (0,9% NaCl), 1% suero fetal bovino
con 0,8% B-mercaptoetanol. Se dispusieron en placas
de 96 pozos, fondo en “V” (Greiner, Alemania), y
se realizaron diluciones seriadas (desde 1/100 hasta
1/102400) para cada muestra a ensayar. El antigeno
mantenido en formalina (DATV) se ajustd a una
concentracion de 5 x 107 promastigotes / mL y se le
adiciono a las muestras de suero en un volumen final
de 100 pL. Se incubo durante 18 horas a temperatura
ambiente para posteriormente realizar la lectura
visualmente. El titulo de anticuerpos fue tomado
como el inverso de la dilucion el Gltimo pozo donde se
observo aglutinacion, la cual se observa como largos
botones azules. La presencia de un botéon compacto
representa a los pozos negativos.

Para el test comercial (FD-DAT, Biomedical
Research) se procedid de igual forma, sin embargo los
sueros fueron diluidos en una solucion de 0,9% NaCl,
0,8% B-mercaptoetanol sin suero fetal bovino.

Analisis estadisticos

Analisis mediante Curvas de Caracteristicas Operativas
del Receptor (Curvas ROC): Con los titulos de
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anticuerpos resultantes para los sueros ensayados con
los dos test de aglutinacion evaluados, se ordenaron los
datos (resultados de distribucion discreta politomica)
y se construyeron tablas de contingencia 2x2 para
cada punto de corte (titulo de anticuerpo) posible.
Se determiné la sensibilidad, definida como la
probabilidad de detectar a los verdaderos positivos;
y especificidad, definida como la probabilidad de
detectar a los verdaderos negativos, en cada punto
de corte a fin de graficar la dispersion de pares
(1-especificidad, sensibilidad) y obtener las curvas
ROC (Goodenough et al., 1974; Burguefio et al.,
1995) del test desarrollado (DATvV) y del FD-DAT.
Las curvas ROC fueron analizadas por el programa
informatico EpiDat v.3.1 (OPS, Xunta de Galicia,
Espafia). Para cada una se determiné: el Area Bajo la
Curva (ABC), la cual define la probabilidad de que el
resultado de la prueba evaluada resulte mas alterada
en un individuo enfermo en comparacion a uno sano;
y el error estandar asociado al ABC; ademas de sus
respectivos intervalos de confianza. Por otra parte, se
evalud mediante una prueba y? la homogeneidad de las
areas, a fin de determinar las similitudes entre los dos
test de aglutinacion.

Finalmente, se procedio a la eleccion del
punto de corte mas adecuado en cada ensayo como
aquél mas proximo a la esquina superior izquierda
de la curva (punto con mayor precision relativa de la
prueba).

Analisis de validez y seguridad de la pruebas: A partir
de los resultados obtenidos y empleando los puntos
de corte determinados segln las curvas ROC, se
construyo para cada prueba una tabla de contingencia
2x2, que fueron analizadas a fin de establecer los
parametros de validez y seguridad. Dichos parametros
fueron calculados aplicando las correcciones para la
evaluacion de pruebas diagnoésticas con patrones de
referencia imperfectos (Silva, 1988; Valenstein, 1990),
se empled como patrén de referencia a la prueba de
ELISA -rK39, cuyas especificidad y sensibilidad, han
sido reportadas, ambas, alrededor del 97% (Burn et al.,
1993; Qu et al., 1994; Zijlstra et al., 1998; Ozensoy
et al., 1998; Sreenivas et al., 2002; Singh et al., 2002;
Salotra et al., 2003). Se determinaron los parametros
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo
(probabilidad de que un sujeto esté enfermo dado que
resultd positivo en el test), valor predictivo negativo
(probabilidad de que un sujeto esté sano dado que
resultd negativo en el test) y razoén de verosimilitud
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(probabilidad de un resultado particular en enfermos en
base a la probabilidad del mismo resultado en sanos),
ademas de sus respectivos intervalos de confianza. Los
analisis estadisticos se realizaron usando los programas
informaticos EpiDat v.3.1 (OPS, Xunta de Galicia,
Espaiia) y “Calculadora Pruebas Diagnosticas” v. 1.0.2
(Unidad de Bioestadistica Clinica, Hospital Ramon y
Cajal, Espaiia).

