
   

Revista de Salud Pública

ISSN: 0124-0064

revistasp_fmbog@unal.edu.co

Universidad Nacional de Colombia

Colombia

Vargas-Duarte, Jimmy J.; López-Páez, Myriam C.; Escovar-Castro, Jesús E.; Fernández-Manrique,

José

Evaluacion por Western Blot, Inmunofluorescencia Indirecta y ELISA de Perros Infectados con

Leishmania (Leishmania) infantum

Revista de Salud Pública, vol. 11, núm. 4, agosto, 2009, pp. 641-652

Universidad Nacional de Colombia

Bogotá, Colombia

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=42217814015

   Cómo citar el artículo

   Número completo

   Más información del artículo

   Página de la revista en redalyc.org

Sistema de Información Científica

Red de Revistas Científicas de América Latina, el Caribe, España y Portugal

Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto

http://www.redalyc.org/revista.oa?id=422
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=42217814015
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=42217814015
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=422&numero=17814
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=42217814015
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=422
http://www.redalyc.org


641Agudelo - Inmigración y salud

Evaluacion por Western Blot,
Inmunofluorescencia Indirecta y ELISA

de Perros Infectados con Leishmania
(Leishmania) infantum

Rev. salud pública. 11 (4): 641-652, 2009

Western blot, ELISA and indirect immunofluorescence test
evaluation of Leishmania (Leishmania) infantum-infected dogs

Jimmy J. Vargas-Duarte1,  Myriam C. López-Páez2, Jesús E. Escovar-Castro3

y José Fernández-Manrique3

1 Instituto de Genética, Universidad Nacional de Colombia. jjvargasd@unal.edu.co.
2 Departamento de Salud Pública, Parasitología. Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Co-
lombia.  mclopezp@unal.edu.co.
3 Departamento de Ciencias básicas. Universidad de la Salle. jeescobar@unisalle.edu.co,
josefernandezm@yahoo.com

Recibido 19 Enero 2009/Enviado para Modificación 9 Julio 2009/Aceptado 15 Julio 2009

RESUMEN

Objetivo Evaluar el desempeño de las pruebas empleadas en Colombia para el
diagnóstico de la leishmaniasis visceral canina y adaptar una técnica de Western blot
empleando animales experimental y naturalmente infectados.
Metodología Se obtuvieron sueros de 10 perros infectados experimentalmente con L.
infantum, 5 perros infectados naturalmente, 16 perros sanos, 26 de reacción cruzada
(infectados con Babesia canis, Erhlichia canis, Dirofilaria immitis, Trypanosoma cruzi,
Leishmania (Viannia) spp.), 40 de zonas no endémicas y 150 de zona endémica.
Todos fueron evaluados mediante las pruebas de inmunofluorescencia indirecta
(IFI), ELISA y Western blot (WB).
Resultados Se encontró que IFI tuvo el mayor porcentaje de positividad en los perros
infectados (73 %) mientras que el menor porcentaje de falsos positivos se obtuvo por
WB (2,5 %).  La prueba de ELISA fue la menos eficiente. Fueron reconocidas 24
fracciones antigénicas, las bandas de 29, 34, 50, 69, 75, 86, 99 y 123 kDa fueron
responsables de reacciones inespecíficas en los sueros de perros sanos, de zona
no endémica y de reacción cruzada.  Las bandas por debajo de 29 kDa mostraron ser
potencialmente diagnósticas, especialmente la fracción de 13 kDa.
Conclusiones Los métodos directos y serológicos pueden subdiagnosticar la infección
por Leishmania, solamente un constructo que combine tanto pruebas directas como
indirectas sería la forma más eficiente de diagnóstico.

