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1. RESUMEN

La Leishmaniasis Visceral (LV) es la forma mortal de las Leishmaniasis, la cual
causa la muerte a mas del 90% de los pacientes que la padecen. El diagndstico de
la LV se realiza a través de la observacion directa del parésito lo que requiere
procedimientos complejos por lo que su uso se restringe a centros especializados.
Las pruebas inmunocromatograficas (ICT) son una alternativa de facil realizacion y
permiten un diagnostico presuntivo de la enfermedad, tanto en humanos como en
caninos, los cuales desempefian un papel fundamental en el circuito epidemioldgico
de transmision. Sin embargo, se ha demostrado la variabilidad que pueden
presentar las pruebas de acuerdo con la zona geogréfica donde se aplican. Por lo
anterior, este estudio evalu6 el desempefio diagndstico de 4 pruebas
inmunocromatogréaficas para LV (Kalazar Detect™ y ad-bio Leishmania 1gG/IgM
Combo Rapid Test para muestras de humanos, DPP® CVL rapid test y Kalazar
Detect™ rapid test, Canine para muestras de caninos) en sueros provenientes de
humanos y caninos de zonas endémicas de Colombia. Se seleccionaron 82 sueros
de humanos y 70 de caninos diagnosticados como positivos por
Inmunofluorescencia Indirecta (IFl) y 74 sueros de humanos y 54 sueros de caninos
diagnosticados como negativos. Para el caso de las muestras humanas las pruebas
evaluadas no mostraron diferencias en cuanto a sensibilidad (91,5%), mientras que
con la prueba ad-bio Leishmania IgG/IgM Combo Rapid Test se observdé mayor
especificidad (E=93,2%), valores predictivos (VPP=93,8%, VPN=90,8%) y razones
de verosimilitud (RVP=13,54, RVN=0,09) frente a la prueba Kalazar Detect™
(E=89,19% VPP=90,4%, VPN=90,4%, RVP=8,46, RVN=0,09). La prueba DPP®
CVL rapid test aplicada en muestras de caninos demostré tener un mayor valor de
sensibilidad (85,7% frente a 82,9% de la prueba Kalazar Detect™ rapid test,
Canine), sin embargo, los demas parametros evaluados fueron inferiores (E=79,6%
VPP=84,5%, VPN=81,1%, RVP=4,2, RVN=0,18) comparados con la prueba Kalazar
Detect™ rapid test, Canine (E=92,6% VPP=93,6%, VPN=80,6%, RVP=11,2,
RVN=0,18). No se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas en las
areas bajo la curva de las pruebas tanto de humanos (p=0,6596) como de caninos
(p=0,3219). Se concluye que las pruebas rapidas representan una herramienta de
gran utilidad para la tamizacién de la LV, siempre y cuando se acompafien de un
cuadro clinico sugestivo de la enfermedad, sin que se descarte totalmente la
necesidad de la confirmacién por las técnicas tradicionales. Se recomienda
desarrollar pruebas rapidas basadas en las cepas del parasito circulantes en el pais.

Palabras clave: Leishmaniasis Visceral, Pruebas rapidas, Desempefio diagnostico



ABSTRACT

Visceral Leishmaniasis (VL) is the lethal clinical presentation of the Leishmaniasis,
that causes the dead to more than 90% of the patients that suffer it. The diagnosis
of VL is made by the direct observation of the parasite that requires complex
proceedings, and restricted to specialized centers. The Immunochromatographic
Tests (ICT) are an easy-to-use alternative that allows to obtain a presumptive
diagnosis of the disease, both in humans and dogs. The latter plays an important
role on the epidemiological circuit of transmission. However, the variability that these
ICTs can present has been demonstrated depending on the geographical area
where they are applied. Therefore, this study evaluated the diagnostic performance
of 4 ICTs for VL (Kalazar Detect™ and ad-bio Leishmania IgG/IgM Combo Rapid
Test for human samples, DPP® CVL rapid test and Kalazar Detect™ rapid test,
Canine, for canine samples) in sera of humans and canines from endemic areas of
Colombia. We selected 82 human serum samples and 70 canine serum samples
diagnosed as positive by Indirect Immunofluorescence and 54 human serum
samples and 53 canine serum samples diagnosed as negative. The tests evaluated
in human serum samples did not show any difference in terms of sensitivity
(Se=91.5%). On the other hand, the ad-bio Leishmania IgG/IgM Combo Rapid Test
showed more specificity (Sp=93.2%), predictive values (PPV=93.8%, NPV=90.8%)
and likelihood ratios (PLR=13.54, NLR=0.09) than Kalazar Detect™ test
(Sp=89.19% PPV=90.4%, NPV=90.4%, PLR=8.46, NLR=0.09). The DPP® CVL
rapid test applied on canine serum samples demonstrated more sensitivity than the
Kalazar Detect™ rapid test, Canine (85.7% vs 82.9%). Nevertheless, the other
parameters evaluated were lower (Sp=79.6% PPV=84.5%, NPV=81.1%, PLR=4.2,
NLR=0.18) compared to Kalazar Detect™ rapid test, Canine (Sp=92.6%
PPV=93.6%, NPV=80.6%, PLR=11.2, NLR=0.18). No statistically significant
differences were evident in areas under the curve both for human (p=0.6596) and
for canine tests (p=0.3219). We conclude that rapid tests represent a useful tool for
the screening of VL, as long as they are accompanied by a symptomatology
suggestive of the disease, without completely ruling out the need for confirmation by
traditional techniques. It is recommended to develop rapid tests based on circulating
strains of the parasite in the country.

Keywords: Visceral Leishmaniasis, Rapid Test, Diagnostic performance
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2.  FORMULACION DEL PROBLEMA

2.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las leishmaniasis son un conjunto de enfermedades causadas por parasitos
flagelados del género Leishmania, que pueden ser transmitidos al humano y a otros
mamiferos principalmente por insectos de la familia Psychodidae (1-4).
Actualmente las leishmaniasis son catalogadas como las enfermedades mas
desatendidas y constituyen un serio problema de salud publica a nivel mundial,
debido a su alta morbilidad y a las zonas donde se presentan la mayoria de los
casos, las cuales son generalmente rurales o suburbanas; lo que dificulta el
diagnéstico y tratamiento de los pacientes. Las leishmaniasis afectan a mas de 12
millones de personas en 98 paises y se estima que 350 millones estan en riesgo de
adquirir la infeccién, con una incidencia de 1,3 millones de casos nuevos por afio
2, 3).

Las presentaciones clinicas de la enfermedad son: leishmaniasis cutanea (LC),
leishmaniasis mucosa (LM) y Leishmaniasis Visceral (LV) (1, 4, 5). La Leishmaniasis
Visceral (LV) es la forma clinica méas grave y mortal de las Leishmaniasis, causando
lesiones en drganos del sistema reticulo endotelial que pueden llevar a la muerte de
las personas que padecen la enfermedad (4). La LV esta presente en diferentes
regiones del mundo como Suramérica, Asia y Africa y se estima que anualmente se
presentan entre 50 y 90 mil nuevos casos a nivel global (1). En Colombia entre los
afios 2008 y 2016 se presentaron 181 casos de LV, sin embargo, se estima que
este numero puede ser aun mayor debido al subregistro y a la dificultad que existe
para el correcto diagnostico de esta enfermedad en el pais, donde la mayor parte
de casos detectados por los sistemas de salud y vigilancia epidemiolégica
corresponden a brotes en diferentes focos endémicos del pais (1, 6).

En los dltimos afios ha existido un aumento en el nUmero de casos de LV en zonas
urbanas, donde la presencia de los diferentes vectores y reservorios han facilitado
la transmision y aparicion de brotes (1). Cabe destacar que, el perro (Canis lupus
familiaris) desempefia un papel fundamental en el proceso de transmision urbana,
por ser un conocido reservorio del parasito y su estrecho contacto con el humano
(7, 8). Por esto, durante la atencidn de brotes y alertas epidémicas, las autoridades
sanitarias realizan muestreo tanto de las personas con sospecha de la enfermedad
como de los perros y otros posibles reservorios que puedan estar facilitando la
aparicion de la LV. Sin embargo, el proceso de muestreo a este tipo de animales no
es realizado de rutina, por lo que la informacion disponible sobre su papel dentro de
la infeccidn y transmision del parasito en el pais no es muy bien conocida.
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Actualmente en Colombia el diagnostico de LV se realiza mediante la observacion
directa de los parasitos en aspirado de médula 6sea o bazo, o Ila
Inmunofluorescencia indirecta (IFI), la cual es la técnica mas empleada incluso por
el Laboratorio Nacional de Referencia para la confirmacion de los casos (Grupo de
Parasitologia, Instituto Nacional de Salud, Bogota, Colombia) (1, 6). Sin embargo,
esta técnica solo es realizada como prueba confirmatoria, mientras que el aspirado
de médula 0sea esta restringido a unos pocos centros meédicos que cuentan con
personal capacitado debido a la dificultad de su realizacién y a los riesgos que
representa para los pacientes (1, 6). Por su parte, los hospitales que no cuentan con
la posibilidad de realizar este examen deben remitir la muestra al Instituto Nacional
de Salud (INS) para su confirmacion, lo que produce demoras en la correcta
atencion y tratamiento de los pacientes, que en Ultimas puede derivar en su muerte.
Actualmente, para la tamizacién de la enfermedad se dispone de pruebas rapidas
basadas en inmunocromatografia (ICT) para la deteccion de anticuerpos dirigidos a
diferentes antigenos (principalmente el rK39) el cual se encuentra en parasitos del
complejo L. donovani (L. donovani, L. archibaldi, L. infantum, L. infantum chagasi),
al cual pertenecen las especies causantes de la LV en el pais. Sin embargo, estas
pruebas han demostrado tener un desempefio diferencial de acuerdo con la zona
del mundo donde se utilicen por lo cual es necesario la evaluacion del desempefio
diagnéstico en cada uno de los paises antes de su aplicacién (9).