RESULTADOS

Mediante la aplicacién de la prueba de
aglutinacion directa autdctona (DATV) o comercial (FD
DAT) se obtuvieron diferentes titulos de anticuerpos
para los grupos de pacientes y controles, los cuales
fueron utilizados para construir las curvas ROC
para cada prueba. La Fig. 1 muestra las curvas ROC
resultantes en cada caso. Se aprecia una mayor Area
Bajo la Curva para el DATv en comparacion con el
FD-DAT; por otra parte, el punto de corte o “cut-off”
de eleccion del ensayo desarrollado DATv fue 1/400,
mientras que para FD-DAT resulté mayor, 1/800. Se

calcularon también los descriptores estadisticos del
analisis ROC (Tabla I).

Al establecer los puntos de corte para cada
prueba, los resultados de los titulos de anticuerpos se
agruparon en tres categorias: controles, enfermos de
LV y otras patologias (Fig. 2). Como puede observarse,
todos los pacientes con LV confirmada fueron positivos
para ambos test. Se presentaron falsos positivos en
otras patologias; sin embargo la reaccion cruzada fue
menor en nuestro ensayo (DATv: en TBC aglutinantes
0/2 y en tripanosomiasis 1/8, FD-DAT: en TBC
aglutinantes 2/2 y en tripanosomiasis 4/8), ademas
hubo menos falsos positivos en el grupo de controles.

La Tabla II representa los parametros de
validez de las pruebas. Se observa que ambos tests
presentan sensibilidad de 100%, mientras que la
especificidad del DATvV es considerablemente mayor
en comparacion con el FD-DAT (98,78% y 82,85%
respectivamente). Los demas parametros determinados
también fueron superiores en el DATv con respecto al
FD-DAT.
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Fig. 1. Comparacion de las curvas ROC para el DATv y FD-DAT. Se muestran las Areas Bajo la
Curva (ABC) de las graficas generadas para cada prueba. Los “cut-off” para el DATv y FD-DAT
fueron estimados en 1/400 y 1/800 respectivamente.

1:2 Cutoff DATv
/ ¥ Cutoff FD-DAT
1
—— ROC DATv
0.8 —— ROC FD-DAT
-
z [ |ABcDATY
S 06
w -
£ “ ] ABC FD-DAT
3 e
0.4
0,2
0 T T T T T 1

0.2 04 0.6

1 - Especificidad

0.8 1 1.2

Bol. Mal. Salud Amb.



De Los Rios Alicandul M. M. et al.

Tabla I. Descriptores estadisticos de las curvas ROC para el DATv y FD-DAT.

Homogeneidad de areas*

Prueba Area Bajo la Curva Error estandar* 02
0,0480
DATv 0,9063 (0,8121-1,0004)
0.0578 P=0,0056
FD-DAT 08594 (0,7462-0,9726)

Los valores entre paréntesis corresponden a los intervalos de confianza (95%).
* Segun Hanley & McNeil (1983).

Fig. 2. Resultados de las pruebas de aglutinacion (DATv y FD-DAT) para la determinacion de anticuerpos
anti-Leishmania en humanos. ZE: zonas endémicas, ZNE: zonas no endémicas, LV: leishmaniasis
visceral. En la grafica se aprecian los valores de las medias de cada grupo (lineas horizontales).
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Tabla Il. Sensibilidad, especificidad, valores predictivos y razones de verosimilitud de las dos pruebas

diagnosticas evaluadas.

Descriptor DATv FD-DAT
Sensibilidad (%) (100 — 100) (1001901 00)
Especificidad (%) (94;8{81 00) (69’7%2;855,91)
Valor predictivo positivo (%) (92725‘131 00) (62,3;8l634,40)
Valor predictivo negativo (%) (100 — 100) “ 001 901 00)
Razon de verosimilitud (1273586";4773) (2,956;0?2,52)

Los parametros de cada prueba fueron obtenidos al compararlas contra ELISA —rK39. Los valores entre paréntesis corresponden a los intervalos de

confianza (95%).