Palabras Clave: Leishmaniasis Visceral, Western blotting, prueba ELISA, pruebas
inmunológicas, reservorios (fuente: DeCS, BIREME).
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ABSTRACT

Objective Evaluating canine visceral leishmaniasis diagnostic test performance in
Colombia and adapting the Western blot test in naturally and experimentally infected
dogs.
Methods Sera were obtained from 10 experimentally L. Infantum-infected dogs, 5
naturally infected dogs, 16 healthy dogs, 26 Babesia canis, Erhlichia canis, Dirofilaria
immitis, Trypanosoma cruzi and Leishmania (Viannia) spp infected dogs, 40 dogs
from non-endemic areas and 150 from endemic areas. Sera were tested for L. infantum
infection using immunofluorescent antibody (IFAT), ELISA and Western blot (WB) tests.
Results Positives results were obtained for 73 % of known infected dogs by the IFAT
test and false positives were obtained for 2.5 % of non-infected dogs using WB.  ELISA
was not efficient for diagnosis. 24 antigenic fractions were recognised in tested sera
using WB; however, 29, 34, 50, 69, 75, 86, 99 and 123 kDa bands were recognised in
sera from dogs from non-endemic areas, healthy dogs and Trypanosoma cruzi,
Erhlichia canis, Dirofilaria immitis and Babesia canis infected dogs. The 13 kDa frac-
tion proved potentially useful for diagnosing canine visceral leishmaniasis.
Conclusions The separate use of parasitological and serological test could lead to
misdiagnosis of Leishmania infection; using both kinds of technique simultaneously
is thus highly recommended.

Key Words:  Leishmaniasis, immunoblotting, enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), fluorescent antibody technique, immunological test, reservoir (source: MeSH,
NLM).

incrementado los casos de LV debido a factores como malnutrición, el síndrome
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), cambios demográficos y ecológicos, in-
cremento de cepas resistentes a los tratamientos, establecimiento de nuevos
mecanismos de transmisión y fallas en las estrategias convencionales de control
de reservorios y flebótomos (2,3).

En los perros la LV induce un cuadro clínico variable con manifestaciones
tanto cutáneas como viscerales, sin embargo, del 35 al 59 % de los animales
infectados son asintomáticos lo que plantea un importante problema de salud
pública (4).  La infección en el perro, principal reservorio doméstico de LV,
facilita la transmisión vectorial al hombre, mediante mosquitos flebótomos
contaminados con los amastigotes presentes en la sangre y la piel de este tipo de
mascotas (1,5).  Las pruebas serológicas han sido las herramientas de elección
en el diagnóstico de LV canina, especialmente cuando se requiere detectar
portadores asintomáticos o monitorear esquemas de control (6-9).  Se han
reportado valores entre 90 - 100 % de sensibilidad y 80% de especificidad para

L a leishmaniasis visceral (LV) es una de las enfermedades parasitarias más
importantes en humanos y su transmisión en América se relaciona con la
presencia de reservorios animales (1). Durante los últimos 30 años se han
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inmunofluorescencia indirecta (IFI) (3,9-10), del 85 – 96 % de sensibilidad y 86 –
98 % de especificidad para las pruebas de ELISA  (4,6,10-13) y con respecto a
la prueba de aglutinación directa (DAT) se habla de una sensibilidad del 100 % y
una especificidad del 98,8 % (14).  Pruebas serológicas como el Western blotting
(WB), son consideradas herramientas altamente sensibles y que han mejorado el
diagnóstico de LV en perros, sin embargo, no existe aún consenso con respecto
al patrón de reconocimiento de polipéptidos que pueda relacionarse con la dinámica
clínica o parasitológica durante la infección en el perro (3,7,8,15-24).

El presente trabajo evaluó el desempeño de las diferentes pruebas empleadas
en el diagnóstico de LV canina, con el propósito de reforzar las estrategias de
control en reservorios y mediante la adaptación de la prueba de WB buscó
establecer el grado de correlación presente entre los resultados obtenidos y los
estados clínico y parasitológico.

MATERIALES Y METODOS

Perros inoculados experimentalmente con Leishmania infantum: Se inocularon
2 grupos de 3 perros cada uno con 106 y 104 promastigotes de la cepa MCAN/
COL/98/CAT por vía intravenosa (IV) respectivamente y un grupo de 4 perros
con 104 parásitos vía intradérmica (ID).  Todos fueron sometidos a los 2, 4 y 8
meses post inoculación (mpi) a valoración clínica, toma de sangre, aspirados de
ganglio linfático poplíteo y cultivo en medio 3N.  Los sueros fueron alicuotados y
almacenados a -20ºC.