En Colombia, no se cuentan con estudios comparativos que permitan determinar el
rendimiento diagnéstico de las pruebas que se encuentran comercialmente
disponibles, por lo que el Ministerio de Salud y Proteccion Social, no tiene un criterio
definido para la compra de dichas pruebas, lo que en Ultimas puede redundar en
riesgos para la poblacién en la que se aplica la prueba. Por esto, el presente estudio
pretendié evaluar el desempefio diagndstico de 4 pruebas rapidas
inmunocromatogréficas para la deteccion de anticuerpos para tamizacion de
Leishmaniasis Visceral en sueros provenientes de humanos y caninos de zonas
endémicas de Colombia (2 pruebas en humanos y 2 en caninos) comparados con
la Inmunofluorescencia Indirecta.
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2.2 JUSTIFICACION

La Leishmaniasis Visceral causa la muerte en mas del 90% de los pacientes que la
padecen y es considerada un problema de salud publica a nivel mundial, regional y
local. EI comité de expertos en Leishmaniasis de la Organizacion Mundial de la
Salud han resaltado la necesidad de llegar a las zonas mas alejadas con métodos
que permitan de una forma rapida, sensible y especifica realizar un diagnostico
confiable de las personas que padecen la enfermedad (10). En este sentido, el
diagnéstico representa un desafio, ya que la obtencién de la muestra para la técnica
de referencia (Observacion parasitolégica directa) requiere de procedimientos que
solo pueden ser realizados por personal altamente capacitado y que puede derivar
en complicaciones para los pacientes, por lo que se debe ejecutar en instituciones
especializadas.

En Colombia, como alternativa diagnéstica, el Instituto Nacional de Salud emplea la
Inmunofluorescencia indirecta (IFI) como técnica de referencia a nivel nacional, la
cual se puede realizar a partir de muestras de suero que puede ser obtenido de
forma facil y sin mayores complicaciones por personal de instituciones de primer
nivel de atencion (11). Esta prueba ha demostrado valores de sensibilidad y
especificidad elevados (96 y 98% respectivamente) (12), sin embargo, tiene como
desventajas que, en primer lugar requiere de equipos e instalaciones altamente
especializadas, en segundo lugar, los anticuerpos pueden ser detectados incluso
afos después de la infeccidn, por lo que las recidivas no son diagnosticadas de
forma confiable, y en tercer lugar, en zonas endémicas se ha demostrado la
reactividad en algunas personas sin antecedentes de la enfermedad debido a
infecciones asintomaticas (13). Por esto, se recomienda que la prueba de
anticuerpos siempre vaya acompafiada de una definicion clinica normalizada de
caso de LV (14).

Las pruebas inmunocromatograficas (ICT) basadas en la deteccion de anticuerpos
dirigidos al antigeno rK39, se han convertido en una herramienta de facil utilizacion,
gue pueden ser usadas en campo y a un costo bajo, las cuales pueden ser aplicadas
en muestras de suero cuya obtencion no requiere de equipos ni personal altamente
especializado (12, 15, 16). Estas ICT han demostrado valores de desempefio
diagnéstico variables en diferentes estudios de acuerdo con la region evaluada (36,8
— 100% de sensibilidad y 90,8 — 100% de especificidad) (9, 17), por lo que la OMS
recomienda que cada pais realice una evaluacion de estas pruebas para determinar
la que mejor se ajuste a las condiciones propias de cada territorio (9).

En este sentido, es preciso destacar que, desde el Ministerio de Salud y Proteccion
Social de Colombia no existe un lineamiento claro para la eleccion de la prueba a
distribuir en los laboratorios de las zonas endémicas, ya que no existe evidencia
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comparativa de las pruebas comercialmente disponibles en el pais. De igual
manera, no existe una indicacién dentro del protocolo de vigilancia epidemioldgica
de la enfermedad para el diagnostico de rutina de reservorios animales como el
perro en las zonas urbanas, los cuales no solo desempefian un papel fundamental
en la transmision de la enfermedad, sino que ademas se ha evidenciado la
presencia de especies de diferentes complejos en perros con LV en el pais (18), por
lo que la sensibilidad y especificidad de estas pruebas pueden verse afectadas.

Por estas razones, se identificd la necesidad de evaluar comparativamente las
pruebas rapidas para LV comercialmente disponibles con el fin de determinar su
desempefio diagnostico tanto en humanos como en caninos, ya que estos Ultimos
desempefian un papel fundamental dentro del circuito epidemiolégico de
transmision. Con base en los hallazgos de esta investigacién se pueden establecer
lineamientos para la tamizacién de individuos en zonas endémicas, asi como una
recomendacion técnica para el diagnostico de caninos en estas areas.

Esta investigacion pretendié aportar evidencia del desempefio diagnostico de las
pruebas rapidas en el pais, con el fin de determinar cuales son las pruebas que
mejor se ajustan a las condiciones locales. Esto con el fin de contribuir al
mejoramiento de la cobertura diagndstica de la LV, asi como la reduccion del
subreporte de la enfermedad, ya que estas pruebas permiten su aplicacién en las
zonas mas alejadas lo que beneficia directamente a la poblacion de las zonas
endémicas que se encuentran principalmente en areas rurales. De igual manera,
esta investigacion contribuy6 al disefio de una recomendacion técnica por parte del
Instituto Nacional de Salud sobre la tamizacion de caninos de zona endémica, ya
que su papel como reservorios de la enfermedad y fuente de infeccién de humanos
y otros animales es bien conocida.

2.3 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es el desempefio diagndéstico de 4 pruebas rapidas inmunocromatograficas
para la deteccion de anticuerpos para tamizacion de Leishmaniasis Visceral en
sueros provenientes de humanos y caninos de zonas endémicas de Colombia (2
pruebas en humanos y 2 en caninos) comparados con la Inmunofluorescencia
Indirecta?
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3. MARCO TEORICO

3.1 GENERALIDADES DE LAS LEISHMANIASIS

Las Leishmaniasis son un conjunto de enfermedades parasitarias causadas por
protozoos del género Leishmania, los cuales son transmitidos al humano y a los
animales por insectos flebotomineos de los géneros Phlebotomus en el viejo mundo
y Lutzomyia, Bichromomyia, Nyssomyia, Pintomyia, Psathyromyia y Psichodopygus
en el nuevo mundo (2, 4, 5, 19-21)

El ciclo de vida (Figura 1 A) inicia cuando un insecto hembra infectado, durante la
ingesta de sangre transfiere a los mamiferos el estadio movil flagelado denominado
promastigote (Figura 1 B), el cual es liberado mediante regurgitacion. La picadura
del insecto libera una gran cantidad de sustancias que favorecen el reclutamiento
de neutréfilos y macréfagos al sitio de la infeccidn, los cuales son invadidos por el
parasito mediante unién de moléculas que se encuentran en su superficie con
receptores de membrana de las células. Cabe resaltar, ademas, que otras células
como fibroblastos y células de Langerhans pueden ser infectadas por el parasito
(22); el papel de los neutrdfilos atin no es claro, sin embargo, se cree que actdan
como “caballos de troya” para facilitar el ingreso silencioso a los macréfagos que
son las células hospederas definitivas de Leishmania (23). El contacto de las
moléculas de superficie estimula la internalizacion del parasito, lo que da paso a la
formacion de una vacuola parasitéfora, en la cual el promastigote cambia al estadio
de amastigote (Figura 1 C) paralelo a la formacién del fagolisosoma por la fusién de
dicha vacuola con lisosomas de la célula hospedera. En el interior de dicho
fagolisosoma, los amastigotes se multiplican intensamente produciendo una ruptura
de la membrana del macréfago y su posterior liberacién al tejido. Una vez alli,
pueden invadir otros macréfagos o ser ingeridos por un insecto hembra durante su
alimentacion (22, 24). Dentro del insecto, la sangre con amastigotes llega al intestino
medio, donde el nuevo entorno favorece la transformacion al estadio replicativo
promastigote prociclico el cual va sufriendo pequefios cambios en su proceso de
maduracion hasta transformarse en promastigote metaciclico el cual es infectivo
para los mamiferos, comenzando nuevamente el ciclo (22).
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Figura 1. Ciclo de vida y organizacion estructural de Leishmania.
A) Ciclo de vida de L. amazonensis B) Organizacion estructural del
promastigote C) Organizacion estructural del amastigote. Tomado de Teixeira y
colaboradores (22)

3.2 TAXONOMIA

Los parasitos del género Leishmania pertenecen al reino Protozoa, Orden
Trypanosomatida, Familia Trypanosomatidae y Género Leishmania (Figura 2). 53
especies se han descrito y, 20 de ellas, han sido reportadas causando infeccion en
el humano. El subgénero Viannia, el cual es uno de los 5 subgéneros del género
Leishmania (Viannia, Leishmania, Sauroleishmania, Paraleishmania y Mundinia),
esta restringido al neotrépico, presentdndose casos con las especies de este
subgénero Unicamente en el Nuevo Mundo (25). Algunas especies han sido
asociadas con determinadas presentaciones clinicas, debido al tropismo que tienen
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por ciertos tejidos como la médula 6sea, el bazo y las mucosas, siendo importantes
L. infantum y L. donovani en Leishmaniasis Visceral, L amazonensis y L. aethiopica
en Leishmaniasis cutanea difusa y L. braziliensis en Leishmaniasis Mucosa, sin
embargo, ninguna presentacion clinica es exclusiva de una sola especie (6, 24-26).
En Colombia, se ha reportado la presencia de 10 especies (L. panamensis, L.
guyanensis, L. mexicana, L. braziliensis, L. infantum chagasi, L. colombiensis, L.
lainsoni, L. naiffi, L. amazonensis y L. equatoriensis), convirtiéndose asi, en el pais
con el mayor nimero de especies circulantes en el mundo (27, 28)

3.3 FORMAS CLINICAS

En el continente Americano pueden observarse un amplio espectro de
manifestaciones clinicas, en las que puede estar involucradas una gran diversidad
de especies. Como se mencioné anteriormente, algunas manifestaciones se
asocian a determinadas especies 0 subgéneros, sin que exista una restriccion a una
sola especie de una determinada presentacion (24, 29). Las formas clinicas que se
pueden observar en América son:

3.3.1 Leishmaniasis Cutanea (LC): Representa mas del 98% de los casos de
Leishmaniasis en el pais (30). Inicialmente las lesiones se presentan como papulas
0 nédulos que se van ulcerando dependiendo del tiempo de evolucion de la lesion,
la especie del parasito involucrada y la respuesta inmune del hospedero.
Tipicamente las Ulceras son redondas u ovaladas de bordes indurados y fondo
granular que suelen ser indoloras (Figura 3A) (4-6, 24).

En América, La LC presenta 2 variantes clinicas que son: LC localizada, en la que
se presenta una ulcera Unica generalmente en el sitio expuesto a la picadura del
insecto vector; y LC diseminada que se caracteriza por presentar papulas infiltradas
eritematosas que se necrosan principalmente en las extremidades (4-6, 24, 31).

