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RESUMEN

Se elaboré extractos de antigenos solubles de Leishmania (leishmanina), a partir de formas promastigotes de
Leishmania (Viannia) peruviana y Leishmania (Viannia) braziliensis. Los antigenos fueron evaluados respecto a su
sensibilidad, especificidad y efectos colaterales. Los ensayos se llevaron a cabo en una area de transmision de la
“uta” (leishmaniasis andina), en un area de transmision de la “espundia” (leishmaniasis selvatica), y en pacientes
atendidos en Lima. El antigeno de Leishmania (Viannia) peruviana, 25 pg/ml, resulté adecuado para la deteccion de
la reaccion de hipersensibilidad cutanea tardia en pacientes con lesiones cutaneas y/o cutdneo-mucosas activas,
encontrando una sensibilidad promedio de 95,9%. La misma sensibilidad, pero con reacciones mas intensas (po-
tentes) fue observada con el antigeno homélogo de 30 pg/ml. Los antigenos de Leishmania (Viannia) braziliensis de
25 y 30 pg/ml mostraron similar sensibilidad y potencia a las dosis equivalentes de Leishmania (Viannia) peruviana.
La sensibilidad y la potencia de la reacciéon se incrementaron minimamente con el incremento en la concentracion de
proteinas. No se observaron efectos colaterales como vesiculacion y ulceracion en el sitio de inoculacion. Los antigenos
demostraron ser altamente especificos. La especificidad en el grupo control alcanz6 el 100,0%, mientras que en el
grupo control endémico fue 95,7%.
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ABSTRACT

Extracts of Leishmania soluble antigens (leishmanina) were made from Leishmania (Viannia) peruviana and
Leishmania (Viannia) braziliensis promastigotes. Antigens were evaluated for sensitivity, specificity and side effects.
Assays were perfomed in transmission areas for “uta” (andean leishmaniasis), “espundia” (sylvatic leishmaniasis),
and also in patients seen in Lima. Leishmania (Viannia) peruviana antigen, 25 pg/ml, was adequate to detect late skin
hypersensitivity reaction among patients with active cutaneous and/or mucocutaneous lesions, with an average
sensitivity of 95,9%. The same sensitivity, but with more intense (potency) reactions were observed with the homologous
30 pg/ml antigen. Antigens of Leishmania (Viannia) braziliensis, 25 and 30 pg/ml, showed similar sensitivity and
potency to the equivalent doses of Leishmania (Viannia) peruviana. The reaction’s sensitivity and potency increase
minimally with increased protein concentration. No side effects, such as vesiculation and ulceration on the site of the
innoculation, were observed. Antigens showed high specificity. Specificity in the control group reached 100,0% whereas
in the endemic control group, it was 95,7%.
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INTRODUCCION

primera vez la IDR en el diagnéstico de la
leishmaniasis cutaneo-mucosa (LCM), diversos auto-

La prueba intradérmica (IDR) de Montenegro,
que mide la reaccion de hipersensibilidad cutanea

(RHC) de tipo retardada a antigenos homélogos o
heterélogos de promastigotes de Leishmania, es una
prueba util en el estudio clinico y epidemiolégico de la
leishmaniasis tegumentaria de las Américas®*.
Desde que Montenegro® en 1926, empleara por
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res han encontrado altos indices de positividad en
personas con leishmaniasis cutanea (LC),
leishmaniasis cutdneo-mucosa (LCM) y leishmaniasis
visceral (LV)*51t. Hay datos para considerar que la IDR
es altamente especifica. Se ha obtenido reacciones
negativas en pacientes con paludismo, tuberculosis
pulmonar, lepra, blastomicosis, asi como en diversas
dermatosis****3. Aln cuando regionalmente no se dis-
ponga de antigenos estandarizados, la sensibilidad y
especificidad de antigenos elaborados en algunos
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laboratorios es utilizada como prueba auxiliar en el
diagndstico clinico de las leishmaniasis cutanea®!4.
En areas endémicas de Ecuador?, se evalud la prueba
cutanea frente a la prueba de ELISA, reportando una
sensibilidad del 82,4% y recomendandola como he-
rramienta diagnostica para las leishmaniasis cutaneo-
mucosas. En 1991, los mismos autores concluyen que
el extracto crudo soluble de L. braziliensis panamensis,
a una concentracion de 10 pg/mL es altamente sensible,
100% en pacientes con LC de 3-6 meses de evolucioné.

