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SPECIFICITY OF THE INTRADERMAL MONTENEGRO TEST IN PATIENTS
INFECTED BY Trypanosoma cruzi FROM DIFFERENT REGIONS OF PERU

Original Breve

REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

ESPECIFICIDAD DE LA PRUEBA INTRADERMICA DE
MONTENEGRO EN PACIENTES INFECTADOS POR
Trypanosoma cruzi PROCEDENTES DE DIFERENTES
REGIONES DEL PERU

Gloria Minaya-Gomez'?, Silver Vargas-Apaza'®, Yolanda Monteza-Zuloeta?°,
Enrique Purisaca-Morante®°, Freddy Delgado-Diaz*d.

RESUMEN

Con el objetivo de evaluar la especificidad de la leishmanina en pacientes con enfermedad de Chagas, sin antecedente
clinico de leishmaniosis, actual o antigua. Una muestra de 102 personas infectadas por Trypanosoma cruzi (14 casos
agudos con diagnostico parasitoldgico y 88 casos crénicos a través de la demostracion de anticuerpos IgG por ELISA
e inmunofluorescencia indirecta (IFl) fueron evaluados con leishmanina, antigeno soluble que contenia Leishmania
(Viannia) peruviana a la concentraciéon de 25-30 ug/mL. Solo cinco personas presentaron reaccion de hipersensibilidad
cutanea a la aplicacion del antigeno a las 48-72 h. La leishmanina evaluada fue negativa en 97 personas infectadas con
T. cruzi, con lo cual se alcanzo una especificidad del 95,1%. En conclusién, la prueba intradérmica de Montenegro es una
herramienta diagnoéstica simple y eficaz, que ademas podria ser utilizada para discriminar infecciones por Leishmania o
T. cruzi, en areas geograficas del Peri donde ambos parasitos estan presentes.

Palabras clave: Enfermedad de Chagas; Leishmaniosis; Diagnoéstico; Hipersensibilidad retardada (fuente: BIREME).

ABSTRACT

In order to assess the specificity of the leishmanin skin test in Chagas disease patients without clinical history of
leishmaniasis, present or former. A sample of 102 persons infected with Trypanosoma cruzi (14 acute cases with
parasitological diagnosis and 88 chronic cases) through the demonstration of IgG antibodies by ELISA and indirect
immunofluorescence (lIF) were evaluated with leishmanin soluble antigen which contained Leishmania (Viannia)
peruviana concentration of 25-30 ug/mL. Only five people showed cutaneous hypersensitivity reaction to the application
of the antigen between hours 48 and 72. The Leishmanin skin test evaluated was negative in 97 people infected with
T. cruzi, thus specificity of 95.1% was achieved. In conclusion, the intradermal Montenegro test is a simple and effective
diagnostic tool that also could be used to discriminate infections by Leishmania or T. cruzi, in Peruvian geographic areas

where both parasites are present.

Key words: Chagas disease; Leishmaniosis; Diagnosis; Hypersensitivity, delayed (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

Leishmania spp.y Trypanosoma cruzi, son protozoarios de
la familia Trypanosomatidae, causantes de leishmaniosis
y enfermedad de Chagas respectivamente, las que son
consideradas enfermedades tropicales desatendidas
™, ampliamente distribuidas en la regién amazonica del
Peru donde coexisten @. Para la evaluacion seroldgica de
la infeccion por estos agentes, se emplean antigenos de

parasitos enteros, como la prueba de inmunofluorescencia
indirecta (IFl) o proteinas solubles totales (ELISA); sin
embargo, al pertenecer a la misma familia, es comun
la reactividad cruzada @, lo que dificulta el diagnédstico
serolégico confiable.

Los estudios que han evaluado tanto la prueba de
IFI como ELISA para el diagnostico diferencial entre
leishmaniosis y enfermedad de Chagas sugieren bajos
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indices de reaccioén cruzada al emplear nuevos métodos
diagnosticos, con antigenos recombinantes o de tercera
generacioén, con reacciones cruzadas entre 0 a 3% ©.
Sin embargo, estos examenes tienen un costo elevado
y no estan disponibles en el primer nivel de atencion.