3.3.2 Leishmaniasis Cutanea Difusa (LCD): En esta forma clinica se
compromete la piel, no solo en el sitio de picadura del insecto flebotomo. Se
observan nodulos, papulas y placas generalmente en las extremidades producidas
por un defecto especifico en la inmunidad celular, cuando disminuye la respuesta
de tipo Thl. Esta forma clinica es mas comun en pacientes inmunocomprometidos
(Figura 3B) (31, 32).
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Figura 2. Taxonomia de Leishmania. Tomado de Akhoundi y colaboradores (33)
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3.3.3 Leishmaniasis Mucosa (LM): Esta forma se presenta entre el 1 y el 1,5%
de los casos de LC. Se caracteriza por presentar lesiones eritematosas en mucosa
nasal, paladar, laringe y faringe. Las lesiones en estados avanzados pueden
producir perforacion y destruccion del tabique. La migracion hacia las mucosas
ocurre por diseminacion linfatica o hematdgena del parasito, o por contigiiidad con
el sitio de la infeccién cuando se presenta la picadura en el rostro. Esta forma clinica
suele estar acompafiada de sobreinfeccion bacteriana que puede llevar a
complicaciones por compromiso del tracto respiratorio (Figura 3C) (4, 6, 24).

3.3.4 Leishmaniasis Atipica (LA): Esta forma clinica se describe en aquellos
pacientes en los cuales la presentacion de las lesiones no concuerda con lo descrito
anteriormente (34). Se pueden presentar lesiones de tipo esporotricoide,
erisipeloide, cutis recidiva o zosteriforme, asi como lesiones papulares, acneiformes
y Ulceras en segmentos corporales no contiguos (34, 35). Se atribuye a diferentes
causas como comorbilidades, estado de inmunosupresiéon, embarazo, condiciones
ambientales y cepa involucrada en la infeccion. Es una forma clinica recientemente
descrita para la cual no se han establecido guias de manejo clinico (Figura 3D) (35)

3.3.5 Leishmaniasis Visceral (LV): En Colombia, esta forma representa menos
del 1% de los casos. Es una enfermedad sistémica que puede resultar fatal cuando
no se administra tratamiento. En el continente americano se presenta de forma
endémica en algunas regiones de Brasil, Argentina, Paraguay y Colombia
principalmente, aunque también se puede encontrar de forma esporadica en otras
regiones del continente. La mayor parte de los casos se presenta en pacientes
menores de 10 afios, aunque se puede observar en adultos principalmente en zonas
donde la enfermedad se ha establecido de forma reciente. Algunos casos pueden
presentarse de forma asintomatica, mientras que en personas con algunos factores
de riesgo como malnutricibn, comorbilidades, factores genéticos e
inmunocompromiso, la enfermedad se presenta de forma clinicamente manifiesta.
La transmision se puede dar de forma antroponética (Humano — vector — Humano)
0 antropozoondética (Animal — Vector — Humano). El principal reservorio del parasito
es el perro domeéstico (Canis lupus familiaris), el cual desempefia un papel
fundamental por su estrecho contacto con los humanos, lo que puede facilitar la
transmision del parasito.

El periodo de incubacion se estima entre 2 y 6 meses, seguido de signos y sintomas
de infeccidn sistémica como fiebre, pérdida de peso, pérdida de apetito, debilidad,
fatiga, hepato — esplenomegalia y leucopenia. Esta sintomatologia se presenta
cuando el parasito migra desde las células del sistema reticulo endotelial via linfatica
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o hematdgena hasta la médula 6sea, bazo e higado, donde invade los macréfagos
aumentando el riesgo progresivo de poliadenopatias y anemia (Figura 3E) (4, 6, 13,
24, 36)

Para efectos de la presente investigacion, el tema de interés es la Leishmaniasis
Visceral, por lo tanto, los temas que se presentardn a continuacion se enfocaran
Unicamente en esta forma clinica.

Figura 3. Formas clinicas de las Leishmaniasis. A. Leishmaniasis Cutanea. B.
Leishmaniasis Cutanea Difusa. C. Leishmaniasis Mucosa. D. Leishmaniasis
Atipica. E. Leishmaniasis Visceral. Imagenes tomadas de Reithinger y
colaboradores, Guimaraes y colaboradores, Bruschi y colaboradores, y Standford
University (32, 37-39)

3.4 EPIDEMIOLOGIA DE LA LV

Anualmente en el mundo, se estima que ocurren aproximadamente 1.3 millones de casos
nuevos de Leishmaniasis en todas sus formas, de los cuales 300.000 corresponden a la LV
(40). Esta presentacion clinica estd presente en 76 paises del mundo, con una
concentracion del 90% de los casos en Bangladesh, Brasil, Etiopia, India, Nepal, Sudan del
Sur y Sudan) (1, 36, 40). Se estima que el nUmero de muertes por la LV varia entre 20.000
y 50.000 (40)

En el continente americano la enfermedad es endémica en 12 paises, siendo Brasil el mas
afectado con el 96% de los reportes (41). Argentina, Brasil y Paraguay representan un
escenario especial para la enfermedad, ya que son considerados paises con transmision
en expansion, mientras que Colombia y Venezuela presentan una transmision estable (42).
A nivel continental entre los afios 2001 y 2016 se presentaron 55.530 casos con un
promedio anual de 3.457 casos, destacandose un incremento en los Ultimos afios en
Colombia y Venezuela (41). En términos de distribucion por género, la enfermedad se
presenta en mayor proporcién en hombres, siendo los nifios menores de 5 afios los méas
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afectados por esta problematica en Colombia, pais en el cual se presentaron 181 casos
entre 2008 y 2016 (1, 6).

A nivel local la transmisién de la LV se da principalmente en focos endémicos ubicados en
los departamentos de Bolivar, Sucre, Cérdoba, Cundinamarca, Tolima, Santander, Norte
de Santander y Huila (6). Si bien es cierto que cualquier especie que causa LV tiene la
capacidad de visceralizar, en general, los casos de LV en humanos se atribuyen a las
especies del complejo L. donovani, siendo L. infantum chagasi la especie mas
frecuentemente encontrada en el continente americano, asi como en Colombia (42). En los
caninos por su parte, ademas de los casos producidos por L. infantum chagasi, se ha
evidenciado el papel de otras especies como L. braziliensis y L. amazonensis en el
desarrollo de LV (18, 43, 44).

Figura 4. Distribucién de la LV. A. Incidencia de LV en Suramérica por pais.
(Tomado de OPS) (40). B. Distribucion de casos de LV en Colombia entre 2014 y
2016

21



3.5 DIAGNOSTICO DE LA LV

3.5.1 Diagndstico parasitologico: La observacion de los amastigotes a traves
del microscopio de muestras de aspirado médula 0sea, nddulos linfaticos o bazo
continda siendo la prueba confirmatoria para el diagnéstico de la enfermedad
(Figura 5) (13). Esta prueba presenta una especificidad cercana al 100%, sin
embargo, la sensibilidad varia entre 50 y 99% dependiendo del operador , la calidad
de la coloracion y el 6rgano del que proviene la muestra, siendo mas elevada en
muestras de bazo y médula 6sea (13, 14).

Esta técnica tiene como desventaja que el procedimiento necesario para la
obtencién de la muestra (aspirado de médula 6sea) debe realizarse en centros
hospitalarios de segundo o tercer nivel de complejidad debido a las complicaciones
gue se pueden presentar (14).

Hueso cortical|

Hueso_
espon;joso

Figura 5. Esquema del diagndstico parasitolégico. A) Extraccion de médula 6sea,
B) Tincion citoquimica con Hematoxilina-Eosina o Giemsa, C) amastigotes
observados al microscopio en muestra de médula 6sea. Imdgenes tomadas de
diversas fuentes (45-47)

3.5.2 Diagnostico inmunologico

¢ Inmunofluorescencia Indirecta (IFl): Este procedimiento consiste en la
deteccion de la unidn de anticuerpos anti-Leishmania a los promastigotes de
Leishmania spp. El proceso inicia al tomar suero de los pacientes con sospecha de
la LV, los cuales pueden contener anticuerpos IgG anti-Leishmania. Dicho suero es
puesto en contacto con laminas impregnadas con antigeno total de promastigotes
de Leishmania infantum chagasi. Posterior a la unién de estos anticuerpos al
antigeno total, se adicionan Inmunoglobulinas G anti-humanas conjugadas a una
molécula de Isotiocianato de Fluoresceina. Posterior a la unién del conjugado se
realiza la observacion a través de un microscopio de fluorescencia y se evallan los
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titulos de anticuerpos a través de diluciones seriadas (Figura 6) (11). En diversas
investigaciones se han demostrado aceptables valores de sensibilidad (80 — 100%)
y especificidad (90 — 100%) tanto en muestras humanas como de caninos (12, 48-
51). Actualmente, esta técnica es realizada como procedimiento confirmatorio de un
caso sospechoso de LV en el Instituto Nacional de Salud (6). De igual manera, para
el diagndstico de VL en caninos, la OIE recomienda su realizacion como prueba
confirmatoria (51). Dentro de sus desventajas se resalta la necesidad de
instalaciones y equipos especializados, personal capacitado, asi como el hecho de
la permanencia de los anticuerpos hasta 16 afios después de completar el
tratamiento (12, 14, 48).

(T ..

" —— —

Figura 6. Esquema del procedimiento de Inmunofluorescencia Indirecta. Se
observa el paso a paso desde la obtencién de suero a partir de una muestra de
sangre, la cual es puesta en contacto con laminas sensibilizadas con parasitos
inmovilizados, cuya visualizacion se realiza por medio de la adicion de anti-IgG

humana unida a Isotiocianato de Fluoresceina. Finalmente se muestra el resultado
del proceso visto por medio de un microscopio de fluorescencia. Imagenes
tomadas de diversas fuentes (52-56).

e Ensayo por inmuno-absorcion ligado a enzima (ELISA): La deteccion de
anticuerpos anti-Leishmania es ampliamente utilizada a nivel mundial para el
diagnéstico de la LV. Sin embargo, su sensibilidad y especificidad depende en gran
medida del antigeno empleado, ya que antigenos crudos o solubles pueden producir
reacciones cruzadas (13, 57). Algunos estudios han empleado antigenos crudos
para la deteccion de anticuerpos anti-Leishmania, obtenidos a través de procesos
gue implican cambios sucesivos de temperatura hasta lisar los parasitos obtenidos
de cultivo (14, 48). En dichos estudios se han evidenciados valores elevados de
sensibilidad (80 — 100%), sin embargo, se ha documentado reacciones cruzadas en
sueros de pacientes con Enfermedad de Chagas, tuberculosis y toxoplasmosis (48).
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Con el fin de disminuir la proporcion de falsos positivos, algunos autores han
realizado estudios empleando antigenos selectivos de diferentes masas (66 kDa,
72 kDa, 116 kDa), los cuales han mostrado especificidad de hasta el 100% con una
disminucioén de la sensibilidad hasta el 37,5% (58, 59). Para el afio 1995 se describid
un ligando fucosa-manosa como antigeno para el diagnostico de la LV, el cual al
ser usado mediante ELISA mostré valores de sensibilidad y especificidad de 100%
y 96% respectivamente (60).