DISCUSION

En las ultimas décadas, en Venezuela, se
ha observado un incremento en la incidencia de LV,
particularmente en los estados Falcon, Lara, Guarico,
Anzoategui, Delta Amacuro, Sucre y Nueva Esparta.
Este Giltimo se ha convertido en un foco muy importante
en el pais (Zulueta et al. 1999, Zerpa et al., 2002), ya
que es en esta entidad donde se ha registrado un mayor
porcentaje de perros infectados que actiian como
reservorio natural de la enfermedad. De igual modo, se
ha evidenciado que la mayoria de los casos de infeccion
se producen en nifios de 0 a 9 aflos de edad; hecho
dramatico que impulsa el desarrollo de técnicas rapidas
y certeras de diagnostico para evitar las repercusiones
de la LV en los nifios (Zerpa et al., 2003).

Hasta el presente dos institutos en el mundo
ofrecen comercialmente dos antigenos para el test de
aglutinacion directa; estos son: el Instituto de Medicina
Tropical del Principe Leopoldo de Antwerp, Bélgicay
el del Instituto de Medicina Tropical de Amsterdam,
Holanda, (Biomedical Research). Ambas pruebas
comerciales estan fabricadas con un antigeno preparado
a partir de promastigotes de L. donovani MHOM/
SD/68/1S (Meredith et al., 1995). Este ha sido evaluado
en numerosas regiones endémicas de LV alrededor del
mundo incluyendo a nuestro pais (Teran-Angel et al.,
2007) y ha presentado sensibilidad y especificidad
variables en cada una de ellas. En un metanalisis
realizado en el afio 2006 para evaluar el desempefio
del FD-DAT desde su introduccién al diagndstico de
LV desde 1986 hasta 2004; se concluyd que a pesar de
presentar en la mayoria de los casos sensibilidad mayor
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del 90% y especificidad cominmente cercana al 100%,
es necesaria la determinacion 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 geogréfica de los estudios
(Chappuis et al., 2007). En ese contexto, es importante
considerar la variacion antigénica regional que sufre
un parasito en sus epitopes al interactuar con el vector
local y con factores de los hospedadores. Por ello, nos
propusimos desarrollar una prueba de aglutinacion
directa empleando como antigeno promastigotes de L.
infantum de la isla de Margarita, Edo. Nueva Esparta;
que ademas, abarataria los costos de adquisicion del
kit frente al existente. Mas aun, nuestro test seria
mas accesible en el medio rural en el cual predomina
la enfermedad en el pais; ademas de impulsar la
produccién nacional.

En el presente estudio, se compard la
efectividad de las pruebas DATv con el FD-DAT; para
lo cual se llevo a cabo el analisis y graficacion de curva
ROC y la determinacion de los pardmetros de validez
y seguridad de ambas pruebas.

Clasicamente, la exactitud de una prueba
diagndstica se ha evaluado en funcion de la sensibilidad
y la especificidad, sin contar que éstas varian en
funcioén del punto de corte o “cut-off” elegido
como criterio discerniente entre la poblacion sana
y la enferma. Este hecho se ha convertido en un
determinante de la evaluacién del FD-DAT, puesto
que se han empleado numerosos puntos de corte en
las diversas investigaciones: 1:800 (Singla et al., 1993;
Silvaetal., 2005; Terén-Angel etal.,2007), 1:1600 (el
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Harith et al., 1986; Meredith et al., 1995), 1: 6400 (el
Harith et al., 1988), 1:3200 (Mohebali ef al., 2006);
entre otros. Por lo tanto, se empled una forma mas
global de conocer la calidad de la prueba diagnoéstica
desarrollada en un espectro de puntos de corte posibles:
la curva ROC (Goodenough et al., 1974), la cual es
un instrumento con capacidad discriminativa, entre
las condiciones de sano y enfermo, en una prucba a
lo largo de todos los puntos de corte permitidos. Esto
dibuja una curva en un sistema de ejes cartesianos.
En el eje de ordenadas se ubican distintos valores
de sensibilidad y en las abscisas las tasas de falsos
positivos (1- especificidad), reflejando todos los pares
de sensibilidad/especificidad para cada punto de corte
(Dominguez Alonso & Gonzalez Suarez, 2002). Por
tanto, el valor de sensibilidad aumenta a medida que
la especificidad disminuye. Estas graficas son utiles
para relacionar el equilibrio entre sensibilidad y
especificidad de una prueba y permitir decidir cual es el
mejor punto de corte (Streiner & Cairney, 2007) sin que
el analisis sea afectado por la distribucion paramétrica
0 no paramétrica de los resultados.