Sin embargo, la IDR no puede distinguir infec-
ciones actuales de infecciones leishmaniasicas pre-
vias, una caracteristica muy comun en areas donde la
prevalencia de leishmaniasis es alta’®. Con la finali-
dad de reforzar el conocimiento derivado de los estu-
dios transversales de las leishmaniasis, se han lleva-
do a cabo estudios longitudinales, los que permitie-
ron una mejor comprension de la historia natural de la
enfermedad y sus factores de riesgo*’. Similar a es-
tudios longitudinales efectuados en la tuberculosis em-
pleando el PPD*?, la conversion de no reactivos a
reactivos a la leishmanina, en estudios prospectivos,
podria ser utilizado como un marcador de infecciones
recientemente adquiridas.

La ausencia de un antigeno (leishmanina) es-
tandarizado apropiadamente®, limita la utilidad
epidemioldgica de esta prueba. Adicionalmente,
interrogantes sobre la sensibilidad y especificidad de
la IDR, asi como la duracién de la RHC a la
leishmanina, dificultan la interpretacion de la prueba
en el estudio de las diferentes formas clinicas de las
leishmaniasis.

Resultados de estudios longitudinales no sus-
tentan el concepto generalizado de que la respuesta
RHC a la leishmaniasis tegumentaria sea permanen-
te16,17_

En el Perq, se ha llevado a cabo algunos estu-
dios epidemioldgicos de tipo transversal empleando
la IDR con leishmanina; en ellos, factores de riesgo
tales como edad, sexo, ocupacion, y tiempo de resi-
dencia, han sido asociados a la reactividad a la
leishmanina®71%2!| sin embargo no se dan mayores
referencias sobre las caracteristicas del antigeno
empleado.

Con el objetivo de disponer de un antigeno de
Leishmania para la IDR, aplicable al diagnostico de
las leishmaniasis en el Perd, se evalué desde el pun-
to de vista de su sensibilidad, especificidad y efectos
colaterales, diferentes antigenos (leishmanina) utili-
zando cepas de Leishmania (V.) peruviana y L.(V.)
braziliensis, especies consideradas responsables de
las dos formas clinicas de mayor importancia en la
salud publica de nuestro pais.

MATERIALES Y METODOS DE ESTUDIO
PREPARACION DE LA LEISHMANINA
La leishmanina, extracto soluble del parasito,

fue preparada siguiendo la metodologia de Reed y
col'°. Se utilizo formas promastigotes de las cepas L.

(V.) peruviana MHOM/PE/84/LC 26 y L. (V.) braziliensis
MHOM/PE/84/LC 53, identificadas por analisis de
zimodemas e hibridacion del kDNA, procedentes del
Instituto de Medicina Tropical “Alexander von
Humboldt”-Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Los promastigotes fueron cultivados en forma
sucesiva en los medios de agar sangre bifasico su-
plementado con 15 % de sangre desfibrinada de co-
nejo (USAMRU), y el medio liquido LIT suplementado
con 10% de suero fetal bovino, cosechados en la fase
logaritmica de crecimiento, centrifugados a 3 500 rpm
por 15 minutos a 4°C y lavados 3 veces con solucién
salina 0,89 %. Subsecuentemente, se lisaron por ul-
trasonido (tres ciclos de 1 minuto a 25,000 Kc/s en
bafio de hielo). El lisado, diluido en solucion salina,
fue centrifugado a 10 000 rpm por 30 minutos a 4°C.

El sobrenadante obtenido, solucion antigénica,
fue esterilizada mediante filtros Millipore de 0,22 pm y
almacenados a —80°C hasta su uso. Previamente, se
separd una alicuota de esta solucion, para la medi-
cion de proteinas por el método de Lowry. La concen-
tracion final de proteinas fue ajustada en lotes a 25 y
30 pg/mL, adicionando 0,5 % de fenol como conserva-
dor.

Se elabor6 los siguientes tipos de leishmanina:

- antigeno de L. (V.) peruviana, 25 ug/mL
- antigeno de L. (V.) peruviana, 30 ug/mL
- antigeno de L. (V.) braziliensis, 25 ug/mL
- antigeno de L. (V.) braziliensis, 30 ug/mL

Tres lotes de leishmanina fueron preparados
en fechas diferentes y almacenados en refrigeracion,
previos al trabajo de campo.

Para garantizar la esterilidad e inocuidad del
antigeno, se realizé el estudio microbiolégico en pla-
cas de agar sangre y saboraud, e incubados a 37°C
por 30 dias.

EVALUACION DE LAS LEISHMANINAS

Para el enrolamiento de las personas que con-
formaron el grupo de estudio, se tomaron en cuenta
las siguientes consideraciones:

Para el estudio de sensibilidad:
Criterios de inclusion:

- personas portadoras de lesiones activas y/o
cicatriciales de etiologia leishmaniasica confirma
da por demostracion del parasito mediante las
técnicas de frotis y/o cultivo.