Estudios mas recientes han evidenciado una sensibilidad de hasta 95% de una
ELISA empleando antigenos solubles derivados de promastigotes cultivados en
medios libres de proteinas (61-63). Con el desarrollo de antigenos recombinantes
como el rk28 y rK39 la técnica presentd valores de sensibilidad y especificidad
cercanos al 100% (12, 13, 48, 64, 65). Otros antigenos recombinantes empleados
en algunas investigaciones para el diagnostico de LV tanto por ELISA como por
otros meétodos similares son el rK9, rk26, Ld-rKE16, rKLOS8, rKr95y rTR18 y rKRP42
con resultados variables, resaltandose el uso de orina para la deteccion de
anticuerpos con algunos de estos antigenos (63, 66-69). Dentro de sus desventajas
se resaltan los costos de los antigenos recombinantes, las reacciones cruzadas que
impiden su utilizacién en zonas endémicas para enfermedad de Chagas, el empleo
de equipos y personal especializados (13, 14). En la figura 7 se observa un esquema
de su realizacion.
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0 —— Nivel de anticuerpos

Figura 7. Esquema del procedimiento de una ELISA. Adaptado de pagina web
(70).

e Reaccion de Montenegro: Es una prueba de hipersensibilidad tardia que
Gnicamente indica contacto previo con el parasito, generalmente en las 4 semanas
posteriores al contacto. Se realiza mediante la inoculacién intradérmica de un
antigeno de Leishmania. La zona se delimita y se observa la presencia de
induracion entre las 48 y 72 horas posteriores a la aplicacion. Como principal
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desventaja se encuentra que no es una prueba que permita realizar diagnéstico (13,
48).

e Pruebas rapidas Inmunocromatograficas (ICT): Los problemas que se
presentan con las técnicas anteriormente expuestas, asi como la necesidad de
realizar el diagnéstico en campo motivaron el desarrollo de las pruebas de
diagnodstico rapido basadas en inmunocromatografia. Estas pruebas han sido
disefiadas con base en proteinas recombinantes, siendo la rK39 una de las mas
ampliamente utilizadas, la cual es un antigeno tipo kinesina codificado en los genes
de L. infantum chagasi descrito por primera vez por Burns y colaboradores en 1992
(71). Este antigeno, junto con el rK28 han sido ampliamente utilizados para el
diagnéstico de LV, tanto en muestras de suero como de orina (9, 14, 17, 48, 67, 72-
77). La proteina rK39 es una proteina de 230 kDa que contiene repeticiones de 39
aminoécidos (figura 8), con homologia a la super-familia de las kinesinas, las cuales
son proteinas motoras, involucradas en una variedad de funciones al interior de las
células como lo son el transporte vesicular, segregacion cromosOmica, fusion
nuclear y movimiento flagelar, gracias a la presencia de motores basados en
microtubulos (71). Con base en la reaccion de los sueros de pacientes de diferentes
zonas geograficas con esta proteina, se han disefiado métodos seroldgicos para la
deteccién de anticuerpos (12, 14)

46aa 1 2 3 4 5 6 7 i

39aa 39aa 39aa 39aa 39aa 39aa 18aa

Region homdloga del rk39
46aa + repeticiones de (6,5x39aa)

Figura 8. Esquema representativo de la proteina recombinante rK39. Adaptado de
Bhattacharyya et al (67)

De igual manera, la proteina rK28 ha sido recientemente descrita y evaluada para
el diagnostico de la LV (78). Esta proteina recombinante esta compuesta por la
unién de proteinas anteriormente descritas, como la kinesina de L. donovani LdK39,
reportada en Sudan, y las proteinas hidrofilicas B de superficie acilada 1 y 2
(HASPB1 y HASPB2) (Figura 9) (78). Mediante el empleo de esta proteina se han
reportado valores de sensibilidad y especificidad de 96,8% y 96,2%
respectivamente (72, 78).
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1 2 3 1 2

14aa 14aa 14aa 39aa 39aa 46aa 14aa 14aa  14aa
HASPB1 Y HASPB2
LdK39

Figura 9. Esquema representativo de la proteina recombinante rK28. Adaptado de
Bhattacharyya et al (67)

En términos generales las pruebas rapidas funcionan mediante la adicion de una
muestra (suero, sangre, plasma, saliva, etc) en un pozo o sector de una tira de
nitrocelulosa, en el cual se encuentra una cantidad determinada de antigeno
recombinante marcado con un indicador (generalmente oro coloidal) que permiten
la visualizacion de la reaccion. Si en la muestra se encuentran anticuerpos anti-
rk39, estos se unen al antigeno presente en dicho sector de la tira reactiva formando
un inmunocomplejo. Este inmunocomplejo va migrando por capilaridad posterior a
la adicion de un buffer de corrido, el cual funciona como fase movil de la
cromatografia. En el sector denominado de prueba o Test de la tira, se encuentran
anticuerpos de captura fijados a la membrana, los cuales son anticuerpos
antihumanos que se unen al inmunocomplejo cuya presencia se visualiza por la
formacion de una linea en el sector de prueba. Finalmente, el antigeno restante
continta migrando a través de la membrana hasta la zona de control, en la cual se
encuentran anticuerpos anti-rk39, que capturan el antigeno marcado con oro
coloidal para demostrar que hubo migracién desde la zona de siembre de la muestra
hasta el final de la membrana, dando como resultado la presencia de una banda.
En caso de que la muestra no contenga anticuerpos anti Leishmania, el antigeno
migrard a lo largo de la tira hasta el sector de control, donde sera capturado por el
anticuerpo anti-rk39 (17, 79). El esquema de las pruebas y el procedimiento se
observa en la figura 10.

Diversos estudios han evidenciado que estas pruebas presentan valores de
sensibilidad y especificidad superiores al 90% y, a pesar de la variabilidad mostrada
en el desempefio diagnostico en algunas partes del mundo como Asia y Africa, se
resalta que su facilidad de aplicacion las convierten en herramientas de gran utilidad
para su aplicacion en campo como pruebas de tamizacion para LV (9, 17, 77, 79,
80)
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3.5.3 Deteccién molecular: Diversas aproximaciones moleculares se han
desarrollado para el diagnostico de LV. La deteccion del ADN del parasito
empleando blancos moleculares como ADN del kinetoplasto, el espaciador del
transcrito interno ITS-1 y la subunidad pequefia del ADN ribosomal ha sido
ampliamente investigada en diversos estudios con resultados variables (13, 48), asi
como también se han empleado otros marcadores para la deteccioén, identificacion,
discriminacion, cuantificacion y tipificacion de las especies involucradas (82).
Debido a la baja parasitemia circulante que se presenta en la LV, se ha optado por
emplear muestras de aspirados de médula 0sea, asi como de higado y bazo
limitando su utilizacion a investigacion (82). Estas técnicas presentan como
desventaja que detectan el ADN del parasito incluso tiempo después del
tratamiento, por lo que su utilizacion debe estar acompafiada de un cuadro clinico
sugestivo de la enfermedad (13, 48).

La tabla 1 agrupa las principales caracteristicas de los diferentes métodos
empleados para la tamizacién y diagndstico de la LV
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Tabla 1. Comparacion de métodos para la tamizacion y diagndstico de la LV

Técnica Ventajas Desventajas Sensibilidad | Especificidad Ref.
e No requiere de | e Personal y equipos
examenes especializados para
complementarios para | obtencion de la muestra (12
Dlag.nos,tlc'o conflrmar diagnostico o No_ aplicable en campo 53 — 99% 95 — 100% 16, 24,
parasitolégico | e Bajo costo ¢ Bajas parasitemias 57)
e Altamente especifica | pueden llevar a falsos
e Poco tiempo para su | negativos
procesamiento ¢ Sensibilidad variable
e Para confirmar diagndstico
se requiere acompafar de la
historia clinica
e Requiere  personal vy
e Altamente especifica | equipos especializados (12,
IFI e Altamente ¢ No aplicable en campo 80 - 100% 90 — 100% 13, 36,
estandarizado e Anticuerpos  detectables 48, 83)
afos después del
tratamiento
¢ Falsos positivos en zonas
endémicas
e Costoso
e Para confirmar diagndstico
. : s (12,
¢ Altamente sensible se requiere acompanar de la 48 57
ELISA e Detecta bajos niveles | historia clinica 80 - 100% 90 -100% | £, &9
de anticuerpos e Requiere  personal vy 72: 825

equipos especializados
¢ No aplicable en campo

28




e Anticuerpos  detectables
afos después del
tratamiento

e Falsos positivos en zonas
endémicas

e Reacciones cruzadas

¢ Altamente especifico
e Buen comportamiento

e Para confirmar diagndstico
se requiere acompafar de la
historia clinica

e Personal y
especializados
realizacion

¢ No aplicable en campo

equipos
para su

Molecular anfi?/Se?;azglrJndl?;stras se|® Bajas parasitemias | 80 —90% 92 — 98% (gg
pueden emplear para su puede_n llevar a falsos
realizacion negativos
e Sensibilidad variable
e Detecta ADN, por lo que
puede dar falsos positivos
ante la presencia de
parasitos muertos
e Bajo costo ¢ Variabilidad de acuerdo a
e Buenos valores de | la zona geografica (12,
sensibilidad y|eNo es apto para 17, 48,
Pfu_eba esp,ec_lflmde 3 seguimiento ni recaidas 90 — 100% 90 — 100% 76, 77,
rapida e Facil realizacién e Falsos positivos en zonas 79, 80,
e Aplicables en campo | endémicas 82, 84,
e Resultados en poco | e Baja  sensibilidad en 85)

tiempo

pacientes VIH positivos
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4. HIPOTESIS

¢ HO: El desempefio diagndstico de todas las pruebas rapidas es igual

e Ha: Al menos una de las pruebas rapidas tiene un desempefio diagnostico diferente
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el desempefio diagnéstico de 4 pruebas rapidas inmunocromatograficas
para la deteccion de anticuerpos para tamizacion de Leishmaniasis Visceral en
sueros provenientes de humanos y caninos de zonas endémicas de Colombia (2
pruebas en humanos y 2 en caninos)

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Describir los afios de recoleccion y titulos de anticuerpos de las muestras incluidas
en el estudio

e Establecer la distribucién geografica de la LV en Colombia durante el periodo de
estudio

eDeterminar la Sensibilidad diagndstica, Especificidad diagnéstica, Valores
Predictivos, Razones de Verosimilitud de 2 pruebas rapidas para deteccién de
anticuerpos anti-rk39 para tamizacion de Leishmaniasis Visceral en humanos en
comparacion con la Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

eDeterminar la Sensibilidad diagndstica, Especificidad diagnostica, Valores
Predictivos, Razones de Verosimilitud de 2 pruebas rapidas para deteccion de
anticuerpos anti-rk39 para tamizacion para tamizacion de Leishmaniasis Visceral
en caninos en comparacion con la Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)
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6. METODOLOGIA

6.1 ENFOQUE METODOLOGICO DE LA INVESTIGACION

Este estudio es de enfoque cuantitativo, ya que realizé una comparacion entre el
desemperio diagnostico de diferentes pruebas.

