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Evaluacion del antigeno recombinante K39 para el serodiagnéstico
de leishmaniasis visceral mediante ensayo inmunoenzimatico (ELISA).
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RESUMEN

La leishmaniasis visceral (LV) es una protozoosis causada por para-
sitos del complejo Leishmania donovani, caracterizada clinicamente
por sindrome febril prolongado, hepatoesplenomegalia, anemia y
pérdida progresiva de peso, que puede ser mortal especialmente en
nifios si no es diagnosticada precozmente. Entre los métodos serolo-
gicos mas utilizados para el diagnéstico de LV se encuentra el ensayo
inmunoenzimatico (ELISA). En la actualidad se caracterizan antige-
nos que aumentan la especificidad de las pruebas serolégicas, esto
se ha logrado con la utilizacién de antigenos recombinantes como el
K39 (rK39). Este estudio evalué el antigeno rK39 mediante ELISA,
para el serodiagnéstico de leishmaniasis visceral. Se utilizaron 100
sueros caracterizados positivos para LV, que presentaron al menos
tres de los siguientes criterios diagnosticos: clinica, epidemiologia,
serologia y demostracion directa del parasito (extendido de médula
6sea). Los controles incluyen 100 sueros caracterizados negativos
para LV y 30 positivos a otras patologias: tuberculosis (5), tripano-
somiasis (5), toxoplasmosis (5), lepra (5), leishmaniasis cutanea (5),
malaria (2) y HIV/SIDA (3). El rK39 obtuvo una sensibilidad de 92%
y una especificidad de 100%, valor predictivo positivo de 100% y va-
lor predictivo negativo 92,6%, asi mismo, no se observaron reaccio-
nes cruzadas con sueros de otras patologias. Al lograr estandarizar
y evaluar el antigeno rK39 empleando ELISA, se concluye que es
sensible y especifico para el serodiagnéstico de la LV. Al incorporarlo
en el protocolo de diagnéstico del Laboratorio de Leishmaniasis del
Departamento de Parasitologia contribuira a mejorar el diagnéstico
de esta parasitosis, beneficiando asi a pacientes del Estado, Cara-
bobo y su area de influencia.
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ABSTRACT

Evaluation of recombinant K39 antigen for the
serological diagnosis of visceral leishmaniasis with
enzyme linked immuno-absorbent assay (ELISA).
Visceral leishmaniasis (VL) is a protozoa disease caused by
parasitesofthe leishmaniadonovanicomplex,whoseclinicalsymptoms
include prolonged fever, hepatomegaly, splenomegaly, anemia and
gradual weightloss, and could be life threatening, especially in children,
if not diagnosed early. Between most serological tests used for
diagnosing VL is the enzyme linked immuno-absorbent assay
(ELISA). At the present time antigens increase the specificity of
serological tests, which has been achieved by the use of recombinant
antigens, such as recombinant K39 antigen (rK39). In this study rK39
antigen was assessed, using ELISA for the serological diagnosis
of visceral leishmaniasis. 100 confirmed positive serum samples
for VL were used, having any three of the following criteria: clinical
signs, epidemiology, serological confirmation or demonstration of
parasite (bone marrow aspiration). Controls were 100 confirmed
negative serum samples for VL and 30 sera infected with other
pathologies: tuberculosis (5), trypanosomiasis (5), toxoplasmosis
(5), leprosy (5), cutaneous leismaniasis (5), malaria (2), HIV/AIDS
(3). The rK39 ELISA obtained a sensitivity of 92% and a specificity
of 100%. The positive predicted value was 100% and the negative
predicted value was 92.56%. No cross reaction was observed with
the sera infected with other pathologies. The rK39 ELISA has a high
sensitivity and specificity for the serological diagnosis of VL, and
the use of this test for the VL diagnostic protocol is recommended.

Key words: visceral leishmaniasis, recombinant K39 antigen,
ELISA, serological diagnosis

INTRODUCCION

La leishmaniasis visceral (LV) o kala-azar es una protozoosis
metaxénica causada por parasitos del género Leishmania. Es
una infeccion de distribuciéon mundial, endémica en 88 paises
tropicales y subtropicales con una incidencia anual estimada
de 500.000 casos (1). En América, la prevalencia es mayor
en Brasil, Argentina y Venezuela; aunque se ha reportado en
Paraguay, Bolivia, Peru, El Salvador, Honduras, Guatemala y
México. Venezuela es el segundo pais con focos endémicos
importantes en América después de Brasil (2).