En nuestro trabajo, los descriptores
permitieron la comparacion entre los dos test de
aglutinacion, estos fueron: Area Bajo la Curva (ABC),
definida como la probabilidad de que el resultado de la
prueba evaluada resulte mas alterada en un individuo
enfermo (Burguefio ef al., 1995). Su rango varia
entre 1 (discriminacion perfecta) y 0,5 (la prueba no
es capaz de discernir enfermos de sanos con buena
precision diagnostica) (Dominguez Alonso & Gonzalez
Suarez, 2002). Puesto que este parametro es estimado,
existe un error estandar asociado denominado EE
(Streiner & Cairney, 2007). En esta investigacion y,
a pesar de que ambos test dibujan una curva ROC
muy por encima de la diagonal que refleja el 0,5 de
discriminacion diagnostica, se obtuvo una mayor ABC
para el test desarrollado (DATV) en comparacion con
el ABC resultante del FD-DAT, implicando una mayor
precision diagndstica del primero, especificamente en
los focos endémicos de Nueva Esparta, Venezuela,
evaluados.

Por otra parte, se tiene la evaluacion de
Homogeneidad de las areas p, que establece las
similitudes entre areas de dos curvas trazadas, siempre
que ambas presenten coincidencias en sus resultados.
Mientras este valor se aproxime a 1, mayor sera la
homogeneidad de las ABC de los ensayos comparados
(Francia et al., 2006). En este caso, la homogeneidad
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de las ABC de ambos ensayos dista mucho de 1,
planteandose asi que existen discrepancias importantes
en cuanto a sensibilidad y especificidad entre los tests
a considerar.

Una vez determinados los puntos de corte
de cada prueba de aglutinacion y con los resultados
obtenidos de titulos de los sueros evaluados, se
construyeron tablas de contingencia 2x2, considerando
la correccion asociada a un patrén de referencia
imperfecto (Valenstein, 1990): ELISA-rK39, a fin
de determinar sensibilidad, especificidad, valores
predictivos y razon de verosimilitud de las dos pruebas.
La validacion de herramientas diagndsticas para LV
deberian basarse en la comprobacion parasitologica
como método de referencia; sin embargo, ésta no es
siempre posible de realizar; ademas de tampoco ser
un patrén diagnostico perfecto (depende de la carga
parasitaria, el material obtenido por aspirado y la
experticia del observador) (Zijlstra et al., 1991). Por
tanto, la OPS considera de igual relevancia y precision
el ELISA basado en antigeno rK39 (OPS, 2002). Para
esta técnica se ha reportado una especificidad y una
sensibilidad ambas de 97%, lo que lo convierte en un
patron de referencia imperfecto al emplearse para la
evaluacion de métodos diagnosticos de LV. Por lo tanto,
y siendo ese el caso en esta investigacion se deben
emplear las formulas de sensibilidad, especificidad,
valores predictivos y razon de verosimilitud ajustadas
a esta condicion del patrén o “gold standard”.

Tanto FD-DAT como DATvV presentaron
una sensibilidad del 100%, como se ha reportado
anteriormente en Etiopia, Kenya y Brasil (el Harith et
al., 1986; Schallig et al., 2002; Silva et al., 2005; Da
Silva et al., 2006) lo que refleja la capacidad de los
ensayos en la deteccion de los casos de LV.