Perros inoculados experimentalmente con Trypanosoma cruzi: Se inocularon
3 perros con tripomastigotes de la cepa MHOM/CO/SPR y 2 perros con la cepa
MHOM/CO/DA por vía IV con 2 x 104 parásitos por kg de peso.  Todos los
perros fueron sometidos a los 15 días, 1, 2 y 4 meses post inoculación a valoración
clínica, toma de sangre de la vena cefálica para prueba de microhematocrito y
para la obtención de sueros.

Sueros controles positivos y negativos: Se tomaron 5 sueros de perros de
zona endémica y 16 sueros de perros de la ciudad de Bogotá D.C.  Todos fueron
confirmados parasitológicamente por impronta y cultivo de muestras de ganglio
linfático poplíteo, hígado, bazo y médula ósea.

Sueros de reacción cruzada con otros parásitos: Se recolectaron 10 muestras
de sueros de perros infectados con Babesia spp. (3), Erhlichia spp. (3), Dirofi-
laria spp. (2) y Leishmania (Viannia) spp. (2).

Vargas - Evaluación por Western Blot
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Sueros de perros de zona endémica y no endémica: Se colectaron 150 y 40
muestras de sangre en zona endémica y  no endémica respectivamente.

Prueba de Inmunofluorescencia indirecta: Se llevó a cabo teniendo en cuenta
lo descrito por Corredor et al. (25) empleando promastigotes de Leishmania
infantum y un conjugado anti-Ig G canina marcado con fluoresceína a la dilución
de 1:32.  Se emplearon diluciones seriadas de los sueros desde 1:16 hasta 1:4096
y el punto de corte fue establecido en una dilución 1:32.

Prueba de ELISA: Se llevó a cabo teniendo en cuenta lo descrito por Pappas
et al. (26) y Vega et al. (10) empleando un lisado de promastigotes de Leishma-
nia infantum con una concentración de 7,5 µ/ml y diluciones de suero de 1:600.
Se empleó un conjugado anti-Ig G canina marcado con fosfatasa alcalina  a la
dilución 1:6000.  El punto de corte fue establecido a un valor de absorbancia
0.421.

Prueba de Western Blotting (WB):  Se llevó a cabo siguiendo lo descrito por
Laemmli (27) y Towbin et al. (28) empleando un lisado de promastigotes de
Leishmania infantum cuya concentración de proteína fue medida por el método
de Bradford (29) empleando 5 ìg por carril. La separación por electroforesis se
llevó a cabo en geles de poliacrilamia al 12% con SDS 0,1 %.   La dilución de
suero empleada fue de 1:200 y del conjugado de 1:20000.

Análisis de resultados: Se calcularon los parámetros de sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo y prevalencia
aparente para cada una de las pruebas así como la concordancia entre ellas  con
la  sintomatología  clínica  tanto  a  nivel  experimental  como a  nivel  de  campo
empleando el programa WinEpiscope 2.0 (Borland® & Delphi TM, 1998).

Aspectos éticos: Se aplicó la Ley 84 de 1989 (30) y la Resolución No. 8430
de 1993 del Ministerio de Salud (31).

RESULTADOS

Los perros inoculados experimentalmente mostraron variaciones en la respuesta
clínica y parasitológica dependiendo del tipo de inóculo y de la fase de infección.
En los inóculos 106 y 104 IV se observaron perros sintomáticos y asintomáticos
mientras que con el inóculo 104 ID todos los perros en algún momento fueron
sintomáticos.  No se logró demostrar la presencia de amastigotes en 3 de los 10
perros inoculados experimentalmente  (Tabla 1).
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Tabla 1.  Resultados obtenidos en los perros infectados experimental y
naturalmente a nivel clínico, parasitológico y serológico