La enfermedad se caracteriza por un sindrome febril prolon-
gado, hepatoesplenomegalia, anemia y pérdida progresiva
de peso. En América afecta principalmente a nifios meno-
res de 5 afios y adultos jévenes, pudiendo causar graves
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mediante ensayo inmunoenzimatico (ELISA).

complicaciones y la muerte en casos no diagnosticados ni
tratados precozmente (3), por lo que es necesario contar
con procedimientos confiables para su diagnostico precoz
y en consecuencia la aplicacion de tratamiento adecuado
que garantice la sobrevida del paciente. Uno de los métodos
seroldgicos mas utilizado en LV es ELISA, el cual es sensi-
ble y especifico, en funcién del antigeno utilizado. Aunque la
sensibilidad y especificidad de los antigenos crudos de pro-
mastigotas de Leishmania chagasi=L. infantum es buena, la
alta reactividad cruzada con sueros de individuos con otras
patologias como leishmaniasis tegumentaria, tripanosomia-
sis, tuberculosis y toxoplasmosis esta presente (4,5,6).

Para incrementar la especificidad, antigenos recombinantes
han sido utilizados en el serodiagnéstico de LV, como el re-
combinante K39 (rK39), el cual es una secuencia repetitiva
de 39 aminoacidos, del carbono terminal de una proteina de
la familia de las kinesina de Leishmania chagasi (7). Este
antigeno es sensible y especifico para los anticuerpos de
pacientes con LV causada por miembros del complejo L. do-
novani, sin reacciones cruzadas con otras patologias y ade-
mas predice el establecimiento de la enfermedad en su fase
aguda (6). Tal diferenciacion entre LV aguda y asintomatica
no se observa con preparados crudos del parasito (7-11). El
antigeno esta siendo utilizado en muchas paises tanto del
viejo mundo como del viejo mundo. En Venezuela, se utiliza
rutinariamente ELISA rK39 en el Instituto de Biomedicina de
la Universidad Central de Venezuela/Ministerio de Salud y
Desarrollo Social, en Caracas, el cual es el organismo oficial
que lleva a cabo el programa de control de la LV.

Sin embargo, en el Laboratorio de Leishmaniasis y Entomo-
logia del Departamento de Parasitologia-Valencia (LLEDPV)
de la Universidad de Carabobo, no se ha incorporado aun
este recombinante en el diagnéstico serologico de esta en-
fermedad, a pesar de que a partir de 1992, se estandarizo el
ELISA con antigeno crudo de Leishmania chagasi, siendo
util en el diagnéstico tanto individual como en estudios seroe-
pidemiolodgicos (12). Pero dada la importancia de incorporar
nuevos antigenos que mejoren los resultados de esta prueba
inmunolégica y que puedan minimizar los problemas de las
reacciones cruzadas, en el LLEDPV nos planteamos evaluar
el empleo de antigeno rK39 mediante ensayo inmunoenzi-
matico para el serodiagnéstico de LV, para su inclusién den-
tro del protocolo de diagnostico de LV.

MATERIALES Y METODOS

Sueros: Se utilizaron 250 sueros, divididos en cuatro gru-
pos: Grupo I: 100 sueros caracterizados como positivos de
leishmaniasis visceral, cumpliendo con al menos 3 de los cri-
terios establecidos por la OMS (13): clinica, epidemiologia,
serologia y diagnostico parasitologico (extendido de médula
Osea coloreada con giemsa); constituyendo estos criterios la
prueba de referencia. En este grupo se incluyen 77 sueros

de LV fueron donados por la Dra. Ulrich, del Instituto de Bio-
medicina-UCV, procedentes de diferentes areas endémicas
de Venezuela en su mayoria del Estado Nueva Esparta, el
cual representa actualmente el foco mas activo de LV en el
pais (14). El resto de los sueros provenian de pacientes de
la consulta externa del Departamento de Parasitologia-Va-
lencia de la Universidad de Carabobo y diagnosticados en
el Laboratorio de Leishmaniasis y Entomologia, cumpliendo
con los criterios antes mencionados.

