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RESUMEN

Objetivo: Determinar el valor diagnéstico de la Inmunofluorescencia
indirecta (IFI) en el diagnoéstico de leishmaniasis y enfermedad de
Chagas.

Material y método: La inmunofluorescencia indirecta (IFI) fue
aplicada para el diagnostico de leishmaniasis y la enfermedad de Chagas
utilizando como sustrato antigénico epimastigotos de Trypanosoma
cruzi. Se descubri6 un patrén de fluorescencia nuclear con los sueros
de pacientes con leishmaniasis y un patron periférico para con los de
la enfermedad de Chagas. Luego, en un estudio ciego, se estimo el
valor diagnostico de la IFI en ambas enfermedades.

Resultados: En el diagnostico de Leishmaniasis se encontrd:
Sensibilidad: 84,2%, especificidad: 100%, valor predictivo positivo:
100%, valor predictivo negativo: 82,9% y exactitud: 91,0%.
Conclusiones: la técnica de Inmunofluorescencia utilizando
epimastigotos de Trypanosoma cruzi y considerando los patrones de
coloracién propuestos, tiene utilidad en el diagnostico de leishmaniasis
tegumentaria y también en el diagndstico de la infeccion chagésica
evitando la confusién dada por la reaccion inmune cruzada de estas
enfermedades.

Palabras clave: Leishmaniasis, enfermedad de Chagas,
inmunodiagnoéstico. Leishmania braziliensis. Trypanosoma cruzi.

ABSTRACT

Objective: To determine the value of indirect immunofluorescence (IF1)
in the diagnosis of leishmaniasis and Chagas disease.

Material and method: Indirect immunofluorescence (IFI) was employed
for diagnosing leishmaniasis and Chagas disease using Trypanosoma
cruzi epimastigota as substrate antigens. A nuclear fluorescence pattern
was found in sera from patients with leishmaniasis, and a peripheral
pattern was found in those with Chagas disease. Afterwards, we
estimated the diagnostic value of IFI for both diseases in a blinded
fashion.

Results: For diagnosing leishmaniasis, IFI sensitivity was 84.2%,
specificity, 100%, positive predictive value, 100%, negative predictive
value 82.9%, and accuracy was 91.0%.

Conclusions: The immunofluorescence technique using Trypanosoma
cruzi epimastigota, considering the proposed color patterns, is useful
for diagnosing cutaneous leishmaniasis and T. cruzi infection by
avoiding confusion because of immune cross-reactivity between these
conditions.

Key words: Leishmaniasis, Chagas disease, immunologic tests,
Leishmania braziliensis. Trypanosoma cruzi.

INTRODUCCION

La inmunofluorescencia indirecta (IFI) es una técnica de
muy buena sensibilidad y especificidad diagnodstica™® y
relativamente de bajo costo debido principalmente a que
el sustrato antigénico puede ser preparado en cualquier
laboratorio de mediana complejidad. Esta técnica es
utilizada para el diagnostico de varias enfermedades;
nosotros empleamos esta técnica para el diagnostico de
la enfermedad de Chagas y Leishmaniasis, enfermedades
frecuentes en la consulta, la primera propia de la zona y la
segunda propia de zonas tropicales pero que los afectados
acuden a nuestra ciudad para diagndstico y tratamiento.

En la literatura especializada se encontré que no
se recomienda el uso de la IFI cuando coexisten la
enfermedad de Chagas y la Leishmaniasis*'®?? en razén
a que la IFI presenta reaccidon cruzada para estas dos
enfermedades, condicion que reduce notablemente su
especificidad y por lo tanto su valor predictivo positivo.
La lectura de IFI en sueros de pacientes chagasicos,
hechas con frecuencia en el laboratorio de Parasitologia,
Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa y la
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necesidad de hacer el diagndstico de leishmaniasis usando
como antigeno epimastigotes de Trypanosoma cruzi por
no contar con cepas de Leishmania, nos ha permitido
visualizar diferencias en cuanto a la localizacion de la
fluorescencia en el parasito, segun se trate de sueros
de pacientes con infeccion chagasica o leishmanidsica
utilizando como antigeno los epimastigotes de 7. cruzi
en ambos casos; por lo que fue necesario establecer
patrones de coloracion para cada enfermedad, ya que este
conocimiento no esta reportado en la bibliografia y puede
ser de mucha ayuda en laboratorios que no cuentan con
todos los recursos como el nuestro. Ademas, el cultivo
de T. cruzi es relativamente facil en comparacion con el
cultivo de Leishmania peruviana o L. braziliensis.