En Peru se emplea, ademas de las pruebas serolégicas,
la reaccion intradérmica de Montenegro con leishmanina,
que evalla la reaccion de hipersensibilidad cutanea
retardada a antigenos de promastigotes de Leishmania
(Viannia) peruviana, con altos indices de positividad en
personas con diversas formas clinicas de leishmaniosis,
resultando ser una prueba muy sensible ©), en particular
para enfermedad activa ©. Dado que su especificidad
era cuestionada, una evaluaciéon preliminar en una
muestra pequefa de siete personas con enfermedad de
Chagas mostré una especificidad del 100% .

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la
especificidad de la leishmanina en pacientes afectados
con enfermedad de Chagas. Ello permitira evaluar la
utilidad de una prueba diagndstica simple y de uso
mayoritario, con potencial valor en el diagndstico
diferencial entre infecciones por Leishmania y T. cruzi,
contribuyendo a establecer de manera eficaz la
naturaleza de la enfermedad, principalmente en areas
geograficas donde ambos parasitos confluyen.

EL ESTUDIO

Se realiz6 un estudio observacional descriptivo que
incluyo el enrolamiento de pacientes con enfermedad de
Chagas entre julio de 2003 a diciembre de 2004, en los
departamentos de Amazonas, Cajamarca, San Martin,
Moquegua, Tacna y Arequipa. En Amazonas fueron
las localidades de Cajaruro y El Ron en la provincia de
Bagua; en Cajamarca, el distrito de Cutervo; Saposoa
y Lamas en San Martin; Tiabaya en Arequipa y Tarata
en Tacna. Las areas de estudio se eligieron por ser
endémicas para la enfermedad de Chagas @.

Se prioriz6 la busqueda de pacientes con la
enfermedad confirmada por demostracién del parasito
y cuyas viviendas fueran accesibles. La muestra estuvo
constituida por todos los pacientes con enfermedad de
Chagas, confirmado por demostracion del parasito o
serologia positiva (concordancia de las pruebas de IFl y
ELISA). Para ello, se coordind y mantuvo comunicacion
permanente con el personal de laboratorio de las
regiones o subregiones de salud en las que se llevo
a cabo el estudio. Se excluyeron a nifios menores de
tres afios y gestantes, asi como a pacientes chagasicos
con antecedentes de lesiones leishmaniasicas activas o
cicatriciales, que fueron demostradas al examen clinico.

Debido a que la enfermedad de Chagas es usualmente
asintomatica, el numero de pacientes diagnosticados
en estado agudo es escaso; por ello, se estimd por
conveniente recolectar una muestra de cien casos para
evaluar la especificidad de la prueba.

Los datos y antecedentes clinico-epidemioldgicos de
cada paciente fueron registrados en una ficha disefiada
para este fin que, ademas, incluia informacion sobre
antecedentes de residencia o viaje a zonas endémicas
de leishmaniosis; ademas, se preguntd sobre
antecedentes de lesiones de origen leishmaniasico.
Para la evaluacion, a todos los pacientes se les aplico,
via intraepidérmica, 0,1 mL de leishmanina, en el tercio
anterior de la cara ventral del antebrazo. La lectura
de la reaccion de hipersensibilidad se efectud, segun
patron establecido, entre las 48 y 72 h posteriores a la
aplicacion del antigeno. La prueba se considero positiva
si el diametro promedio de induracién de la papula fue *
a 6 mm en el sitio de inoculacion.

La leishmanina evaluada, fue preparada en el Laboratorio
de Leishmaniosis del Instituto Nacional de Salud (INS),
siguiendo la metodologia de Reed et al. ®, utilizando
formas promastigotes de la cepa L. (V.) peruviana MHOM/
PE/84/L.C26 identificada por analisis de zimodemas
e hibridacion del KDNA, procedente del Instituto de
Medicina Tropical “Alexander von Humboldt” de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia.