IV: Invtravenoso.  ID: Intradérmico. nLp: Nódulo linfático poplíteo. B: Bazo

Por WB, los sueros de los perros infectados experimentalmente con L.
infantum  reconocieron 15 fracciones antigénicas entre 10 y 123 kDa mientras
que los perros infectados naturalmente reconocieron 9 fracciones antigénicas
adicionales.  Los perros infectados con T. cruzi mostraron reacciones cruzadas
en 8 bandas. Los animales infectados con Erhlichia spp., Babesia spp. y Dirofi-
laria spp. reconocieron únicamente las bandas de 50 y 69 kDa; en el caso de los
perros infectados con L. (Viannia) spp. no se observó reacción cruzada con la
fracción antigénica de 13 kDa, la cual fue reconocida exclusivamente en sueros
de perros infectados con L. infantum.  Los perros sanos reconocieron las bandas
de 69, 75, y 123 kDa.

Vargas - Evaluación por Western Blot
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Se encontró que el 64 % de los perros sintomáticos y el 37 % de los
asintomáticos fueron positivos a WB.  En muestras de perros parasitológicamente
confirmados el 77 % fueron positivas a WB mientras que el 45 % fueron positivas
para WB, pero negativas parasitológicamente a pesar de la infección experi-
mental.

En los animales infectados experimentalmente con L. infantum se encontró
que el 45,4 % fueron positivos a IFI y WB y que el 67,5 % de los perros no
infectados fueron negativos a las dos pruebas.  Por ELISA y WB se encontró
que para estas dos pruebas de los animales infectados experimentalmente fueron
positivos el 48,4 % y negativos el 57,5 % de los perros no infectados.

Tabla 2. Parámetros calculados para la evaluación del estado clínico,
parasitológico y las pruebas serológicas de IFI, ELISA y WB en los casos de

leishmaniasis visceral canina

* =0.05

Los resultados y los parámetros de todas las pruebas pueden observarse en la
Tabla 2. El examen parasitológico mostró la menor sensibilidad y las prevalencias
aparentes obtenidas mediante las pruebas de WB y el examen parasitológico son
las más bajas, además la prevalencia obtenida mediante el examen parasitológico
difiere significativamente ( =0,05) de la prevalencia real.  Los índices kappa ( )
más  altos  se  presentaron  con  la  prueba  de  IFI  y  ELISA  ( =0,59), examen
parasitológico y estado clínico ( =0,59) y examen parasitológico y WB ( =0,52).
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DISCUSIÓN

El desarrollo de herramientas diagnósticas para detectar animales infectados
con L. infantum constituye una de las tareas prioritarias establecidas por la
OMS para el control de la leishmaniasis zoonótica (1,32).  De Paula et al. (3) e
Iniesta et al. (17) afirman que los estudios epidemiológicos y las medidas de
control, en los casos de LV zoonótica, deben basarse en los valores verificados
de sensibilidad y especificidad de cada prueba, sin embargo, no existe consenso
sobre cual técnica sería la más eficiente.

Según Desjeux (1), en humanos el diagnóstico por aspirado de bazo es
considerado el “gold estándar”.  Esto contrasta con lo obtenido en los perros
infectados naturalmente donde se encontró que la impronta de bazo fue menos
sensible (40 %) que el aspirado de ganglio linfático poplíteo (80 %).  En los
perros experimentales la máxima sensibilidad del aspirado de ganglio alcanzó el
70 % a los 4 mpi.  Es posible que existan variaciones con respecto a la distribución
del parásito en relación a la especie afectada (4,33-35).

Alexandre y Dias (9) reportan que IFI mejora la precocidad del diagnóstico
en perros asintomáticos situación que se confirmó experimentalmente en perros
infectados pero negativos parasitológicamente.  De los 10 sueros tomados 2 mpi
el 50 % fue positivo por IFI, 20 % por WB y solo el 10 % por ELISA.  Los
programas de control de LV canina han considerado la prueba de IFI como la
técnica de elección para el diagnóstico (9,10,32,36); en este estudio se encontró
que el 27,3 % de los perros infectados mostraron títulos negativos (Tabla 1).
Bernardina et al. (13) y Mancianti et al. (6) reportaron positividad para la prueba
de IFI entre el 93 % y el 97,8 % en perros confirmados parasitológicamente
respectivamente, datos que contrastan con el 72,7 % de positividad obtenido en
este estudio.  Por IFI solo se detectó al 67,5 % de los perros no infectados como
tal, similar a lo descrito por De Paula et al. (3).