MATERIAL Y METODOS

Se trabajo 29 sueros de infectados con 7. cruzi
diagnosticados mediante dos 0 mas pruebas serologicas
positivas (IFI, ELISA, HAI); algunos sueros de pacientes
con xenodiagnodstico positivo. Asi mismo, se utilizoé 39
sueros de pacientes con Leihmaniasis tanto selvatica como
andina diagnosticados clinicamente y mediante biopsia de
lesion cutanea y/o mucosa utilizando improntas de dicha
biopsia y coloreandolas con Giemsa.

Como antigeno se utilizé epimastigotos de 7 cruzi fijados
en laminas portaobjetos?' (improntas), provenientes de
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medio de cultivo bifasico: el medio NNN (Nicolle, Novy,
Mc Neal) como fase solida y el medio MEM (Minimal
Essential Medium), suplementado con suero de conejo
inactivado a 56°C por 30 minutos, ademas antibioticos y
antimicdticos. De un cultivo de 7 dias de incubacion se
retiran los parasitos con solucion salina formolada'. Se
filtran, se centrifuga. Se decanta y el pellet se lava dos veces
con solucion salina estabilizadora (SSE). Se suspende en
SSE colocandose de 10 a 15 parasitos (25 pl) por campo
de 400X en cada pocillo de laminas portaobjetos. Se secan
las improntas por medio de aire caliente y luego se fija
flameandola. Se lavan los portaobjetos con agua destilada,
se secan con aire frio y se fija nuevamente a la llama.
Como conjugado se utilizé antigamaglobulina humana
de conejo unida a tiocianato de fluoresceina (Sigma®’) a
una dilucion de 1:20.

Se calcul¢ la sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo, valor predictivo negativo y exactitud con sus
respectivos intervalos de confianza(IC) al 95 %. El calculo
del IC se realiza mediante las siguientes formulas'"*-*: IC
95%=(A-B)/C a (A+B)/Cdonde A=2r+1,96%
B= 1.96 x V (1.96*+4rq) y C = 2 (n+ 1,96?)

RESULTADOS

La observacion cuidadosa de las laminas preparadas con
epimastigotes de 7. cruzi y utilizando sueros de pacientes
con infeccidon chagésica mostr6é un patrén de coloracion
periférico, es decir, coloracion fluorescente amarillo
verdosa intensa en la membrana celular y en el flagelo y
menos intensa en el citoplasma; el nticleo apenas colored
su membrana (Fig. 1). Pero si observamos la misma
preparacion antigénica utilizando, esta vez, sueros de
pacientes leishmanidsicos, la coloracién fluorescente
fue intensa solo en el nucleo e inexistente en el resto del
parasito. A este tipo de coloraciéon la denominamos patrén
de coloracion nuclear (Fig. 2).

Figura 1. IFI aplicada al suero de un paciente con
enfermedad de Chagas utilizando epimastigotos de
T. cruzi como antigeno a 1000 X
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Figura 2. IFI aplicada al suero de un paciente con
leishmaniasis utilizando epimastigotos de 7. cruzi
como antigeno a 1000 X.

Si se considera prueba positiva a la coloracion fluorescente
de la membrana y flagelo principalmente y con menor
intensidad el citoplasma de los parasitos (Patron de
coloracion periférico) utilizando epimastigotes de 7. cruzi
como sustrato antigénico y los sueros de pacientes
leishmanidsicos como controles negativos, la IFI con mil
aumentos en el diagnostico de infeccion por 7. cruzi da
una sensibilidad de 96,55% (28/29), una especificidad
de 86,84% (33/38), un VVP de 84,85% (28/33) y una
exactitud de 91%. (Tabla 1). Si se considera prueba
positiva a la coloracion fluorescente intensa del nucleo
y con menor intensidad el resto de los parasitos (Patron
de coloracion nuclear) utilizando epimastigotos de T.
cruzi como sustrato antigénico y los sueros de pacientes
chagasicos como controles negativos, la IFI a 1000
aumentos nos ofrecio, para los sueros de pacientes
leishmaniasicos, una sensibilidad de 84,21% (32/38), una
especificidad de 100% (29/29) y un VPP de 100% (32/32)
y exactitud de 91%.