6.2 TIPO DE ESTUDIO

Estudio de evaluacién de prueba diagndstica.

6.3 POBLACION

A continuacion, se detalla la poblacion blanco, elegible y de estudio

6.3.1 Poblacién blanco: Sueros de pacientes con LV adquirida en Colombia
confirmada por cuadro clinico y titulos de anticuerpos iguales o superiores a 1:32
mediante IFl y sueros de pacientes con diagnéstico negativo de la enfermedad.

6.3.2 Poblacion elegible: Sueros de pacientes con cuadro clinico compatible con
LV que llegaron al laboratorio nacional de referencia del Instituto Nacional de Salud
para su confirmacion diagnostica entre junio de 2008 y junio de 2018 y en los que
se obtuvieron titulos de anticuerpos iguales o superiores a 1:32 mediante IFI.

6.3.3 Poblacién de estudio: Se utilizaron 82 sueros de humanos y 70 de caninos
con cuadros clinicos compatibles con LV y con titulos de anticuerpos iguales o
superiores a 1/32 confirmados por IFI en el laboratorio nacional de referencia del
Instituto Nacional de Salud recolectados entre junio de 2008 y junio de 2018.

Se emplearon, ademas, 74 sueros de humanos y 54 de caninos con cuadros clinicos
sugestivos de LV y otras entidades diferenciales como Enfermedad de Chagas con
titulos de anticuerpos inferiores a 1/32 confirmados por IFl en el INS que llegaron
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en el mismo periodo y con diagnéstico de las otras entidades diferenciales que
cumplieron con los criterios de inclusion definidos en la presente investigacion.

6.4 DISENO MUESTRAL

Debido a la baja prevalencia de la enfermedad en el pais y al subreporte que existe,
se tomaron todas las muestras clasificadas como positivas por IFI en los ultimos 10
afios (junio de 2008 — junio de 2018), esto con el fin de tener un marco muestral
adecuado. De igual manera se recolectaron muestras sugestivas de la enfermedad
clasificadas como negativas por IFI

6.5 CRITERIOS DE INCLUSION Y DE EXCLUSION

6.5.1 Criterios de inclusién: Sueros de humanos y caninos diagnosticados como
positivos 0 negativos por IFI para LV que contaban con el volumen suficiente para
la realizacion de todas las pruebas (Aproximadamente 150 uL) recolectados entre
junio de 2008 y junio de 2018

6.5.2 Criterios de exclusion: Sueros lipémicos que no pudieron ser procesados
debido a su contextura.

6.6 DESCRIPCION DE LAS VARIABLES

La descripcion de las variables se presenta en la tabla 1
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Tabla 2. Operacionalizacion de variables

Nombre Descripcion Tipo Clasificacién | Escala Unidad
Variable dentro del de
estudio Medida
Diagnostico | Resultado del | Cualitativa ., . Positivo/
A SO Comparacion | Nominal )
IFI examen de IFI | dicotébmica Negativo
Diagnostico Resultado de | Cualitativa L . Positivo/
Kalazar | SV Intervencion | Nominal X
™ alCT dicotémica Negativo
Detect
Diagndstico
ad-bio
Leishmania | Resultado de | Cualitativa Intervencion | Nominal Positivo/
lgG/IgM la ICT dicotomica Negativo
Combo
Rapid Test
Diagndstico L .
DPP® CVL Resultado de C.uallrtatllva Intervencion | Nominal P05|t|yo/
. laICT dicotdmica Negativo
rapid test
Diagnostico
Kalazar o N
Detect™ Resultado de C_uah:tau_va Intervencion | Nominal Posm\_/o/
Rapid Test, la ICT dicotomica Negativo
Canine

6.7 TECNICAS DE RECOLECCION DE LA INFORMACION

6.7.1 Fuentes de informacion: Primaria: La informacién sobre la presencia o
ausencia de anticuerpos especificos contra el antigeno rK39 se recolectd
directamente de la muestra de los pacientes. Secundaria: reportes de casos de LV
almacenados en SIVIGILA
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6.7.2 Proceso de obtencidon de informacién: El presente estudio se realiz6 a
partir de los sueros de los pacientes que llegaron al Instituto Nacional de Salud para
su confirmacion diagnostica en el periodo de junio de 2008 a junio de 2018. Estos
recibieron una codificacién interna, y posterior a su analisis fueron almacenados en
el criobanco del grupo de parasitologia. Las muestras codificadas se dejaron a
temperatura ambiente y fueron procesadas siguiendo los protocolos de los
fabricantes de cada una de las pruebas a evaluar. Los resultados fueron registrados
fotograficamente y tabulados en el programa Microsoft Excel 2016.

De igual manera, se recolectaron los datos de vigilancia rutinaria almacenados en
el SIVIGILA entre los afios 2008 y 2018. Las poblaciones de los municipios donde
se presentaron casos de LV fueron obtenidas de las Estimaciones de poblacion
1985 — 2005, las cuales se encuentran disponibles en el portal del Departamento
Administrativo Nacional de Estadistica (DANE)
(https://www.dane.gov.cof/files/investigaciones/poblacion/proyepobla06 20/Municip
al_area 1985-2020.xls).

6.8 CONTROL DE ERRORES Y SESGOS

6.8.1 Sesgo de seleccion: Para evitar sesgos en la seleccién de los participantes
del estudio, se seleccionaron todas las muestras en un periodo de tiempo de 10
anos.

6.8.2 Sesgo de informacién: No existi6 la posibilidad de este sesgo debido a que
no se recolectaron datos de los pacientes y el afio de recoleccion de la muestra
corresponde con la codificacion interna del INS. Sin embargo, para el caso de los
datos recolectados a través del SIVIGILA, se pudo presentar este sesgo, ya que no
todos los casos se notifican al sistema de vigilancia, por lo que se pueden presentar
datos faltantes, sin que estos afecten directamente el analisis de las pruebas
rapidas, las cuales son el objetivo principal de esta investigacion

6.8.3 Sesgo de confusion: Las variables de confusion e intervinientes fueron
controladas con la aplicacion de criterios de inclusién y exclusion que permitieron
aumentar la probabilidad de diagnostico de todas las pruebas, con el fin de no
favorecer el desempefio de ninguna de ellas.

6.9 TECNICAS DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LOS DATOS

Los resultados obtenidos por cada una de las pruebas fueron comparados mediante
tablas de 2x2 empleando el software OpenEpi: Open Source Epidemiologic
Statistics for Public Health (86). Alli se calcularon valores de sensibilidad,
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especificidad, valores predictivos y razones de verosimilitud. De igual manera se
construyeron y confrontaron curvas Receiver Operating Characteristic (ROC) para
comparar el rendimiento de las pruebas evaluadas, mediante el software Stata 14
(87). Se emplearon niveles de confianza del 95% y se consider6 estadisticamente
significativo valores p inferiores a 0,05.

Con los datos almacenados en el SIVIGILA se realizaron mapas de distribucion de
casos por afio mediante el programa QGIS V. 2.18.16 (88). Con base en la
poblacion de los municipios donde se presentaron casos de LV durante el periodo
de estudio, se calcularon incidencias acumuladas con los datos de LV almacenados
en el sistema de informacién rutinaria del SIVIGILA, empleando el software
Microsoft Excel. Posteriormente se elaboré un mapa de incidencia acumulada con
gradientes de colores empleando el programa QGIS.

6.10 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

6.10.1 Inmunofluorescencia Indirecta

Las muestras fueron sometidas a un ensayo de inmunofluorescencia in house (IFl)
como esté descrito en el Manual del Instituto Nacional de Salud (11). Brevemente,
se prepard un antigeno de promastigotes de L. infantum cultivado en el Instituto
Nacional de Salud (Bogota, Colombia). Posteriormente se detectaron los
anticuerpos anti-Leishmania usando anticuerpos anti-humanos y anti-caninos
conjugados con isotiocianato de fluoresceina (Sigma-Aldrich, USA). Las muestras
fueron clasificadas como positivas si se observaba fluorescencia citoplasmatica o
en la membrana a una dilucion 1/32 o superior.

6.10.2 rk39- ICT

Un total de 4 pruebas inmunocromatograficas fueron empleadas en el presente
estudio (Kalazar Detect™ (InBios International Inc, Seattle, USA), ad-bio
Leishmania IgG/IgM Combo Rapid Test (CTK Biotech, Inc. California, USA) DPP ®
CVL rapid test (BioManguinhos, Rio de Janeiro, Brazil), Kalazar Detect™ Rapid
Test, Canine (InBios International Inc, Seattle, USA)) (Figura 11). Todas las pruebas
se realizaron de forma independiente siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, se tomaron 20 pL de cada muestra de suero y se adicionaron en la
zona indicada para cada prueba. Posteriormente se adicionaron 2 gotas del buffer
contenido en cada kit. Para el caso de la prueba DPP, posterior a la adicién de la
muestra se contabilizaron cinco minutos antes de adicionar el buffer. Todas las
pruebas fueron leidas dentro de los quince minutos posteriores a la adicion del
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reactivo de corrido, tomandose como positivas aquellas pruebas donde se
obtuvieran bandas de color sobre las zonas Cy T (C e IgG para la prueba ad-bio)

A

P

A1
| 11 \ &5

Figura 11. Pruebas rapidas empleadas para la deteccion de anticuerpos anti-rk39.

A) Kalazar Detect™, B) ad-bio Leishmania IgG/IgM Combo Rapid Test, C) DPP®

CVL rapid test, D) Kalazar Detect™ Rapid Test, Canine. Imagenes tomadas de las
casas comerciales de cada prueba

37



7. CONSIDERACIONES ETICAS

Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion de la
Universidad del Rosario — Sala de Ciencias de la Vida, mediante cédigo 621-
CV1006 del 8 de febrero de 2019
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8. RESULTADOS

8.1. CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS INCLUIDAS EN EL ESTUDIO

En el periodo comprendido entre junio de 2008 y junio de 2018 se recolectaron 90
muestras de suero provenientes de humanos clasificadas como positivas para LV
por IFl, y 80 sueros clasificados como negativos por la misma técnica. 14 de estos
sueros fueron excluidos del estudio por su consistencia lipémica, lo que finalmente
permitié obtener 82 sueros positivos y 74 negativos. Para el caso de los caninos, se
recolectaron 80 sueros clasificados como positivos para LV por IFl y 70 sueros
clasificados como negativos por dicha técnica. 26 de estas muestras fueron
excluidas del estudio, lo que finalmente permitié obtener 70 muestras positivas y 54
negativas.