En los perros se han reportado reacciones cruzadas por IFI con miembros
relacionados de la familia Trypanosomatidae como T. cruzi y algunas especies
de Leishmania sp.  cutánea  circulantes  en  perros  (9,32).   Vega et al. (10)
encontraron reacciones cruzadas con T. evansi y el presente trabajo evidenció
positividad después de los 2 mpi en perros con T. cruzi.  Por IFI no se encontraron
reacciones cruzadas con babesiosis, erhlichiosis ni dirofilariasis, similar a lo descrito
por Mancianti et al. (6).

Vargas - Evaluación por Western Blot
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Según Alexandre&Dias (9), Vega et al. (10), Travi et al. (4) y Mancianti et
al. (37) la prueba de ELISA ha permitido obtener mayor sensibilidad y especificidad
en el diagnostico de LV canina.  Sin embargo, el ELISA no mejoró la precocidad
en el diagnóstico con respecto a IFI.  Según Nieto et al. (22) el tipo de antígeno
y la purificación del mismo puede afectar los resultados en fases iniciales de la
infección con LV canina.  El porcentaje de positividad obtenido en los perros
infectados tanto natural como experimentalmente, fue del 51,5 %, el menor para
las tres pruebas utilizadas, lo que contrasta con lo descrito por Mancianti et al.
(37).  Por ELISA se obtuvo el mayor porcentaje de falsos positivos y de los
perros no infectados el 10 % no mostraron títulos de anticuerpos por IFI pero sí
fueron positivos por ELISA; lo que concuerda con lo descrito por Almeida et al.
(7) quienes encontraron que los valores de especificidad de ELISA disminuyeron
debido al uso de antígenos crudos y la presencia de anticuerpos de reacción
cruzada.  En los sueros de perros inoculados con T. cruzi el 81 % fueron positivos
por ELISA, reacciones que también han sido reportadas Vercammen et al. (12).
Se observó reacción cruzada con Erhlichia spp. a diferencia de lo reportado por
Mancianti et al. (6) quienes encontraron reacciones cruzadas con Dirofilaria
spp. y Babesia spp. Las reacciones inespecíficas pueden darse con antígenos
crudos como lo reportan Alexandre&Dias (9) y Mancianti et al.  (37)  o  a
condiciones nutricionales y exposición a otros patógenos como lo reportan
Bernardina et al. (13), Abranches et al. (18) y Pappas et al. (26).

La prueba de WB no incrementó significativamente los niveles de detección
obtenidos  por  las  pruebas  de  IFI  o  ELISA en  los  animales  infectados.   Los
resultados de las pruebas de ELISA y WB en animales infectados fueron similares,
datos que concuerdan con los reportados por Deplazes et al. (38), posiblemente
debido a que el antígeno empleado para las dos pruebas fue el mismo y el porcentaje
de detección de perros en fases iniciales de la infección experimental fue bajo
para las dos pruebas.  Teniendo en cuenta que con la prueba de WB fue posible
determinar las fracciones antigénicas responsables de algunas de las reacciones
cruzadas que probablemente afectaron el desempeño de las pruebas de IFI y
ELISA, se logró disminuir el número de falsos positivos por WB.