Tabla 1. Valor diagnéstico de la IFI (patrén periférico)
para el diagnostico de la enfermedad de Chagas 1000 X.

Valor diagnostico % IC al 95%
Sensibilidad 96,6 82,8-99.4
Especificidad 86,8 72,7-94,2
Valor predictivo positivo 84,8 69,1 -93.3
Valor predictivo negativo 97,1 85,1 -95,5
Falsos positivos 13,2 05,8-27,3
Falsos negativos 03,4 00,6 — 17,2
Exactitud 91,0 81,8-95,8
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Tabla 2. Valor diagnéstico de la IFI (patrén nuclear)
para el diagnostico de Leishmaniasis 1000 X.

Valor diagnéstico % IC al 95%
Sensibilidad 84,2 69,6 — 92,6
Especificidad 100,0 88,3 - 100
Valor predictivo positivo 100,0 89,3 -100
Valor predictivo negativo 82,9 67,3-91,9
Falsos positivos 00,0 00,0 -11,7
Falsos negativos 15,8 07,4 —-30,4
Exactitud 91,0 81,8-95,8
DISCUSION

En un escenario de oportunidades de trabajo®, como el
cultivo de la coca, la tala de arboles, el recojo de castafia,
la explotacion del gas natural y en el futuro inmediato
la construcciéon de la carretera transoceanica, surge la
necesidad de hacer el diagndstico de una enfermedad
que es emergente en este contexto: Leishmaniasis
tegumentaria.

Como otras veces, la falta de recursos y la experiencia
ganada en el diagnostico de otra enfermedad relacionada
taxondémica e inmunoldgicamente, la enfermedad de
Chagas, hizo que salgamos de los patrones ortodoxos o
convencionales y se busque alternativas de diagndstico
viables desde el punto de vista técnico y econémico. Asi,
basados en lo reportado en la bibliografia que afirman
la reaccion cruzada entre la enfermedad de Chagas y la
Leishmaniasis; surgié la idea de utilizar epimastigotes
de T. cruzi como sustrato antigénico en la IFI para el
diagnéstico de leishmaniasis tegumentaria y no como
es lo correcto, promastigotes de Leishmania. Durante
las primeras lecturas de la IFI aplicada a sueros de
pacientes con enfermedad de Chagas y de Leishmaniasis,
corroboramos lo descrito en la bibliografia*®?? que
sefiala la presencia de reacciones cruzadas para estas dos
enfermedades. Sin embargo, la observacion continua,
persistente y detallada de la fluorescencia nos hizo ver que
la coloracion no era igual para los sueros de chagasicos y
leishmaniasicos; sino que en algunos la fluorescencia se
evidenciaba en casi todo el parasito mientras que en otros
solo comprometia el ntcleo.

Para los calculos, hemos considerado inicamente como
“sanos” o “controles” a aquellos que tenian leishmaniasis
cuando se probaba la infeccion a 7. cruzi; y a los que tenian
infeccion chagasica cuando se trataba de valorar la prueba
para leishmaniasis.

Mediante este estudio se corrobora lo descrito en la
bibliografia® que sefiala a la IFI como una prueba de
alto valor diagnostico en la infeccidon por 7. cruzi. La
imposibilidad de usar la técnica descrita anteriormente
en el diagnostico de leishmaniasis, por dar reacciones
cruzadas segun lo descrito en la bibliografia®+ %22 queda
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superada por los resultados obtenidos ya que como
hemos explicado tienen diferente patron de coloracion,
pero ademas nos brinda la posibilidad practica de poder
usar esta técnica con epimastigotos de 7. cruzi, en el
diagnostico de leishmaniasis tegumentaria, en razén a la
mayor facilidad técnica de cultivo y manipulacion del 7.
cruzi'y por la buena sensibilidad (84,2%) y sobre todo por
la alta especificidad (100%).