Al analizar las muestras por afio de recoleccion se obtuvo que, tanto para humanos
como para caninos, las muestras incluidas en el estudio correspondieron a sueros
almacenados desde el afio 2010. Con referencia a los sueros de humanos se
destaca que, entre los afios 2011 y 2013, no se incluyeron muestras, ya que no se
contaba con la cantidad suficiente para la ejecucion de las 2 pruebas rapidas. Esta
misma situacion se presento con las muestras obtenidas de los caninos en el afio
2012. Como se observa en la figura 6A, la mayor parte de las muestras incluidas
obtenidas de humanos fueron recolectadas entre los afios 2017 y 2018 (59%) y se
incluyeron muestras de 5 afos diferentes. Para el caso de los caninos, las muestras
incluidas fueron obtenidas en 8 afios diferentes, siendo las muestras recolectadas
entre los aflos 2017 y 2018 las que mas se incluyeron en el estudio (59 muestras)
(Figura 6C).

Respecto a la proporcién de muestras incluidas de acuerdo al resultado obtenido
por IFI para cada uno de los afios de estudio se encontr6é que, para el caso de los
humanos, en el afio 2010 solo se incluyeron muestras negativas, y en los afios 2014
y 2015, la proporcion de muestras positivas fue de 0,88 y de 0,94 respectivamente.
Para el caso de los caninos se observo que, en el afio 2013, no se incluyeron
muestras negativas. Se destaca también, que, en ambos grupos de estudio,
humanos y caninos, las muestras incluidas obtenidas en el afio 2018 presentaron
una proporcion de muestras positivas cercanas a 0,5 (Figura 6B y 6D)
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Figura 12. Caracterizacion de las muestras por afio de recoleccion. Panel
superior: muestras de Humanos. A) Distribucion del nimero de muestras por
afo de recoleccion. B) Porcentaje de muestras positivas y negativas por afio de

recoleccion. Panel inferior: muestras de caninos. C) Distribucion del nimero de
muestras por afio de recoleccion. D) Porcentaje de muestras positivas y negativas
por afio de recoleccion.

8.2. DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LA LV EN EL PERIODO DE ESTUDIO

Teniendo en cuenta la imposibilidad de acceder a la informacion clinica de los
pacientes, no se pudo determinar la distribucion geoespacial y temporal de las
muestras empleadas en el presente estudio. Sin embargo, con base en la
informacion del SIVIGILA, se procedio a la realizacién de los mapas de distribucion
tanto de los casos que se presentaron cada afio durante todo el periodo de estudio,
como un mapa de incidencia acumulada de LV para tener una aproximacion gréafica
de la procedencia de los sueros utilizados en esta investigacion. Esta informacion
se detalla en la figura 7. Vale la pena resaltar que estos datos solo estan disponibles
para las muestras provenientes de humanos.
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Figura 13. Distribucion geografica de la LV en Colombia. A) Distribucion de casos
de LV por afio. B) Incidencia acumulada departamental de LV

Entre los afios 2008 y 2017 (no se dispone de los datos para el 2018) se presentaron
un total de 237 casos de LV en Colombia, distribuidos en 35 municipios de 9
departamentos principalmente del norte (Region Caribe) y del centro (Regién
Andina) del pais (Figura 7A). Los afios con menor numero de casos fueron 2012 y
2013 con 9 y 13 casos respectivamente, mientras que los afios 2009 y 2016 fueron
los afios con el numero de casos mas elevado, con 35y 37 casos respectivamente.
Llama la atencion que para los afios 2016 y 2017 el 84 y 76% de los casos
notificados en el SIVIGILA, respectivamente, fueron incluidos en el presente
estudio. A nivel de incidencia acumulada, los departamentos de Bolivar, Sucre y
Cordoba mostraron los indices mas elevados con 7,46, 13,57 y 14,7 casos por cada

100000 habitantes, respectivamente (Figura 7B)
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8.3. RESULTADOS COMPARATIVOS PARA LAS PRUEBAS APLICADAS EN
HUMANOS

Posterior a la ejecucion de todas las pruebas sobre las muestras se realiz6 la
comparacion de los resultados obtenidos con el diagnostico previo por IFI. Para el
caso de las pruebas aplicadas en las muestras provenientes de humanos, los
resultados se observan en la tabla 2. Con respecto a la prueba rapida Kalazar
Detect™, se obtuvieron 7 falsos negativos y 8 falsos positivos, mientras que para la
prueba ad-bio Leishmania 1gG/IgM Combo Rapid Test se obtuvieron 5 falsos
positivos y 7 falsos negativos con respecto a los resultados obtenidos por IFI (Tabla
2)

Tabla 3. Comparacion de resultados obtenidos por cada prueba para humanos vs

IFI
Inmunofluorescencia Indirecta
Prueba Resultado — :
Positivo Negativo Total
Positivo 75 8 83
Kalazar Detect™ Negativo 7 66 73
Total 82 74 156
Resultado Positivo Negativo Total
ad-bio Leishmania Positivo 75 5 80
lgG/IgM :
Combo Rapid Test | Negativo 7 69 76
Total 82 74 156

RESULTADOS COMPARATIVOS PARA LAS PRUEBAS APLICADAS EN

CANINOS

Por su parte, las comparaciones de los resultados obtenidos por las pruebas rapidas
con los resultados obtenidos por IFI en muestras provenientes de caninos, se
observan en la tabla 3. Se evidencid que con la prueba rapida Kalazar Detect™
Rapid Test, Canine se presentaron 12 falsos negativos y 4 falsos positivos, mientras
gue con la prueba DPP® CVL rapid test se presentaron 10 falsos negativos y 11
falsos positivos (Tabla 3).
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Tabla 4. Comparacion de resultados obtenidos por cada prueba para caninos vs

IFI
Inmunofluorescencia Indirecta
Prueba Resultado Total
Positivo Negativo ota
Detect™ . 62
Rapid Test, Negativo 12 50
Canine Total 70 54 124
Resultado Positivo Negativo Total
" 71
DPP® CVL Positivo 60 11
rapid test | Negativo 10 43 53
Total 70 54 124

8.5. COMPARACION DE RESULTADOS OBTENIDOS POR TITULOS DE
ANTICUERPOS

En el presente estudio fueron incluidas un total de 82 muestras positivas para
humanos y 70 para caninos. Se destaca que los titulos de anticuerpos evaluados
por IFl en estas muestras se encontraban en un rango entre 1/32 y 1/256. El 15%
de las muestras positivas obtenidas de humanos presentaron titulos de anticuerpos
de 1/32, el 27% presentaron titulos de 1/64, el 29% presentaron titulos de 1/128 y
el 29% restante presentaron titulos de 1/256.

Para el caso de los caninos, el 17% de las muestras positivas presentaron titulos de
anticuerpos de 1/32, el 10% presentaron titulos de 1/64, el 19% presento titulos de
1/128 y el 54% restante presentaron titulos de 1/256. La tabla 4 muestra los
resultados obtenidos para cada una de las pruebas inmunocromatogréaficas
evaluadas segun los titulos de anticuerpos evaluados por IFI.

Tabla 5. Resultados ICT segun titulos de anticuerpos evaluados por IFI
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Resultado IFI
ICT Resultado
NR | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256

Positivo 8 10 20 22 23

Kalazar Detect™ :
Negativo 66 2 2 2 1
ad-bio Leishmania Positivo 5 | 10 | 20 | 22 | 23

IgG/IgM '
Combo Rapid Test Negativo 69 2 2 1
Kalazar Detect™ Positivo 4 7 7 35
Rapid Test, Canine Negativo 50 5 0 3
) Positivo 11 7 5 12 36

DPP® CVL rapid test :
Negativo 43 5 2 1 2

8.6. DESEMPENO DIAGNOSTICO DE LAS PRUEBAS EVALUADAS

Con base en todos los anteriores resultados, se realizaron los calculos de
Sensibilidad, Especificidad, Valores predictivos y Razones de verosimilitud para
cada una de las pruebas evaluadas, los cuales se detallan en la tabla 5. Se destacan
que las dos pruebas evaluadas para muestras de humanos presentaron iguales
valores de sensibilidad (Figura 14A), sin embargo, la prueba ad-bio Leishmania
IgG/IgM Combo Rapid Test presentd un mayor valor de Especificidad (Figura 14B).
En términos de Valores predictivos y razones de verosimilitud, esta prueba presento
valores superiores a los evidenciados con la prueba Kalazar Detect™ Rapid Test.
Para el caso de las pruebas evaluadas en muestras de caninos, se presentaron
valores de sensibilidad moderados en ambas pruebas (Figura 14C), mostrando una
mayor especificidad (Figura 14D), Valor predictivo positivo y razon de verosimilitud
positiva, la prueba Kalazar Detect™ Rapid Test, Canine.
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Tabla 6. Desempefio diagnostico de las pruebas evaluadas

Humanos

Caninos

ad-bio Leishmania

Kalazar Detect™ Rapid

Item Kalazar Detect™ IgG/igM ) DPP® CVL rapid test
evaluado Combo Rapid Test Test, Canine
Valor IC 95% Valor IC 95% Valor IC 95% Valor IC 95%

Sensibilidad | 91,5% | (83,4-95,8) | 91,5% | (83,4-958) | 82,9% | (72,38-89,91) | 85,7% | (75,66 - 92,05)
Especificidad | 89,2% | (80,1-94,4) | 93,2% | (85,1-97,1) | 92,6% | (82,45-97,08) | 79,6% | (67,1 - 88,23)

VPP 90,4% | (82,1-95,0) 93,8% | (86,19-97,3) | 93,6% | (84,55-97,46) | 84,5% | (74,35-91,12)

VPN 90,4% | (81,5-95,3) 90,8% (82,2-95,5) | 80,6% | (69,15-88,57) | 81,1% | (68,64 - 89,41)

RVP 8,46 | (6,61-10,84) | 13,54 | (9,12-20,08) | 11,19 | (6,805-18,39) | 4,21 | (3,502 - 5,056)

RVN 0,096 | (0,072-0,127) | 0,092 | (0,069-0,121)| 0,185 | (0,157-0,219) | 0,179 | (0,146 - 0,221)

VPP: Valor predictivo positivo; VPN: Valor predictivo negativo; RVP: Razén de verosimilitud positiva; RVN: Razén de verosimilitud negativa
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Figura 14. Comparacion del desempefio diagndstico de las pruebas evaluadas. A)
Sensibilidad (con intervalos de confianza del 95%) de las pruebas para humanos.
B) Especificidad (con intervalos de confianza del 95%) de las pruebas para
humanos. C) Sensibilidad (con intervalos de confianza del 95%) de las pruebas
para caninos. D) Especificidad (con intervalos de confianza del 95%) de las
pruebas para caninos.