Se encontró que las fracciones de 13, 57 y 73 kDa se visualizaron en los
sueros de perros parasitológicamente comprobados e infectados naturalmente y
en los sueros de seguimiento experimental en todas las fases y con todos los
inóculos.  Datos similares han sido reportados por De Paula et al. (3), Aisa et al.
(16), Mancianti et al. (37), Neogy et al. (15) y Abranches et al. (18).
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Fracciones de bajo peso molecular (13 kDa) han sido reportadas por Mary et
al. (39) como potencialmente diagnósticas, especialmente en fases tempranas
de LV, dato que corresponde a lo observado en este estudio donde esta banda
fue reconocida solamente por los perros inoculados experimentalmente con L.
infantum a partir de los 2 mpi e incluso no fue reconocida por los sueros de
perros infectados con L. (Viannia) spp. Fernández-Pérez et al. (8) reportaron la
visualización de la banda de 57 kDa en perros sintomáticos relacionándola con
respuesta tipo Th2, por el contrario esta banda fue reconocida en el presente
estudio tanto en perros sintomáticos como asintomáticos, posiblemente porque
durante el proceso de infección los animales se encontraban en fase prepatente.
Con respecto al reconocimiento de la banda de 73 kDa, Mancianti et al. (37)
reporta la presencia de esta banda en perros infectados, sin embargo Mary et al.
(32) y Aisa et al. (16) describen reacciones inespecíficas con los antígenos ubicados
en el rango de 70-75 kDa en perros de zonas libres de LV.  La alta frecuencia de
reconocimiento y la fuerte intensidad que se presentó con la banda de 69 kDa
pudo deberse a que, como lo expone Aisa et al. (16), en este rango de pesos
moleculares se encuentran péptidos de proteínas de choque térmico, altamente
conservados entre los diferentes organismos vivos.  En este trabajo se encontraron
reacciones cruzadas con antígenos de Babesia spp., específicamente con las
fracciones de 50, 69 y 75 kDa, sin embargo las reacciones cruzadas con antígenos
de Ehrlichia spp. descritas en este mismo trabajo con la prueba de ELISA no
fueron confirmadas por prueba de WB.

Con respecto a otras bandas importantes encontradas, la banda de 32 kDa ha
sido  también  descrita  por  De  Paula et al. (3) quienes la catalogan como
potencialmente diagnóstica en los casos de LV en América asociándola con una
banda de 29 kDa, que también fue visualizada en los perros infectados con L.
infantum en todos los inóculos y durante todo el seguimiento experimental pero
de forma similar fue observada en una muestra de suero de uno de los perros
inoculados experimentalmente  con T. cruzi 120 dpi.  Por lo tanto, los hallazgos
obtenidos indican que en zonas donde circulen de forma concomitante L. infantum
y T. cruzi no debería tenerse en cuenta las bandas de 29, 34, 50, 69, 75, 86, 99 y
123 kDa.  El uso de los análisis de WB es útil en la determinación de los perros
infectados con LV; sin embargo no existe consenso con respecto al patrón de
reconocimiento.

Los estudios realizados en Brasil, muestran a IFI como la prueba de referencia
para  el  control  de  LV  en  perros  (3,9,40).   Los  resultados  de  este  trabajo
confirmarían la utilidad de la prueba de IFI ya que mostró la mayor sensibilidad y
una alta especificidad comparada con las demás pruebas, adicionalmente junto

Vargas - Evaluación por Western Blot
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con la  prueba de ELISA fue la  que más se acercó a  la  prevalencia real.   La
concordancia ( ) más alta a nivel de campo se presentó con las pruebas de IFI
y WB, lo que indicaría que al emplearlas concomitantemente sería posible obtener
una buena sensibilidad (IFI) y especificidad (WB) en los análisis de campo como
lo demostró De Paula et al. (3) y las prevalencias aparentes obtenidas no se
alejarían significativamente de la prevalencia real.

Teniendo en cuenta que los métodos directos y las pruebas serológicas en
zonas endémicas pueden subdiagnosticar la infección por LV es recomendable
adaptar nuevas técnicas que permitan un diagnóstico más sensible en las etapas
tempranas de la infección y después del tratamiento en los perros afectados; sin
embargo, solamente un constructo que combine tanto pruebas directas como
indirectas sería la forma más eficiente de diagnóstico.  En el caso de WB, el
emplear las bandas específicas encontradas en este trabajo como indicadores de
infección temprana, especialmente aquellas con pesos moleculares <30 kDa,
con preparaciones antigénicas mucho más elaboradas, podría mejorar los valores
de sensibilidad y especificidad de la prueba.  Debido a que existen otras formas
zoonóticas de leishmaniasis circulando en los perros en América, en estudios
posteriores deberían emplearse un mayor número de muestras de suero de perros
infectados con aislados causantes de leishmaniasis cutánea, ya que los datos
obtenidos en este estudio aún son muy reducidos
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