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RESUMEN

La inmunofluorescencia indirecta (IFl) es
una técnica inmunoldgica usada para la
deteccion de anticuerpos contra el para-
sito Leishmania sp. y es util, en especial,
para el diagndstico de leishmaniasis
mucosa como primainfeccién. Se estudié
la deteccion de anticuerpos contra
Leishmania sp. mediante la IFl en 21
pacientes residentes de una zona endé-
mica de la enfermedad, con diagnéstico
de leishmaniasis cutdnea. El objetivo del
estudio fue conocer la sensibilidad de la
pruebay, por tanto, determinar su utilidad
en el diagnostico de la enfermedad
cutanea. Se observo que un 38,1% de
las muestras analizadas fueron falsos
negativos y la sensibilidad del IFI fue
61,91. Se concluye que el IFl usado en el
diagnostico de la leishmaniasis cutanea
mostré una baja sensibilidad y un alto
porcentaje de falsos negativos, porlo que
se recomienda su uso en casos particu-
lares como el diagnéstico de la leishma-
niasis mucosa como primainfeccion.

Palabras clave: leishmaniasis, sensibi-
lidad, diagndstico, inmunofluorescencia
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SUMMARY

Indirect Immunofluorescence "IFI" is an
immunological technique used for the
detection of antibodies against the para-
site Leishmania sp. and is especially
useful for the diagnosis of mucosal leis-
hmaniasis as primainfection. The detec-
tion of antibodies against Leishmania sp.
through the IFI in 21 patients residing in
an area endemic to the disease, with a
diagnosis of cutaneous leishmaniasis.
The goal of the study was to know the
sensitivity of the test and therefore to
determine its usefulness in the diagnosis
of cutaneous disease. It was observed
that 38.1% of the analyzed samples
were false negatives and the IFI sensiti-
vity was 61.91. It is concluded that the IFI
used in the diagnosis of cutaneous leish-
maniasis showed a low sensitivity and a
high percentage of false negatives, so it
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is recommended to be used in particular
cases as the diagnosis of mucosal leish-
maniasis as primainfection.

Keywords: leishmaniasis, sensitivity,
indirect immunofluorescence, diagnosis

[. INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad
parasitaria causada por el protozoario
del género Leishmania. Los parasitos de
este género son transmitidos por dipteros
del género Lutzomyia, los cuales, al picar
al ser humano, en la mayoria de casos,
producen en la zona de la picadura una
Ulcera con tendencia a la cronicidad (1).
Entre los métodos de diagndstico mas
comunes estan el frotis directo, el cultivo
y, en algunos casos, se utilizan pruebas
para la deteccion indirecta del parasito,
como la inmunofluorescencia indirecta

(IF1) (1).

En ocasiones, la IFl es descrita como
una prueba de buena sensibilidad vy
especificidad diagndstica, y con un costo
relativamente bajo, que se emplea para
detectar los anticuerpos del paciente (2),
aunque en otros ensayos se menciona
su uso en la deteccién del parasito utili-
zando anticuerpos monoclonales (3).

Las pruebas seroldgicas como el IFl son
utiles para el diagnéstico de la leish-
maniasis tegumentaria de tipo mucosa,
debido a que en estos casos es dificil el
reconocimiento parasitario directo, espe-
cialmente, por la baja parasitemia y las
zonas donde se encuentran las lesiones,
las cuales son dificiles de acceder. La
mayor parte de los casos de leishma-
niasis tegumentaria se presentan en
paises como Afganistan, Argelia, Brasil,
Pakistan, Peru, Arabia Saudita y Siria.
Cuando la especie vinculante a la enfer-
medad es L. brazilensis, es probable que
exista ulceracion cutanea vy, posterior-
mente, dafo a las mucosas, especial-
mente a nivel nasal y faringea (4). Las

pruebas diagnosticas seroldgicas, como
Elisa e IFI, han mostrado buenos resul-
tados cuando se han comparado con
pruebas moleculares, segun un estudio
espanol (5). Entre los las pruebas de
inmunofluorescencia se han detectado
IgG, IgM e IgA, con diferentes grados de
sensibilidad y especificidad (6).