8.7. CURVAS ROC Y AREAS BAJO LA CURVA DE LAS PRUEBAS
EVALUADAS

Finalmente, con base en los datos anteriores se procedio a la realizacion de las
curvas ROC. En la figura 8 se detallan de forma comparativa las curvas ROC de
las pruebas realizadas tanto en humanos como en caninos. Se observa un
desempeiio similar en las pruebas evaluadas para las muestras de humanos,
(p=0,6596), mientras que, para el caso de los caninos, se observo un aparente mejor
desemperio por parte de la prueba Kalazar Detect™ Rapid Test, Canine, sin que
existan diferencias estadisticamente significativas en el rendimiento de ambas
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pruebas (p=0,3219). Con base en las areas bajo la curva, se puede concluir que el
rendimiento de ambas pruebas para humanos es muy bueno, mientras que el

rendimiento de las pruebas para caninos puede ser considerado como bueno.
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9. DISCUSION

La Leishmaniasis visceral representa un problema de salud publica en Colombia,
principalmente en aquellos territorios situados por debajo de los 1750 m.s.n.m.,
cuyas condiciones climaticas y geograficas como el clima calido, humedad y
temperatura media entre 25 y 30°C favorecen la reproduccion de los vectores y, por
tanto, la transmision del parasito y la proliferacion de focos (89). En el pais, la LV se
presenta principalmente en 2 focos endémicos, uno de ellos ubicado en la costa
norte del pais en los departamentos de Sucre, Cordoba y Bolivar, y otro en los
territorios de influencia del valle del rio magdalena, en el centro del pais, en los
departamentos de Tolima, Cundinamarca y Huila (6). Los 237 casos notificados al
SIVIGILA entre los afios 2008 y 2017 (figura 7A) evidencian el impacto de la
enfermedad en el pais, teniendo en cuenta que la mayor parte de estos casos
ocurren en nifios menores de 5 afos, y que la mortalidad en aquellos casos sin
tratamiento puede superar el 90% (90).

Al analizar la informacién obtenida a través del SIVIGILA, se observo que los casos
notificados entre los afilos 2008 y 2017 provenian en su mayoria de los municipios
situados en los focos endémicos descritos en el pais, siendo los departamentos de
Codrdoba, Sucre y Bolivar los mas afectados (Figura 7). Los municipios de EI Carmen
de Bolivar, Ovejas, San Andrés de Sotavento y Neiva, presentaron la mayor
cantidad de casos en dicho periodo, lo que estuvo dado en su mayoria por la
ocurrencia de brotes urbanos y rurales donde se demostré el papel preponderante
de los caninos en la transmisién y mantenimiento de la transmision del parasito (91-
94).

En este sentido vale la pena resaltar la distribucién geografica de los dos principales
vectores de la LV en Colombia, Lutzomyia longipalpis y Lutzomyia evansi, los cuales
han sido reportados en regiones con predominancia de bosque seco tropical que se
encuentran entre los 0 y 1000 metros de altitud (95), caracteristicas que se ajustan
a los municipios donde se report6 la mayor parte de los casos (Figura 13). Para el
caso de Lu. longipalpis, se ha evidenciado una distribucion en los municipios del
valle del rio magdalena, mientras que Lu. evansi ha sido recolectado en los
municipios del norte y centro del pais, desde la Guajira hasta Santander (95). En
algunos ocasiones se ha evidenciado una distribucién simpatrica de estas especies,
sin embargo, su importancia epidemioldgica se atribuye principalmente a la
densidad de sus poblaciones en los territorios donde habitan (96). Otro elemento
importante, hace referencia a las caracteristicas de las zonas donde se encuentran
estos vectores, donde se evidencia un alto grado de intervencion de los ecosistemas
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por parte de los humanos, para explotacion agricola y ganadera, lo que facilita el
contacto de las personas con los vectores, derivando en aumentos de la transmision
del parasito (21, 95).

Otro elemento importante dentro del circuito epidemiolégico de la LV es la presencia
de reservorios en los municipios donde se reporta la enfermedad. Se destaca la
presencia de Didelphis marsupialis en los departamentos de la costa atlantica, el
cual es un conocido reservorio silvestre de L. infantum chagasi y otros flagelados
zoonoticos (97). Asi mismo, se resalta la importancia del perro como reservorio
doméstico de la LV, en el cual se han reportado seroprevalencias de hasta 51%
para la enfermedad en municipios del centro y la costa norte del pais (98-100).
Todos estos elementos, sumados a las caracteristicas ecoldgicas de los municipios
donde se reportan los casos de LV confluyen para que la enfermedad sea endémica
en estos territorios, por lo que la transmision es constante en estas zonas del pais
(Figura 13). Lo anterior, resalta la importancia de la realizacién de estudios que
involucren los diferentes elementos del circuito epidemiolégico para llevar a cabo
intervenciones integrales que permitan un control de la enfermedad tendiente a la
disminucién de los casos en las zonas mas afectadas.

El andlisis de la distribucién geogréfica de las enfermedades permite no solo
determinar los patrones geoespaciales y temporales sino también evaluar los
diversos elementos que componen los circuitos epidemiolégicos y su asociacion con
dichos patrones (101, 102). Estas asociaciones han sido realizadas para
Leishmaniasis tegumentaria en el pais (20), mostrando resultados que impactan
directamente sobre la salud publica, por lo que se recomienda extenderlo a otras
enfermedades como la LV.

En el presente estudio se buscé determinar el desempefio diagnostico de 4 pruebas
rapidas basadas en el antigeno rK39 para la tamizacion de la LV en humanos y
caninos, teniendo en cuenta los desempefios diferenciales que han demostrado
tener estas pruebas de acuerdo con su lugar de aplicacion (9, 79). Lo anterior,
sumado a las recomendaciones de la OMS para la evaluacién local de las diferentes
pruebas comercialmente disponibles con el fin de determinar cual tiene un mejor
desempeiio diagnostico, de acuerdo con las condiciones propias de cada territorio
(9, 103). Para cumplir con el objetivo del presente estudio, se emplearon un total de
156 muestras de suero provenientes de humanos y 124 provenientes de caninos
recolectadas entre los afios 2008 y 2018 que se encontraban almacenadas en el
criobanco del Instituto Nacional de Salud como parte de su labor como laboratorio
de referencia para la confirmacion diagnoéstica. Inicialmente se destaca el aumento
progresivo del nimero de muestras incluidas en el estudio a medida que la fecha
de recoleccion se tornaba mas reciente (Figura 6). Este comportamiento podria ser
atribuido al papel del INS como laboratorio de referencia, donde muchas de las
muestras deben ser reprocesadas o son empleadas bien sea como controles
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positivos y negativos de la enfermedad o para estudios de investigacion de diferente
indole, lo que limita la disponibilidad de las muestras. Se espera entonces que, en
afios mas recientes, la disponibilidad de las muestras sea mayor.

Como se menciond anteriormente, el desempefio diagndstico de las pruebas
rapidas basadas en el antigeno rK39 ha sido ampliamente evaluado (9, 80, 85), sin
embargo, cabe destacar que en Colombia este tipo de comparaciones no ha sido
realizada, como si ha ocurrido en otros paises del mundo y de la regién, como Brasil
y Venezuela (72, 76, 77, 80, 84, 104, 105). Estudios realizados en zonas endémicas
de la India y Sudén, evidenciaron un bajo rendimiento de las pruebas basadas en el
antigeno rK39, mientras que otros antigenos como el rKE16 han mostrado tener
mejor desempefio para la deteccion de anticuerpos anti-Leishmania (106, 107). Por
su parte, los estudios realizados en Brasil y Venezuela mostraron valores de
sensibilidad y especificidad de las pruebas rapidas por encima del 85%, lo que ha
permitido su aplicacién dentro del esquema de tamizacion para la LV (75-77, 108).

Una de las dificultades que se presenta a la hora de analizar comparativamente los
estudios en los que se evallan pruebas rapidas para la LV es el empleo de
diferentes técnicas como estandar de oro para el diagnéstico de la enfermedad, ya
que la observacion directa del parasito en muestras de aspirado de médula 6sea es
una técnica de dificil realizaciébn que se encuentra limitada a personal capacitado
(14, 48). En vista de lo anterior, en los paises endémicos se han utilizado las
pruebas serolégicas como confirmatorias de la LV, siempre y cuando esté
acompafiada de un cuadro clinico sugestivo de la enfermedad, asi como un nexo
epidemioldgico (6, 14, 16, 57, 109, 110). Esta técnica ha demostrado tener un
desempefio diagndstico bueno en el pais (Sensibilidad y Especificidad superior al
90%), por lo que su uso se mantiene vigente por parte del INS, lo cual permite que
los resultados obtenidos por esta técnica sean equiparables a la microscopia (6),
permitiendo la comparacion de los resultados obtenidos en este trabajo con otras
investigaciones que emplearon la microscopia como estandar de oro.
Precisamente, el potencial de esta prueba ha sido remarcado en diferentes
investigaciones que la han empleado como prueba de referencia para la evaluacion
de las pruebas rapidas en el mundo (17, 75, 80, 85, 111).

En términos del desempefio diagnéstico de las pruebas evaluadas para humanos,
se resalta que, los valores de sensibilidad encontrados en este estudio (91,5%)
(Tabla 2), concuerdan con la revision Cochrane realizada en el afio 2014 por
Boelaert y colaboradores (17), donde se reportd un valor de sensibilidad de 91,9%.
Sin embargo, este valor difiere un poco del 84,7% encontrado en la evaluacion
realizada por el TDR de la OMS en muestras de Brasil empleando la prueba Kalazar
Detect™(9). La presencia de falsos negativos entre las muestras evaluadas influye
directamente sobre la sensibilidad y podria estar relacionada con bajos titulos de
anticuerpos especificos, que se pueden presentar por condiciones como la edad,
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estado nutricional e inmune, asi como la diversidad de los parasitos (9). Un
elemento importante a considerar ante la presentacion de falsos negativos hace
referencia a la respuesta inmune, la cual es evadida por el parasito por diferentes
mecanismos que pueden involucrar la disminucion de la presentacion antigénica,
por lo que la respuesta humoral se ve afectada generando disminucion de
anticuerpos especificos (112). Asi mismo, se ha aseverado el papel del
poliparasitismo en el desarrollo de respuestas inmunes aberrantes, lo que deriva en
bajos titulos de anticuerpos (106, 107). Este elemento podria jugar un papel
fundamental en los pacientes de LV en el pais, los cuales son en su mayoria nifios
habitantes de zonas rurales en las cuales se ha reportado la presencia tanto de
malaria y Enfermedad de Chagas, como de pardsitos intestinales (113).