Grupo II: Se utilizaron 100 sueros negativos para LV, de volun-
tarios sanos de regiones no endémicas, sin historia de infec-
cién, clinica o alguna otra enfermedad infecciosa asociada.

Grupo llI: 30 sueros identificados con otras patologias: 5 de
enfermedad de Chagas, 5 de toxoplasmosis, 5 de leishma-
niasis cutanea, 2 de malaria, 5 de tuberculosis, 5 de lepray 3
de VIH/SIDA. Estos sueros fueron usados para comprobar la
existencia o no de reacciones cruzadas con el antigeno rK39.

Grupo IV: 20 sueros de voluntarios sanos, diez de areas endé-
micas de LV (San Diego, Mariara y Gliigiie) y diez de areas no
endémicas (Valencia). Estos sueros fueron utilizados para ob-
tener el punto de corte del ensayo inmunoenzimatico (ELISA).

Antigeno: rK39 es una secuencia peptidica repetitiva de
39 aminoacidos de una proteina predominante de 230 Kda
de Leishmania chagasi, la cual fue clonada y expresada en
Escherichia coli (7). Este fue facilitado por la Dra. Elizabeth
Ferrer, docente de la UC e investigadora del Instituto Carlos
Il de Espafia.

Estandarizacion de la ELISA: (15). Para determinar la di-
lucién optima de los sueros y conjugados, se sensibilizaron
placas de microtitulacion de 96 pozos (marca Dynex Inmu-
nolon 2) con 0,5 ugr del antigeno rK39, incubandose toda
la noche a 4°C, seguido de bloqueo de los pozos, por una
hora a temperatura ambiente, con solucién al 1% de BSA
en Buffer fosfato salino (PBS) a pH: 7,2. Posteriormente se
incubaron las placas por una hora a temperatura ambiente,
con diluciones en PBS, con dos de los sueros conocidos po-
sitivos y 2 negativos, en forma creciente, desde 1/50 hasta
1/200 y por duplicado, luego se incorpor6 el conjugado anti-
inmunoglobulina humana polivalente acoplada a fosfatasa
alcalina (marca Sigma), con titulos crecientes desde 1/2500
a 1/10000. Se reveld la reaccion con el sustrato paranitrofe-
nilfosfato (Pierce) y se determin6 densidad optica en lector
de ELISA Dynex Mx Revelation a 450nm.

Punto de corte: Se determind ensayando los sueros del
grupo IV en el ELISA-rK39, obteniéndose del resultado de
la media de las densidades épticas obtenidas de estos sue-
ros, mas tres desviaciones estandar (E + 3,5-), aquellos
sueros cuya densidad o6ptica dio por encima de este punto
de corte se considerd positivo.
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Validacion del elisa-rk39: Luego de la estandarizacion, la
sensibilidad y especificidad, el valor predictivo positivo (VPP)
y negativo (VPN), asi como el indice Kappa (IK) fueron de-
terminados, por ensayo ELISA-rK39, sueros del grupo |y
del Il por duplicado, siguiendo la misma metodologia descrita
anteriormente.

Reacciones cruzadas: se ensayaron los sueros del grupo lll
mediante ELISA-rK39 previamente estandarizado.

Procesamiento estadistico: Los resultados obtenidos de
los sueros tanto positivos como negativos se expresaron en
una tabla 2x2 aplicando la férmula estadistica establecida
para cumplir con el objetivo de validacién como se describe
a continuacion (16):

Diagnéstico Verdadero

Positivo Negativo
Positivo A B
ELISA rk39
Negativo C D
sensibilidad = x100
A+
. A
Bspecificidad = —— , FFFP= x100,
Pecif B+ 0D A+ E
A+D
FEN = Y xlo0 » K=
o+ A

En el diagnoéstico verdadero se incluyen los criterios diag-
nésticos de LV utilizados para caracterizaciéon de los sueros,
descritos en la metodologia.

RESULTADOS

En la estandarizacion del ELISA utilizando antigeno rK39, la
dilucion 6ptima de los sueros que se obtuvo fue de 1/100 y un
titulo 6ptimo de conjugado de 1/10000, a estas diluciones se
obtuvo una densidad éptica para el control positivo de 0,424
y para el negativo de 0,082, siendo estas las lecturas que
discriminaron mejor los sueros positivos de los negativos.