- personas portadoras de lesiones activas y/o
cicatriciales adquiridas en areas endémicas de
transmision, compatibles con etiologia leishma-
nidsica, demostrables por la deteccion de
inmunoglobulinas antileishmania mediante la
prueba de Inmunofluorescencia Indirecta (IFl).



Rev Med Exp 1999, XV (1-2)

Intradermoreaccién en leishmaniasis

Para el estudio de especificidad:
Criterios de inclusion:

- residentes de la ciudad de Lima, area no endémica,
sin antecedentes clinicos, ni de visita a zonas de
transmisién de leishmaniasis.

- residentes de areas endémicas sin antecedentes
clinicos de leishmaniasis.

- personas portadoras de lesiones activas con diag-
noéstico clinico de otras patologias.

POBLACION DE ESTUDIO

El estudio se llevd a cabo en pobladores de la
localidad de Colasay (dpto. Cajamarca), area de trans-
misién andina, donde L. (V.) peruviana ha sido identi-
ficada, asi como en residentes de Putina Punco, area
selvética del dpto. de Puno, en el cual L. (V.) braziliensis
es el agente causal de la enfermedad. Integraron tam-
bién este grupo los individuos que acudieron al Insti-
tuto Nacional de Salud (INS) solicitando el servicio de
diagnostico de leishmaniasis (Figura 1).

I. AREA DE TRANSMISION CUTANEA ANDINA

- Lugar de estudio

La evaluacion del antigeno en el area de trans-
mision de la forma andina, se realiz6 en el caserio de
Colasay, distrito del mismo nombre (provincia de Jaén,
dpto. Cajamarca) ubicado a 1790 msnm, distante 60
km de la carretera Panamericana norte.

Figura 1. Areas geogréficas en las que se realizé la evaluacion de la
leishmanina.

O Colasay (Area Andina)
@ Putina Punco (Area Selvatica)

O Lima

- Poblacion en estudio

Para el estudio de sensibilidad, el grupo estu-
vo constituido por 22 pobladores portadores de lesio-
nes activas y/o cicatriciales, quince (68,2%) de ellos
fueron confirmados por demostracion de amastigotes
en frotis coloreados con Giemsa.

Los siete restantes fueron cicatriciales, tres de
ellos no acudieron nunca a un centro de salud por el
diagnéstico respectivo, y cuatro tenian antecedentes de
un examen anterior de frotis con resultado negativo; sin
embargo, integrantes de su familia tenian o habian tenido
leishmaniasis confirmada; cinco respondieron al
tratamiento con glucantime y dos aparentemente curaron
con métodos caseros.

Para el estudio de especificidad, el grupo con-
trol endémico estuvo conformado por siete residentes
sin antecedentes clinicos de leishmaniasis.

La presencia de dos individuos portadores de
lesiones, diagnosticados clinicamente como poco
compatibles con etiologia leishmaniasica, permitié in-
vestigar reacciones cruzadas con otras patologias.

Il. AREA DE TRANSMISION SELVATICA

- Lugar de estudio

Para la evaluacion de la leishmanina en area de
transmision selvatica, se eligié la localidad de San Juan
del Oro (Putina Punco), situada en la provincia de Sandia,
dpto. de Puno. Comprende areas boscosas de la vertiente
oriental de los Andes, y es de relieve accidentado; el clima
es tropical humedo, tipico de selva alta.

- Poblacion en estudio

La poblacién estuvo constituida por comunida-
des nativas y mestizas asentadas en las margenes
del rio Putina; los pobladores se dedican a labores
agricolas, principalmente cultivos de panllevar, fruta-
les y actividades extractivas temporales, especialmen-
te madera y oro, razon por la cual muchos se trasladan
al dpto. de Madre de Dios.

Se realiz6 la prueba de IDR a 42 personas con
lesiones activas y/o cicatriciales sospechosas de pa-
tologia leishmaniasica y a 16 residentes sin antece-
dentes clinicos de leishmaniasis.

Con la finalidad de investigar la existencia de re-
accion cruzada con infecciones micoticas, se incluyé a
dos nifios con lesiones dérmicas diagnosticadas
clinicamente como micosis, en el centro de salud de
Putina Punco.

Ademés de considerar los criterios clinico-
epidemioldgicos, se comparé los resultados de la reac-
cion de hipersensibilidad tardia con los obtenidos en la
prueba de IFI, la cual es altamente sensible y especifica
en el diagndstico de las leishmaniasis.