II. METODOLOGIA

Los pacientes fueron captados en forma
pasiva en el centro de salud de Huepe-
tuhe, Madre de Dios. Los criterios de
inclusion fueron caracteristicas de dafno
tisular con presuncion de leishmaniasis,
a todos los pacientes se les informd
sobre los procedimientos considerados
en las acciones del sistema de salud y
solo se obtuvo el consentimiento oral,
posteriormente se les realizo una biopsia
con procedimiento anestésico para el
examen parasitologico directo por frotis.
En el caso de los pacientes que dieron
positivo por frotis, una parte de las biop-
sias fueron guardadas en crioviales
con etanol de 96° para determinacion
molecular de la especie involucrada v,
ademas, se procedid a extraer 5 ml de
sangre venosa para el procedimiento
de IFI antes del inicio terapéutico vy, en
algunos casos, se realiz el seguimiento
a los pacientes hasta el término del
tratamiento a los veinte dias, cuando se
procedié también a tomar una muestra
de sangre venosa de 5 ml para evaluar
el aumento o disminucién de la titula-
cion de anticuerpos relacionado con el
término de la terapia.

Las muestras de suero fueron enviadas
al Instituto Nacional de Salud para el
desarrollo del IFI. Alli se determinaron
puntos de corte mayores a 1/16 para
informar un resultado como positivo.
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I11. RESULTADOS

CODIGO LECTURA IFI FROTIS  LEISHMANINA Vﬁfgf&g |
1 $(NEGATIVO) POSITIVO  NEGATIVO L. braziliensis
2 $(1/40) POSITIVO  N.D. N.D.
3 $(1/40) POSITIVO  N.D. N.D.
4 $(NEGATIVO) POSITIVO  N.D. N. D.
5 %(NEGATIVO) POSITIVO  N.D. N. D.
6 $(INDETERMINADO) POSITIVO  N.D. N.D.
7 $(POSITIVO DEBIL)%(POSITIVO DEBIL)  POSITIVO ~ NEGATIVO L. lainsoni
8 $(NEGATIVO) POSITIVO  N.D. N.D.
9 $(NEGATIVO)%(INDETERMINADO) POSITIVO  N.D. N.D.
10 $(1/80) POSITIVO N. D. L. lainsoni
11 $((1/40)%(1/80) POSITIVO  POSITIVO L. braziliensis
12 $(1/40) POSITIVO  N.D. N. D.
13 $(1/40) POSITIVO  POSITIVO L. braziliensis
14 $(POSITIVO DEBIL) POSITIVO  N.D. L. braziliensis
15 $(1/80)%(1/80) POSITIVO  POSITIVO L. braziliensis
16 $(1/80) POSITIVO  POSITIVO L. braziliensis
17 $(POSITIVO DEBIL) POSITIVO  N.D. L. braziliensis
18 $(NEGATIVO) POSITIVO  N.D. N.D.
19 $(NEGATIVO) POSITIVO N. D. L. amazonensis
20 $(POSITIVO DEBIL) POSITIVO  NEGATIVO L. braziliensis
21 $(POSITIVO DEBIL) POSITIVO N. D. L. amazonensis
22 &(NEGATIVO) N.D. N.D. N.D.

Leyenda: $ = Primera muestra antes del tratamiento, % = Segunda muestra después del tratamiento de 20 dias, & =
Muestra para confirmar leishmaniasis mucosa, N. D. = No determinado.

IV. DISCUSION

Un estudio realizado en Colombia
demostré6 que el 98,7% de pacientes
infectados con Leishmania sp. con diag-
néstico por frotis directo fueron posi-
tivos por IFl. En contraste, otro estudio
menciona que no existe una correlacion
entre la enfermedad y la deteccién de
anticuerpos en la infeccion por L. mexi-
cana (1). Ademas, se menciona que no
presentaron reacciones cruzadas con
titulos iguales o mayores a diluciones
1/16 (1). Los titulos de anticuerpos de
las personas infectadas no variaron con
el tiempo de evolucion de las lesiones,
por lo que no podrian ser usadas como
un buen marcador de evoluciéon durante
el tratamiento de la enfermedad vy

posteriormente a este, ademas de no
poder discriminar entre una infeccion
primaria y una secundaria (1).