Los resultados obtenidos muestran que la respuesta
inmune en los pacientes con leishmaniasis se caracteriza
por la produccion de anticuerpos homologos contra
determinantes antigénicos nucleares del 7. cruzi, y no
contra aquellos ubicados en la membrana citoplasmatica,
propia de los sueros de chagésicos. Los anticuerpos
presentes en los sueros de pacientes con la enfermedad de
Chagas reaccionan contra antigenos, del epimastigoto de 7.
cruzi, ubicados en la membrana citoplasmatica, incluyendo
el flagelo y también en el ntcleo, aunque de acuerdo a la
fluorescencia, con menos intensidad y en forma periférica
en este ultimo.

La membrana plasmatica del trypanosoma, esta altamente
especializada con una gruesa cubierta de glicoconjugados
y glicoproteinas que cumplen un papel principal en
la virulencia. La mayoria de estas macromoléculas
estan adheridas a la membrana plasmatica via un ancla
de glycosylphosphatidylinositol (GPI) constituyendo
la estructura responsable del reconocimiento por el
hospedador, segtin Ferguson'®. Algunas de estas moléculas
estan expresadas como antigenos comunes en las diferentes
formas del parasito'> °.

Proteinas capaces de ligar acidos grasos “FABP” (fatty acid
binding proteins) son especificas de los diferentes tejidos
y constituyen un conjunto familiar de catorce miembros,
agrupados en cuatro grandes subfamilias FABP cardiaca,
hepatica, intestinal y de adipositos® . Recientemente
Coérdova O.® identifica FABP de T. cruzi distribuida a
nivel mitocondrial, nuclear y flagelar. La interaccion de
las FABP con el acido oleico, supone que el acido oleico
provoca un cambio en la FABP convirtiéndola en un
ligando especifico para la union nuclear'* !¢ facilitando
de esta manera la interaccion con el nucleo, y de ahi su
presencia en dicho organulo®. Estas proteinas también
se encuentran en Leishman® lo que explicaria reacciones
cruzadas entre las dos enfermedades.

Entre los antigenos de leishmania evolutivamente
conservados, las proteinas ribosomales (LiP2a, LiP2b,
LiP0/LcP0 y LelF), se ha demostrado que son reconocidas
por el sistema inmune de los hospederos con alta
frecuencia’. Asi también Carmelo®, demuestra que la
Histona H1 recombinante de Leishmania braziliensis es
reconocida por un significante porcentaje de muestras de
sueros de pacientes con leishmaniasis cutdnea, sin embargo
sefala el mismo autor que el uso de esta proteina como
herramienta para el diagndstico de leishmaniasis cutanea es
impedido por la reaccion cruzada con sueros de pacientes
con enfermedad de Chagas*.
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De otro lado, Argov? prueba sueros de 14 pacientes con
Leishmaniasis cutanea contra nueve antigenos nucleares
mediante ELISA encontrando en porcentajes relativamente
bajos anticuerpos anti Sm, RNPy SS-A, pero lo interesante
es que estos antigenos también son reconocidos por los
sueros de pacientes con lupus eritematoso sistémico,
lo cual indica reacciones cruzadas en el diagnostico de
leishmaniasis y estas enfermedades autoinmunes; nos
confirman también la presencia de anticuerpos contra
estructuras nucleares presentes en los sueros de pacientes
con leishmaniasis.

Nuestra observacidon permite suponer que la reaccion
cruzaday por lo tanto la presencia de antigenos homoélogos
de T cruziy Leishmania spp, se encuentran a nivel nuclear
y no a nivel del citosol o de la membrana plasmatica del
epimastigoto de 7. cruzi. Esta afirmacion puede ser una
orientacidn para futuras investigaciones sobre la respuesta
inmune en la leishmaniasis y en la enfermedad de Chagas
y también puede contribuir en la comprension y posterior
aplicacion de los conocimientos para la produccion de la
vacuna para estas enfermedades que afectan la salud de
personas que viven en areas endémicas.

CONCLUSIONES

Se establece claramente el patron de coloracion periférico
para el diagnostico de infeccion Chagasica y el patron de
coloracion nuclear para la leishmaniasis.

La técnica de Inmunofluorescencia Indirecta utilizando
epimastigotos de Trypanosoma cruzi tiene muy buen
desempefio en el diagnostico de leishmaniasis tegumentaria
causada por L. braziliensis o L. peruviana.
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