Ill. PACIENTES ATENDIDOS EN EL INS (Lima)

De los diecinueve individuos que fueron
derivados al INS para descarte de leishmaniasis, 13
de éstos presentaban lesiones cutaneas, mientras
que los seis restantes presentaban, ademas, lesiones
mucosas compatibles con etiologia leishmaniasica.
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PROCEDIMIENTOS

Datos relativos al nombre, edad, sexo, ocupacion,
procedencia, tiempo de residencia en la localidad, nu-
mero, descripcién y tiempo de evolucién de las lesiones,
etc., de cada participante, fueron consignados en una
ficha clinico epidemioldgica.

Muestras de tejido y exudado para la investiga-
cion parasitolégica, mediante las técnicas de frotis y cul-
tivo, fueron obtenidas de todas las personas que pre-
sentaron lesiones activas compatibles con
leishmaniasis. Previa informacion de los fines del estu-
dio, fue requerido el consentimiento oral en cada caso;
de los menores de edad, se requirié autorizaciéon de sus
padres.

Adicionalmente, a fin de determinar la inmunidad
de tipo humoral, se colectdé una muestra de sangre por
puncién venosa; el suero obtenido, fue conservado en
condiciones de refrigeracion hasta su procesamiento
mediante la prueba de Inmunofluorescencia Indirecta
(IF1). Segun estandarizacion de la técnica en nuestro la-
boratorio, las muestras de suero, en las cuales se de-
tecté inmunoglobulinas IgG a la dilucién minima de 1/40,
fueron consideradas positivas.

El antigeno para la prueba de IFI, fue elaborado
con promastigotes de L. (V.) braziliensis, siguiendo la
metodologia de Guimaraes y col®.

Los antigenos de leishmanina e IFI fueron prepa-
rados en el Laboratorio de Leishmaniasis y Chagas de
la Divisién de Parasitologia del Centro Nacional de La-
boratorios en Salud Publica, Instituto Nacional de Salud
(INS).

APLICACION DEL ANTIGENO (PRUEBA DE MONTENEGRO)

Se aplic6 via intraepidérmica, 0,1 mL de la
leishmanina preparada, en la cara anterior de los ante-
brazos (Figura 4) de los siguientes grupos de individuos
(Tabla 1):

- 49 individuos con lesiones activas de etiologia
compatible con leishmaniasis: 30 con lesiones
cutaneas y 19 con lesiones cutaneo-mucosas.

- 33 individuos con lesiones cutdneas curadas
(cicatricial): 15 de zona andina y 18 de zona selvatica.

- 23 residentes de areas endémicas sin antece-
dentes clinicos (control negativo endémico).

- 20 residentes de la ciudad de Lima (area no
endémica) sin antecedentes clinico epidemiol6-
gicos de leishmaniasis (grupo control).

- 8 individuos afectados con otras patologias.

Tabla 1. Grupos clinicos evaluados

Grupos clinicos N %

Con leishmaniasis activa* 49 37,0
Con leishmaniasis cicatricial 33 25,0
Control endémico negativo 23 17,0
Grupo control (residentes en Lima) 20 15,0
Con otras patologias 8 6,0
Total 133 100,0

* Incluye los individuos consultantes al INS (Lima).

La lectura de la reaccién de hipersensibilidad se
verifico, segun patron establecido, entre las 48 y 72 ho-
ras posteriores a la aplicacion+%,

La prueba fue considerada positiva, si el diametro
promedio de induracion (papula) era > 5 mm en el sitio de
inoculacion (Figura 4). Para ello, tanto el didmetro mayor
como su perpendicular fueron medidos y promediados;
utilizando un boligrafo, la papula fue delimitada y estos
bordes transferidos a un papel humedecido en alcohol al
70%, para su registro permanente.

RESULTADOS

ESTERILIDAD E INOCUIDAD

En los tres lotes de leishmanina preparados, no
se detect6 contaminacion bacteriana ni micotica. Asimis-
mo, la ausencia de reaccién en ratones inoculados con
estos antigenos, demostrd la inocuidad de los mismos.

SENSIBILIDAD

Para el estudio de sensibilidad, la condicién de
enfermos de leishmaniasis fue determinada a través de
pruebas que permitieron confirmar la naturaleza de la
enfermedad, mediante la demostracion directa o indi-
recta del agente etiologico causal, denominadas prue-
bas o patrén de oro.