Otro elemento importante hace referencia al formato empleado por las pruebas
rapidas para el diagnostico de la LV, donde se ha demostrado en otras regiones del
mundo que la utilizaciébn del antigeno rK39 tiene resultados diferenciales al
emplearse en ELISA, por lo que los elementos empleados en las pruebas rapidas
pueden interferir en la deteccién de los anticuerpos (106, 107). De igual manera, la
heterogeneidad de los parasitos, la cual es comun en las zonas endémicas, ha sido
descrito como un posible factor que puede influir en el diagnostico de la LV mediante
las pruebas rapidas (107). En este sentido vale la pena resaltar que se ha
evidenciado las diferencias a nivel gendmico existente entre L. infantum y L.
braziliensis, la cual estd mediada en su mayoria por la pérdida de genes y la
formacion de pseudogenes (114). De igual manera, estudios realizados empleando
ADN del minicirculo y los microsatélites, asi como genomas completos han
evidenciado estructuras poblacionales amplias y diversas, que influyen sobre la
resistencia a los medicamentos y podrian interferir sobre la respuesta inmune (115-
117).

La diversidad intraespecifica en L. infantum fue evidenciada en el pais por Herrera
y colaboradores en 2018 (18), quienes mostraron que pueden existir diferencias
genéticas al interior de los parasitos de L. infantum provenientes de pacientes con
LV. Estas diferencias genéticas, junto con factores del ambiente y nutricionales de
los pacientes podrian estar influyendo en la produccion de anticuerpos, bien sea por
alteraciones de la antigenicidad, como por disminucion de la respuesta inmune
(106). Sin embargo, se requieren de estudios mas amplios y enfocados tanto en
aspectos moleculares del parasito, como en el estado general de salud de los
pacientes que padecen la enfermedad.

Con respecto a los titulos de los anticuerpos, es de especial importancia recalcar
que dentro del estudio se incluyeron muestras positivas con diferentes titulos
clasificadas por IFI (Tabla 4), las cuales al ser analizadas no mostraron un
comportamiento diferencial influenciado por este factor. Esto puede estar
relacionado con el tipo de anticuerpos que es evaluado mediante la IFI, ya que esta
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técnica permite determinar los titulos de todos los anticuerpos anti-Leishmania en
conjunto (11) y no de un anticuerpo en especifico, como lo hacen las pruebas
rapidas con los anticuerpos anti-rk39. Vale la pena resaltar que mediante la IFI se
evallan antigenos crudos totales del parasito, en su forma de promastigote, los
cuales no expresan el antigeno K39, por lo que los anticuerpos dirigidos contra este
antigeno no son medidos por esta prueba (11). Lo anterior podria derivar en la
presencia de falsos negativos mediante las pruebas rapidas aun en titulos de
anticuerpos de 1/256.

A nivel de especificidad se destaca el comportamiento diferencial de ambas
pruebas, donde se evidencié que, ad-bio Leishmania IgG/IgM Combo Rapid Test
presenté un valor mas elevado (Tabla 2). Los valores de especificidad de ambas
pruebas concuerdan con lo reportado anteriormente, donde se presentaron valores
entre 90 y 96% (9). Se destaca la cantidad de falsos positivos que presentaron
ambas pruebas, lo cual podria estar dado por infecciones previas que generaron
anticuerpos que, si bien no reflejan un titulo alto por medio de la IFI, son detectables
por las pruebas rapidas (14, 48). Es precisamente por este aspecto, que la
utilizacién tanto de la IFI como de las pruebas rapidas debe estar acompafiada de
una historia clinica compatible con la enfermedad (118).

Por su parte, las pruebas evaluadas en muestras de caninos mostraron algunas
diferencias marcadas en términos de su desempefio diagnéstico (Tabla 3). Los
valores de sensibilidad mostrados por ambas pruebas concuerdan con lo reportado
anteriormente para las pruebas de las casas comerciales evaluadas (75, 76, 119,
120), aunque se destaca que los valores encontrados en este estudio tienden a ser
inferiores. Con respecto a la especificidad, ambas pruebas evidenciaron valores
mas bajos que los reportados anteriormente (75, 76, 119, 120). Algunos aspectos
que podrian estar influyendo sobre estos parametros son las infecciones previas de
forma asintomatica, asi como la presencia de especies diferentes al complejo L.
donovani en estos animales. Este Ultimo aspecto ha sido demostrado en diferentes
zonas del mundo (44, 93, 121), incluidos Brasil y Colombia, donde estudios
demostraron la presencia de ADN de L. amazonensis y L. braziliensis en muestras
de suero de perros con LV (18, 43, 44). Precisamente la descripcion previa de
especies del subgénero Viannia podria derivar en la obtenciéon de resultados
negativos para las pruebas rapidas en muestras positivas por IFI.

Es precisamente por lo anterior que se debe prestar especial atencion a los caninos
que habitan en zonas endémicas urbanas, los cuales han demostrado desempeiiar
un papel fundamental en la transmision de la enfermedad, asi como su extension
desde las zonas rurales hacia las urbanas, no solo de LV sino de otras
presentaciones clinicas de las Leishmaniasis (7, 122-124). El perro representa un
desafio especial en la transmision de la LV, debido a su capacidad de moverse entre
las zonas rurales y urbanas, lo que lo hace propenso a sufrir infecciones simultaneas
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por diferentes especies del género Leishmania, lo que lo convierte en un puente que
facilita la presentacion de las diferentes formas clinicas de la enfermedad en las
poblaciones endémicas (99). Su caracter sinantrépico con el humano asi como la
reproduccion descontrolada de estos animales en estas zonas producen una
alteracion del efecto de dilucion, ya que el aumento de la poblacion de caninos
puede aumentar la poblacion de parasitos, por la mayor disponibilidad de
hospederos susceptibles para su transmision, lo que puede llevar a un aumento de
la transmision hacia los humanos (125)

Al analizar las curvas ROC de las diferentes pruebas evaluadas en el presente
estudio, se observé que el rendimiento de las 4 pruebas rapidas es bastante similar
e incluso se evidencio que no existen diferencias estadisticamente significativas en
las areas bajo la curva de las pruebas para humanos (p=0,6596) ni para caninos
(p=0,3219) (Figura 8). Sin embargo, es de notar que existen otros parametros que
cobran relevancia en el estudio de pruebas diagndsticas, como lo son las razones
de verosimilitud, que permiten evaluar de forma global el desempefio de una prueba
sin la influencia de la prevalencia de la enfermedad (126, 127). Con relacién a la
RVP, las pruebas ad-bio Leishmania IgG/IgM Combo Rapid Test y Kalazar Detect™
Rapid Test, Canine mostraron valores superiores a 10 (Tablas 2 y 3) para humanos
y caninos respectivamente, lo que sugiere que estas pruebas son 6ptimas para la
deteccién de los anticuerpos anti-rK39, en comparacion con las otras pruebas
evaluadas. Para el caso de las RVN, las pruebas no mostraron amplias diferencias
(0,096 vs 0,092 para las pruebas evaluadas en humanos y 0.185 vs 0,179 para las
pruebas evaluadas en caninos).

Finalmente, es necesario resaltar que, si bien algunas pruebas mostraron
rendimientos mejores frente a su par evaluada, existen elementos de tipo
administrativo y financiero que deben ser tenidos en cuenta a la hora de la
adquisicion de estas pruebas. Para el caso de la prueba ad-bio Leishmania IgG/IgM
Combo Rapid Test, existen dificultades a nivel de disponibilidad en el pais, ya que
para su comercializacion deben ser importadas en un proceso que puede demorar
hasta 3 meses, lo cual dificulta su obtencion de forma rapida en las regiones
alejadas. Sin embargo, en términos de costos, esta prueba es mas econémica que
la Kalazar Detect™ Rapid Test ($11300 vs 36000 respectivamente). En este sentido
se recomienda evaluar la disponibilidad de estas pruebas, asi como los tiempos de
entrega para realizar la adquisicién. Sin embargo, se destaca que, las pruebas
Kalazar Detect™ Rapid Test son una muy buena opcidon que se encuentra
disponible y brinda resultados confiables.

Para el caso de las pruebas evaluadas en caninos, se destaca que la prueba DPP®
CVL rapid test, no se encuentra comercialmente disponible en Colombia, y su
acceso se ve restringido a los laboratorios de investigacion, razon por la cual no es
posible aplicarlas de forma rutinaria en las zonas endémicas. Por lo anterior, y
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teniendo en cuenta los resultados aqui presentados, se recomienda el uso de la
prueba Kalazar Detect™ Rapid Test, Canine para la tamizacion de los caninos de
las zonas endémicas.

En conclusion, las pruebas rapidas constituyen una herramienta de gran valor para
el diagndstico de la LV, por la facilidad de su realizacion, bajo costo y facilidad de
interpretacion de los resultados. Si bien es cierto que el desempefio de las pruebas
evaluadas fue bueno, no se deben tomar decisiones clinicas basadas Unicamente
en su resultado, ya que se hace necesario la evaluacion de los aspectos clinicos y
epidemioldgicos de los pacientes para proceder con una conducta terapéutica. La
confirmacion diagnostica de todos los pacientes bien sea por microscopia o por IFI
debe continuar siendo obligatoria con el fin de disminuir los falsos positivos y
negativos. La tamizacion de los caninos para LV en las zonas endémicas debe ser
un eje fundamental en las politicas de vigilancia en salud publica de estos territorios,
la cual puede realizarse mediante el empleo de pruebas rapidas acompafnadas de
una evaluacion completa del estado del animal antes de proceder a la toma de
decisiones clinicas y de salud publica. Se deben continuar con los programas de
promocién y prevencién en las zonas endémicas, con el fin de reducir los casos de
LV, asi como sus complicaciones por detecciones tardias de los casos.
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10. CONCLUSIONES

¢ Las pruebas rapidas evaluadas tanto en muestras de humanos como de caninos
mostraron rendimientos similares.

¢ La presencia de falsos negativos y positivos remarca la necesidad de acompaiar
el empleo de las pruebas rapidas de una historia clinica sugestiva de la enfermedad.
e Se requieren estudios posteriores en diversos campos que permitan determinar
las razones de los falsos positivos y negativos.

¢ La tamizacién de los caninos es un elemento de gran impacto en la salud publica
para la prevencion y control de la LV.

e Se requieren disefiar pruebas rapidas basadas en las cepas del parasito
circulantes en el pais

e La realizacion de estudios de gendmica comparativa de cepas circulantes
permitira establecer diferencias en los genes que codifican para la proteina K39
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