Para ambas pruebas se evidenciaron
resultados similares para el grupo de enfermos, cuyos
titulos se mantuvieron por encima del punto de corte
1:400 (DATv) 6 1:800 (FD-DAT), afirmando asi el
diagnostico positivo que presentaba el paciente. Sin
embargo, se presentaron falsos positivos en otras
patologias: en el FD-DAT hubo reaccion cruzada con
mal de Chagas, LUPUS y tuberculosis, como se ha
reportado en Brasil (Silva et al., 2005) y Kenya (el
Harith et al., 1986) para mal de Chagas y en India
para tuberculosis (Kumar et al., 2006); mientras que
en DATv solamente se presentar reaccion cruzada
con los sueros de mal de Chagas. En otros estudios
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evaluando el FD-DAT no evidencian ninguna reaccion
cruzada (Meredith et al., 1995; Schallig et al., 2002);
sugieren que para las zonas endémicas de LV, también
endémicas para tripanosomiasis, se debe elevar el
punto de corte del ensayo (Harith ef al., 1986), 1o cual
puede acarrear falsos negativos. La reaccion cruzada
presentada por el DATv y por FD-DAT con mal de
Chagas no afecta la validez de los resultados, ya que se
debe tomar en consideracion que ambas enfermedades
son causadas por parasitos de la misma familia (por lo
que es probable que compartan antigenos) ademas de
que las manifestaciones clinicas de estas parasitosis
son suficientemente disimiles entre si, por lo que en
el diagnostico diferencial predomina la clinica. Mas
es importante mencionar que la isla de Margarita,
estado Nueva Esparta no se considera zona endémica
para tripanosomiasis (Afiez et al., 2004), lo que
incrementa el valor diagnoéstico del test desarrollado
frente al existente. Ademas en DATv hubo menos
falsos positivos en el grupo de controles, por lo que
resulta una mayor especificidad de éste comparado
con el FD-DAT: DATv obtuvo 98,78% y el FD-DAT
82,85%. En referencia a los valores predictivos
positivos, se favorece ain mas el DATv con un valor
de 98,13% versus 78,64% del FD-DAT. Y la razon de
verosimilitud de 86,42% del DATv en comparacion con
el 6,08% del FD-DAT, implica que en referencia a la
prevalencia de la enfermedad en la poblacion, el DATv
es mejor que el FD-DAT para el diagnostico de LV en
el foco estudiado. Se han reportado con anterioridad
disminuciones en la sensibilidad y especificidad
del FD-DAT fuera de Asia y Africa (Chappuis et
al., 2007). A pesar de considerarse comparables, en
estudios anteriores se ha obtenido mayor sensibilidad
y especificidad con el antigeno acuoso que con el
liofilizado (Abdallah et al., 2004; Sundar et al., 2000),
lo que sugiere que durante el proceso de liofilizacion
el antigeno resulta afectado.

Es importante reiterar que el DATv es valido
por su alta sensibilidad y especificidad como criterio
para diagnosticar LV en el estado Nueva Esparta,
Venezuela. Estos resultados permiten afirmar que existe
respuesta de anticuerpos contra antigenos propios
de especie de Leishmania infantum vs Leishmania
donovani en el pais, implicando la “regionalizacion”
del parasito al entrar en contacto con los hospederos
de la isla de Margarita; esto se puede aprovechar para
el desarrollo de test seroldgicos mas sofisticados de los
existentes en el mercado preparados con promastigotes
de L. donovani.
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Standardization of direct agglutination test
using native antigens for diagnosis of visceral
leishmaniasis endemic areas of Venezuela

SUMMARY

Visceral leishmaniasis is the most severe
form of leishmaniasis, and it is deadly if left
untreated. Margarita Island is the most active visceral
leishmaniasis focus in Venezuela, where most of
the affected population are children between 0 to
9 years old. Therefore, an early diagnosis is very
important, unfortunately, this is difficult in endemic
areas. Although, the gold standard method for visceral
leishmaniasis diagnosis is parasite detection; the
sample retrieval is very inconvenient for patients.
Moreover, most techniques are time-consuming,
expensive and difficult to carry out. Other indirect
methods, such as ELISA (using crude or define
Leishmania antigens), require specialised technicians
and equipment, which is unsuitable in the field areas.
Recently we validated the performance of a direct
agglutination test for the diagnosis of visceral
leishmaniasis in Venezuela (KIT Biomedical
Research). It showed elevated sensitivity and
specificity. Nevertheless, this test includes Leishmania
donovani as antigen, whereas visceral leishmaniasis in
our country is caused by Leishmania infantum (= L.
chagasi). Moreover, parasite antigenic variation as a
result of vector-parasite and host-parasite interaction is
an important factor to be considered; in addition to the
costs. Therefore, we developed a direct agglutination
test using L. infantum (syn. L. chagasi) isolated from
anaturally infected dog of Margarita Island. This was
compared to the available commercial kit, and testing
confirmed visceral leishmaniasis patients and healthy
controls. Using rK39 ELISA as gold standard, it was
found 100% sensitivity for both tests, and 82.85 %
specificity for the commercial test and 98.78% for
the local one, which shows the relationship between
dominant local antigens and antibody’s specificity
displayed by Venezuelan patients.

Key words: visceral leishmaniasis, diagnosis,
agglutination test, Leishmania infantum (syn.
Leishmania chagasi), human, Venezuela
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