Los Patrones de confirmacién considerados en el

presente estudio fueron:

1. Observacion del amastigote de leishmania me-
diante la técnica del frotis.

2. Aislamiento del promastigote de leishmania
mediante la técnica de cultivo.

3. Deteccion de inmunoglobulinas circulantes anti-
leishmania mediante la técnica de IFI.

La sensibilidad, porcentaje de reacciones po-
sitivas en una poblacién de enfermos, fue determina-
da mediante la aplicacion de la leishmanina en perso-
nas portadoras de lesiones cutdneas y/o cutaneo-
mucosas activas y cicatriciales (grupos 1, 2 y 3).

Grupos 1y 2. Lesiones activas cutaneas y/o cutaneo-
mucosas

Cuarenta y nueve personas, incluyendo los
consultantes al INS, con lesiones activas, 30 cutaneas
(Figura 2), 19 cutdneo-mucosas (Figura 3), mostraron
una sensibilidad promedio de 95,9%. Estos porcenta-
jes son comparables con hallazgos de otros autores
en paises vecinos*>13,

En la tabla 2, se consolida la reactividad mos-
trada, cuando menos a uno de los antigenos evalua-
dos.

En personas con enfermedad cutanea activa,
28/30 (93,3%) fueron sensibles a la leishmanina. En
relacién a la reactividad demostrada por pacientes afec-
tados con LCM activa, 19/19 (100,0%) fueron sensi-
bles a todos los antigenos (Tabla 3).
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Figura 2. Lesiones cutaneas. Figura 3. Lesién cutdneo-mucosa.

Tabla 2. Resultado general de reactividad a los antigenos de Leishmania (V.) peruviana y L. (V.) braziliensis (25 y 30 ug
proteinas/mL).

Grupos evaluados Putina punco Colasay INS Total
(Puno) (Cajamarca)
+N % +/IN % +IN % +/IN %
1 Cutaneos activos 8/10 80,0 717 100,0 13/13 100,0 28/30 93,9
2 Mucosos activos 13/13 100,0 6/6 100,0 19/19 100,0
3 Cicatricia.l 17/17 100,0 14/15 93,3 0/1 0,0 31/33 93,9

Grupo 3. Cicatricial

La sensibilidad promedio en el grupo
cicatricial fue 86,4%. Una nifia de 3 afios de edad,
con diagndstico parasitolégico confirmatorio
previo al tratamiento con glucantime, reaccioné
a la leishmanina L. (V.) peruviana 30 pg/mL, pero
no a su homélogo de 25 pg/mL. Situacién similar
ocurrié con un nifio de 11 afios que di6 reaccién
positiva a los antigenos de L. (V) peruviana, 30

pg/mL y L. (V) braziliensis, 25 pg/mL, pero
reacciond negativamente a L. (V) peruviana, 25
pg/mL.

En el grupo evaluado en la localidad
de Putina Punco (Puno), area de transmision
selvéatica de la enfermedad, 17/17 (100,0%) res-
pondieron a los antigenos de L. (V.) braziliensis
(Tabla 2).

Tabla 3. Reactividad a los antigenos de Leishmania (V.) peruviana y L. (V.) braziliensis (25 y 30 pg proteinas/mL) en pacientes
con enfermedad activa.

Formas clinicas Selvéatica* Andina** INS** Total
+/N % +/N % +/N % +/N %
Cutéanea 8/10 80,0 717 100,0 13/13 100,0 28/30 93,3
Cutéaneo-mucosa 13/13 100,0 6/6 100,0 19/19 100,0
Total 22/23 95,7 717 100,0 19/19 100,0 47/49 95,9

* Leishmaniasis con IFI (+).
** | eishmaniasis con demostracion del parasito y/o IFI (+).
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Figura 4. Aplicacién de la leishmanina.

Los resultados de los conformantes de este
grupo, evaluados en la localidad andina de Colasay,
indican que 14/15 (93,3%) fueron sensibles a la prue-
ba intradérmica. Un individuo con leishmaniasis cura-
da de procedencia selvética, que acudié al INS para
control seroldgico, no respondié a ningdn antigeno
(Tabla 4).

ESPECIFICIDAD
La especificidad, numero de reacciones ne-

gativas en una poblacién de sanos, fue determinada
con los grupos 4, 5y 6 evaluados (Tabla 5).
Grupo 4. Control negativo endémico

En los residentes de area endémica sin
antecedentes clinicos de leishmaniasis, la espe-
cificidad promedio fue 95,7%.

Grupo 5. Otras patologias

En relacién a la reactividad frente a otras
patologias, ninguno de los ocho individuos que

Tabla 4. Evaluacion de Leishmanina 25y 30 pg proteinas/mL :

Figura 5. Reaccion a las 48 horas post-aplicacion.

presentaron lesiones cutaneas de origen no
leishmaniésico, respondieron a los diferentes
antigenos evaluados. Su procedencia y conforma-
cién fue la siguiente:

* Putina Punco: dos personas con diagnostico
clinico de micosis.