Al ensayar los sueros del grupo IV se obtuvo una densidad
optica media de 0,080 y una desviacion estandar de 0,050;
obteniéndose un punto de corte de 0,230.

Al ensayar tanto los sueros positivos como los negativos
mediante ELISA-rK39 estandarizada, se pudo detectar 92
(92/100) positivos y 100 (100/100) negativos. Y la sensibili-
dad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y negativo
(VPN) mostrado en la Tabla 1.

Tabla 1: Resultados de la validacién del ELISA-rK39

Parametros de

validacién e
Sensibilidad 92
Especificidad 100
VPP 100
VPN 92,6

Por otra parte, al ser ensayado mediante la ELISA-rK39 los
treinta sueros caracterizados de otras patologias e infeccio-
nes (tuberculosis, lepra, toxoplasmosis, Chagas, leishmania-
sis cutanea, VIH/SIDA, malaria), ninguno de ellos presenté
reactividad cruzadas con el antigeno. Al determinar indice
Kappa para medir la concordancia de los resultados obteni-
dos en las pruebas de ELISA utilizando rK39 con la prueba
de referencia; se obtuvo un resultado de 0,92.

DISCUSION

Se pudo comprobar la alta sensibilidad de la ELISA utilizando
antigeno recombinante K39, la cual fue de 92%, compara-
ble con las reportadas en Brasil (4,11), asi como utilizandose
sueros de casos de leishmaniasis visceral del mediterraneo
(8). Se observé que esta sensibilidad fue mayor a la repor-
tada por autores venezolanos quienes evaluaron un area
endémica de LV en Venezuela utilizando tiras reactiva con
rk39, mostrando una sensibilidad del 88%, no asi la espe-
cificidad que reportan estos autores si coincide con la ob-
tenida en nuestro estudio (100%) (17), igualmente coincide
con trabajos realizado en Sudan (18), asi como en la India
(19) y Asia (20). Este dato de la especificidad es importante,
ya que resuelve el inconveniente de las reacciones cruza-
das, tal como se pudo demostrar en este estudio, mostrando
ademas, un valor predictivo positivo de 100% y negativo de
92,6%. Lo cual, se compara con los resultados publicados en
otros paises, citados anteriormente. Sin embargo, a pesar
de que en general coinciden los resultados de sensibilidad
y especificidad del antigeno recombinante, es necesario su
validacién y estandarizacion en cada laboratorio y area en-
démica, asi como su evaluacién con sueros de pacientes en
diferentes periodos clinico, debido a que los titulos de anti-
cuerpos pueden variar, ya sea por el sistema inmune del in-
dividuo, asi como por las caracteristicas especificas de cada
area endémica.

En un estudio realizado en Sudan al utilizar un dipstick rK39,
se present6 variabilidad en la sensibilidad y especificidad
al utilizar sueros de LV confirmados parasitolégicamente
comparados con los de aquellos pacientes cuyo diagnosti-
co no pudo ser confirmado mediante la visualizacion de los
amastigotas en médula 6sea, sino a través de otros criterios
(clinica, epidemiologia, serologia mediante el test de aglu-
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mediante ensayo inmunoenzimatico (ELISA).

tinacion directa), obteniendo una sensibilidad de 90% y
81% respectivamente, y una especificidad de 99% y 97%,
respectivamente a pesar de que son parametros aceptables,
se ve como disminuye en aquellos sueros de pacientes no
confirmados parasitologicamente (21).

Otro de los resultados relevantes de este estudio fue el alto
grado de concordancia con la prueba de referencias, dado
que mostré un indice Kappa de 0,92 (15).

Se concluye que al estandarizar el ELISA-rK39 en el Depar-
tamento de Parasitologia-Valencia, se cuenta en el Estado
Carabobo, con una prueba con alta capacidad de discrimi-
nacion para el diagnéstico de la LV, al comprobar su alta
sensibilidad y especificidad, o que nos permite incorporar
de manera confiable esta herramienta en el protocolo de
diagnéstico de LV, mejorando la precision y rapidez del diag-
néstico de pacientes procedentes de los diferentes centros
asistenciales del Estado Carabobo y areas de influencia de
la Universidad de Carabobo.
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