En los pacientes con resultado de leishmanina positivo,
se realizé el descarte de lesiones leishmaniasicas
mediante observacién clinica; de estos pacientes, se
solicitd muestra de sangre para el estudio serolégico, y
en tres de ellos se corrobord la infeccion por deteccion
de anticuerpos IgG anti-T. cruzi mediante las pruebas
de ELISA (Chagatest ELISA recombinante v.3.0,
Wiener lab.) e IFI.

A todos los participantes se les informd la finalidad del
estudio y se solicitd el consentimiento por escrito; los
menores de edad fueron autorizados por sus padres.

HALLAZGOS

De los 102 pacientes con resultados de lectura de la prueba
intradérmica, catorce fueron casos agudos y tuvieron
diagnostico parasitoldgico confirmatorio (gota gruesa,
cultivo, PCR o xenodiagnéstico), diez de ellos con presencia
de signo de Romaiia; en los 88 restantes, en fase cronica
de la enfermedad, se demostro la presencia de anticuerpos
IgG anti- Trypanosoma cruzi, mediante las pruebas de ELISA
e IFl. Del total, 41 (40,1%) fueron varones, con una edad
promedio de 28,8 + 23,7 afos, 40 de ellos se encontraban
recibiendo tratamiento para la enfermedad de Chagas.
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Tabla 1. Resultados de evaluacién de Leishmanina en pacientes con la enfermedad de Chagas en Peru

Amazonas Cajamarca San Martin
Arequipa Tacna Moquegua
Prueba Utcubamba Bagua Chiple Pimpingos Tarapoto Saposoa
IDRM+ 1 1 0 0 0 2 1 0 0
IDRM - 27 5 16 5 3 3 18 17 3
Total 28 6 16 5 8 ) 19 17 3

IDRM: intradermorreaccién de Montenegro

De los cinco pacientes con reaccion positiva a la
leishmanina, dos provinieron de Amazonas y dos de
San Martin, departamentos pertenecientes a la region
nororiental del Marafon, é&reas geograficas donde
cocirculan ambos agentes, siendo 4/63 (6,3%) reactores
a la prueba; cuatro de ellos recibieron tratamiento para la
enfermedad de Chagas, ninguno tuvo signo de Romana.
De los pacientes con lecturas negativas, 40 tuvieron
tratamiento para la enfermedad de Chagas: cuatro de
ellos se encontraban en curso de tratamiento durante la
evaluacion y ocho habian finalizado tratamiento en los
ultimos dos meses (Tabla 1).

La lectura de la prueba intradérmica a las 48-72 h, revelo
que en 5 de 102 personas (4,9%) infectadas con T. cruzi,
se evidencio reaccion de hipersensibilidad cutanea a la
aplicacién del antigeno, mientras que en 97 de 102 per-
sonas (95,1%) la prueba intradérmica resulté negativa.

DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran una alta especifici-
dad de la leishmanina preparada con L. (V.) peruviana en
pacientes con enfermedad de Chagas. Estos resultados
son similares a los previamente reportados en muestras
pequeias &7, por Reed et al. ®, como resultado de la
aplicacién de leishmanina, en menos del 5% de pacientes
chagasicos, cuando se utilizé extracto soluble de L. do-
novani donovani a la dosis de 25 ug proteinas/mL, como
antigeno. Asi como con otras publicaciones que han em-
pleado otras especies de Leishmania y procedimientos
de diagnéstico de certeza, tales como el PCR ©)

De los casos positivos a la leishmanina, tres de ellos
provenian de zonas endémicas de leishmaniosis, lo que
podria sugerir que estarian infectados con parasitos de
Leishmania spp y que aun no desarrollaban la enfer-
medad. Por otro lado, al ser la leishmanina un antigeno
extracto proteico soluble, es de esperar que compartan
epitopes en comun, ya que, como se conoce, Leish-
mania y Trypanosoma, son trypanosomatideos estre-
chamente relacionados. Ademas, es posible que estos
pacientes hayan sido evaluados previamente con la leis-
hmanina dado que provienen de zonas endémicas para
Leishmania, y ello podria haber inducido su respuesta