* Colasay:

a) Varon de 21 afios con lesion cutanea protube-
rante, sin diagnostico establecido.

b) Escolar de 12 afios, con lesién punzocortante
originada por accidente.

* Pacientes examinados en el INS:

a) Mujer de 21 afos, con aislamiento de
Mycobacterium tuberculosis en cultivo de lesion
cutanea.

b) Mujer de 85 afios, con lesion nasal cutanea de
origen neoplasico.

c) Escolar de 14 afios, sexo femenino.

d) Escolar de 9 afios, sexo masculino.

Estos dos Ultimos presentaron lesiones cuta-
neas superficiales, diagnosticadas clinicamente
para otras patologias.

Resultado de Reactividad (Leishmaniasis Cicatricial).

Parasito Leishmania (Viannia) peruviana Leishmania (Viannia) braziliensis
Tipo de Leishmaniasis segun Selvética* Andina Selvatica** Andina
procedencia geografica
+/N % % +/N % +/N %
Total 14/18 77,7 93,3 17/18 94,4 14/15* 80,0

* Dos de ellos no reaccionaron al antigeno de 25 pg/mL.
** Uno de ellos no reacciond al antigeno de 25 pg/mL.

10
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Tabla 5. Resultado de reactividad negativa a las leishmaninas (25 y 30 pg proteinas/mL).

Grupos evaluados Putina punco Colasay INS Total
(Puno) (Cajamarca)
-IN % % -IN % -IN %
4 Control negativo endémico 15/16 93,7 100,0 22/23 95,7
5 Otras patologias 2/2 100,0 100,0 4/4 100,0 8/8 100,0
6 Grupol control 20/20 100,0 20/20 100,0

Grupo 6. Control

Todos los antigenos evaluados en este grupo,
individuos sanos residentes de Lima, area no endé-
mica, demostraron alta especificidad, no reaccionando
a ningun tipo de antigeno.

RESULTADO GENERAL DE SENSIBILIDAD Y
ESPECIFICIDAD

La sensibilidad, porcentaje de reacciones po-
sitivas en una poblacion de enfermos, fue determi-
nada mediante la aplicacion de la leishmanina en
82 personas portadoras de lesiones cutaneas y/o
cutdneo-mucosas activas y cicatriciales, correspon-
dientes a los grupos 1, 2 y 3 de la poblacién estudia-
da. En tanto, la especificidad, porcentaje de reaccio-
nes negativas en una poblacién de sanos, fue de-
terminada por aplicacion de la leishmanina en 51
individuos pertenecientes a los grupos 4, 5y 6 eva-
luados (Tabla 6).

REACCIONES COLATERALES

En general, reacciones normales como erite-

ma y prurito, fueron observadas en los casos acti-
vos de leishmaniasis. Excepcionalmente, un indivi-
duo, conformante del grupo control negativo endé-
mico, exhibié reaccién similar a las 24 horas con la
leishmanina de Leishmania (Viannia) peruviana 30
pg/mL, persistiendo una reaccién minima a las 48
horas. Durante su juventud, este individuo habia sido
intervenido quirGrgicamente, por estar afectado de
tuberculosis 6sea.

Reacciones colaterales como vesiculacion y
reaccion necrética no fueron observadas en los gru-
pos presentados, pero si con el lote 2: Leishmania
(Viannia) peruviana, L.(V.) braziliensis a 30ug/mL,
aplicados en individuos con LC y/o LCM activos, en
el Hospital de Quillabamba, provincia La Conven-
cion, departamento Cusco, los que seran objeto de
una comunicacién posterior.

El incremento en la dosis de antigenos de
Leishmania (V.) braziliensis ha sido asociado con
un incremento en la presentacion de efectos colate-
rales no deseables®®. Por consiguiente, es preciso
ser cautos al seleccionar la dosis del antigeno a ser
empleado, en especial, cuando las infecciones son
causadas por miembros del complejo braziliensis,
como ocurre en nuestro pais.

Tabla 6. Resultado general de sensibilidad y especificidad a los antigenos de Leishmania (V.) peruviana y Leishmania(V)

braziliensis (25 y 30 pg proteinas/mL).

Resultado de prueba IDR Con leishmaniasis Sin leishmaniasis Total
IDR + 78 1 79
IDR - 4 50 54
Total 82 51 133

Sensibilidad = 95,1%
Especificidad = 98,0%

Los valores predictivos, positivo y negativo, resultantes fueron:
Valor predictivo positivo = 98,7%.