El IFI pueda presentar reacciones
cruzadas en los casos de leishmaniasis
y tripanosomiasis, aunque en forma inte-
resante los patrones de fluorescencia
son diferentes para la tripanosomiasis
“patrdn periférico” y leishmaniasis “patrén
nuclear” cuando se usa como antigeno
a epimastigotes de Trypanosoma cruzi
(2). Aunque un estudio espafnol mostro
una buena correspondencia entre la
deteccién de IgG y las pruebas mole-
culares (5), en nuestro caso se obser-
varon dos falsos negativos comparados
con el diagnostico molecular que detectd
Leishmania braziliensis y Leishmania
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amazonensis, respectivamente (tabla
1). En la comparacién del IFI versus el
frotis como prueba patrén, se observé un
38,1% de falsos negativos y una sensi-
bilidad aproximada del 61,91% (tabla 1).

Un estudio brasileio menciona la alta
especificidad de la inmunofluorescencia
paradetectarlalgA, aunque una muy baja
sensibilidad (6). En el caso de nuestro
estudio, se corrobora la baja sensibilidad
del IFl, debido probablemente al dete-
rioro de los anticuerpos en la cadena de
transporte hasta un laboratorio de refe-
rencia y a la hemdlisis de la muestra.
Adicionalmente, la produccién de anti-
cuerpos esta mediada por el estado nutri-
cional del paciente o la especie infec-
tante que en ocasiones puede ocasionar
inmunodepresion e inmunomodulacion,
en especial en el caso de Leishmania
amazonensis (7). Un reporte de la OMS
(2010) corrobora la baja sensibilidad en
la variable especificidad del IFl para la
leishmaniasis cutanea, mientras que en
el caso de la leishmaniasis mucocutanea
puede ser usado como un predictor de
la enfermedad, aunque esta técnica no
puede distinguir una primera infeccién
de una posterior (8). Por tanto, debe ser
evaluado su uso, recomendandose para
los casos de presuncion de leishmaniasis
mucosa, en los que el acceso al tejido
patolégico es complicado desde el punto
de vista procedimental y de estudios de
la respuesta inmune. Adicionalmente, el
uso del IFI en los laboratorios referen-
ciales podria enfocarse en el monitoreo
activo de personas y otros animales
reservorios /huéspedes con leishma-
niasis asintomatica “latente’ dentro del
sistema de vigilancia de la enfermedad.

Un dato interesante es que, entre las
muestras que se tomaron antes del trata-
miento y al término de este, en ningun
caso hubo disminucion del titulo de
anticuerpo y, en contraste, en un caso
el titulo subié de 1/40 a 1/80 (tabla
1). Esto se debe, probablemente, al

deterioro de la primera muestra en la
cadena de transporte o a un reforza-
miento de la respuesta Th2 durante el
tratamiento.

La comparacion entre el IFl, que mide
la respuesta Th2, y la leishmanina, que
mide la respuesta Th1, muestra concor-
dancia. Se muestra una baja o nula
respuesta inmunoldgica en tres casos de
infeccion por L. braziliensis y L. lainsoni,
y una respuesta inmunoldgica marcada
en cuatro casos de infeccién por L. brazi-
liensis (tabla 1). Estos datos pueden
estar relacionados con el estado nutri-
cional del paciente.

Entre las limitaciones del presente
estudio estuvieron la falta de rigurosidad
en la mantencién de la cadena en frio
para preservar la naturaleza de los anti-
cuerpos a estudiar; ademas, la falta de
seguimiento a un grupo importante de
pacientes para medir el titulo de anti-
cuerpos al final del tratamiento.

En conclusién, se observd que el IFI,
como prueba de diagndstico de la
leishmaniasis, posee una baja sensibi-
lidad, y es ademas una técnica que no se
practica en muchos centros asistenciales
por su relativa complejidad y costos.
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