280 |

cutanea, tal como lo sugieren los estudios que evalua-
ron aplicaciones secuenciales de la leishmanina (1%,

Al hacer un analisis diferenciado de la reactividad a la
leishmanina, en relacion a la procedencia geografica de
infeccién, se encontré que para los pacientes chagasicos
procedentes de la regién nororiental del Marandn,
donde cocirculan parasitos de Leishmania spp y T. cruzi,
la especificidad fue de 93,7%. En areas endémicas
para la enfermedad de Chagas, 38/39 tuvo reaccion
a la leishmanina, dando una especificidad de 97,4%;
el caso reactivo correspondié a un varén de 18 afios,
diagnosticado en la Universidad San Agustin de Arequipa,
con antecedente de viaje a un &rea endémica de
leishmaniosis en el Cusco, donde pernocté en el campo.

La reactividad cruzada entre estos parasitos esta amplia-
mente estudiada, las primeras descripciones se hicieron
en 1980, cuando Fuller et al. ('® reportaron que antigenos
hechos con cultivos de T. cruzi pueden dar reacciones
positivas en casos activos de leishmaniosis cutanea en
las Américas, pero en magnitud menor a los producidos
por antigenos de Leishmania. En el Peru, Cornejo y Lum-
breras reportaron reaccion a la leishmanina a las 48 h en
3 de 9 personas con enfermedad de Chagas comprobada
por xenodiagnostico, durante la ejecuciéon de una encuesta
epidemiolégica sobre la enfermedad de Chagas efectuada
en el valle de Majes del departamento de Arequipa (. Se-
gun los autores, ninguna de estas personas tuvo antece-
dentes de leishmaniosis tegumentaria.

La diferencia con los resultados que reportamos, podria
obedecer a la naturaleza de la leishmanina empleada,
que en nuestro caso fue un extracto proteico soluble
preparado con L. (V.) peruviana, evaluada en un estudio
previo como alternativa a la L. braziliensis ®, empleada
por Cornejo y Lumbreras. Al respecto, otras especies de
Leishmania no han resultado ser igual de efectivas en la
prueba de leishmanina, por ejemplo, en Brasil se evalud
L. (L.) amazonensis con solo una sensibilidad del 52%
en pacientes con diagnéstico parasitologico de leishma-
niosis . Recientemente, Rojas et al. (', evaluaron la
leishmanina en residentes sanos de una localidad en-
démica de la enfermedad de Chagas, en Cochabamba,
Bolivia, sin encontrar reactividad, aun en aquellos que
tuvieron serologia positiva anti-T. cruzi.
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Las condiciones propias del trabajo de campo limitaron
realizar una revision clinica exhaustiva de los pacientes
que resultaron positivos a la leishmanina, que permi-
tiera, a su vez, detectar antecedentes de lesiones por
leishmaniosis, lo que se considera una limitacion del es-
tudio pues podria haber influenciado en el porcentaje de
especificidad que se reporta.

En conclusion, la prueba intradérmica de Montenegro,
utilizando leishmanina elaborada con Leishmania
(Viannia) peruviana, a la concentracion de 25-30 ug/
mL, resulté negativa en 97 de 102 pacientes infectados
con T. cruzi, evidenciando una especificidad de 95,1%;
solo en 5 de 102 pacientes presenté reacciéon a la
leishmanina. La prueba intradérmica con aplicacion de
la leishmanina es una herramienta diagndstica simple

y eficaz, utilizada ampliamente para la confirmacién de
infecciones por Leishmania, que ademas podria ser
utilizada para discriminar infecciones por Leishmania
o T. cruzi, en areas donde ambos parasitos estan
presentes.
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