Valor predictivo negativo = 92,6%.

Yule = 0,937.
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DISCUSION

La leishmanina no representd dificultad en
su preparacion y aplicacion para las pruebas de
intradermorreaccion.

La sensibilidad promedio 95,9% (47/49) que
informamos, en pacientes cutaneos y cutaneo-
mucosos activos, es similar a los hallazgos de otros
autores en paises vecinos (Tabla 7). Reed y col4,
evaluando extracto soluble de L. donovani donovani
a la dosis de 25 pg proteinas/mL, encontraron 97%
de sensibilidad en individuos con LV curada; su
sensibilidad disminuy6 a 82%, cuando, a estos mis-
mos individuos, se les aplicé extracto de L. mexica-
na amazonensis, 25 pg/mL. En Colombia, Weigle y
col**, empleando parasitos fenolados de L. (Viannia)
braziliensis refieren una sensibilidad de 98,5%.

En 1997, en el Estado de Campeche-México,
Monroy y col®, aplicando parasitos fenolados de L.
mexicana en pacientes leishmaniasicos, obtuvieron
una sensibilidad del 100%. Por su parte, Furuya y
col8, utilizando extracto soluble de L. (Viannia)
panamensis 10 pg/m, informaron reaccion positiva
en 25/25 pacientes ecuatorianos, casos confirma-
dos por demostracion del parasito.

Porcentajes menores de positividad como el
82,7% han sido reportados por Weigle y col**, mien-
tras que Furuya y col?, empleando exracto soluble L.
(Viannia) braziliensis de 25 pg/mL, hallaron una sen-
sibilidad de 93,3% en pacientes con LC activa con-
firmada.

En nuestro estudio, 28/30 personas con LC
activa fueron sensibles a los antigenos evaluados.
Uno de los dos casos con leishmanina negativa co-
rrespondié a un joven de 17 afios de edad, de la
localidad de Putina Punco, con lesién cutanea Unica
de 17 dias de evolucién, de la cual se obtuvo formas
de promastigote en cultivo. Es conocido que la re-
accion intradérmica se hace positiva de 4 a 6 sema-
nas después de iniciada la infeccion®, lo cual expli-
caria este resultado. El otro caso, también de Putina
Punco, correspondi6é a un nifio de 11 afios, con
serologia positiva (1/40) a leishmaniasis.

En Colasay, area de transmisién de

Tabla 7. Antecedentes de evaluacion de Leishmanina.

leishmaniasis andina, un nifio de 9 afos fue sensi-
ble a los antigenos de L. (V.) peruviana 25 y 30 ug/
mL, mas no a la leishmanina L. (V.) braziliensis 25
pg/mL. En este caso, hubo mejor respuesta frente
al antigeno homdlogo.

En el Perl, se han efectuado algunos estu-
dios epidemioldgicos con aplicacion de leishmanina.
En pacientes cutaneos y cutdneo-mucosos activos
del valle del Apurimac (San Francisco, Dpto. de
Ayacucho). Castro y col?* encontraron una reaccion
del 87,1%, mientras que Canario y col?® refieren un
100% en pacientes cutaneos del caserio de Tambo-
ra (San Miguel, dpto. de Cajamarca); por otro lado,
en la provincia de la Convencion, dpto. de Cuzco.
Cjuno y col?? evaluaron, con fines diagndsticos, a
210 personas con diagnostico clinico de
leishmaniasis, encontrando una positividad del
71,2% para la prueba intradérmica. No se tiene evi-
dencia, en ninguno de estos estudios, que la
leishmanina haya sido aplicada en pacientes con
leishmaniasis confirmada.

En cuanto al 86,4% de sensibilidad demos-
trada en el grupo cicatricial participante de este es-
tudio, resultados similares han sido informados; en
el Ecuador, 25/29 personas con leishmaniasis
cicatricial demostraron reaccion de hipersensibili-
dad tardia al antigeno de L. braziliensis
panamensis?.

En el grupo control de individuos sanos resi-
dentes de Lima, area no endémica, la especificidad
fue del 100,0%. Estos resultados concuerdan con
el 98,5% informado por Weigle y col*® utilizando
promastigotes de L. (V.) panamensis, y el 96,6% ob-
tenido por Reed y col'® con extracto soluble de L.
donovani donovani, a la concentracion de 25 pg/mL
de proteinas. En el Brasil, resultados semejantes
fueron obtenidos por Navarrete y Biagi?®, con
promastigotes fenolados de L. (V.) braziliensis v,
Mayrink y col® utilizando un extracto soluble preparado
con una mezcla de cepas de L. (V.) braziliensis, L. (V.)
guyanensis, L. (L.) mexicana y L. (L.) amazonensis.

En nuestro grupo control negativo endémico,
s6lo 1/23 con antecedente de tuberculosis 6sea, re-
acciono6 a la aplicacién del antigeno de L. (V)

Autor Pais, afio Especie de leishmania Tipo de antigeno % de Positivos
Melo y col® Brasil, 1977 L. mexicana amazonensis Extracto soluble, 40 pg/mL 100,0 (100/100)
Reed y col*° Brasil, 1986 L. mexicana amazonensis Extracto soluble, 25 pg/mL 95,1 (21/22)
Reed y col*® Brasil, 1986 L. donovani donovani Extracto soluble, 25 pg/mL 96,6 (29/30) *
Furuya y co® Ecuador, 1989 L. (Viannia) brasiliensis Extracto soluble, 25 pg/mL 93,3 (14/15)
Weigle y col** Colombia, 1987 L. (Viannia) panamensis Parasitos fenolados, 1X 107 83,0 (124/150)
L. mexicana amazonensis
Weigle y col*® Colombia, 1991 L. (Viannia) brazilensis Parésitos fenolados, 2X 10° 98,5 (65/66)
Furuya y col® Ecuador, 1991 L. (Viannia) panamensis Extracto soluble, 10 pg/mL 100,0 (25/25)
Monroy y col® México, 1997 L. mexicana mexicana Parasitos fenolados, 5X 10° 100,0 (48/48)
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peruviana, 30 pg/mL. Estos resultados difieren del
26%, reportado por Arzubiaga y col*® en Peru, en el
cual, utilizando promastigotes de L. (V) braziliensis a
una concentracion proteinica equivalente a 35 pg/mL,
se obtuvo 21% de respuesta positiva, la cual estaria
en relacion a la mayor concentracién proteinica
del antigeno empleado. La determinacién de
anticuerpos IgG mediante la prueba de IFI, en los
sueros de estos individuos, dieron resultados posi-
tivos soélo a la dilucion de 1/16, no obteniéndose, en
ningun caso, el titulo positivo (1/40) a infecciones
por leishmania, que consideramos en nuestro gru-
po de estudio.

En relacién a la reactividad cruzada frente a
otras patologias, los ocho individuos afectados por
otras patologias no reaccionaron a ningun tipo de
los antigenos evaluados.

Las diferencias en cuanto a la intensidad de
la reaccidon, potencia, tamafio de la papula en
milimetros, no guardaron relacion con el tipo de
antigeno utilizado, habiendo sido el eritema y el &rea
de induracion en unos casos, algo mayor para el
antigeno homoélogo, mientras que en otros la
situacion fue inversa.

Debido a la estrecha relacién taxonémica que
muestran los parasitos de Leishmania y Trypanosoma,
diversos autores han evaluado antigenos de
Leishmania en pacientes con xenodiaghostico y
serologia positivos a T. cruzi; unos, no encontraron
reacciones positivas®*!* en tanto que Reed y col* infor-
maron menos del 5% de reacciones con diametros
minimos de induracién entre 5-6 mm.

Fuller y col” informaron que antigenos hechos
con cultivos de T. cruzi pueden dar reacciones posi-
tivas en casos activos de LC en las Américas, pero
en magnitud menor a los producidos por antigenos
de Leishmania.

La dificultad en detectar pacientes con la En-
fermedad de Chagas en las areas estudiadas, no
permitié su inclusién en la presente evaluacion.

CONCLUSIONES

* El antigeno de Leishmania (Viannia) peruviana,
25 pg/mL, resultdé adecuado para la deteccion de la
reaccion de hipersensibilidad cutanea tardia, en
pacientes con lesiones cutaneas y/o cutaneo-
mucosas activas, encontrando una sensibilidad
promedio de 95,9%. La misma sensibilidad, pero
con reacciones mas intensas (potencia) fue
observada con el antigeno homaélogo de 30 pg/mL.

* Los antigenos de Leishmania (Viannia)
braziliensis, 25y 30 pg/mL, mostraron similar
sensibilidad y potencia a dosis equivalentes de
Leishmania (Viannia) peruviana.

* Los antigenos demostraron ser altamente
especificos. La especificidad en el grupo control
alcanz6 el 100%, mientras que en el grupo control
endémico, fue 95,7%.

RECOMENDACIONES

La prueba de IDR, empleando el antigeno de
Leishmania (Viannia) peruviana 25 pg/mL, podria ser
usado como prueba auxiliar en el diagnostico de las
leishmaniasis a nivel nacional.
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