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1.0. INTRODUCCION. 

1.1. ANTECEDENTES. 

1.1.1. VIEJO MUNDO. 

Al Parecer la primera descripción de la Leishmaniasis

Visceral registrada en los anales· de ·la·hlstoria es atribuida a 

EL-RAZI en rrak al.reded~r del año lSOO o.e. (43). En el 1885 

Altouyan p~blibó;,un trab~jo. ~~~r~ ·S1 .~a~ecimiento en Aleppo, -

Siria. (lÚ)t: Y •• ~~n···ese mismo'. añciicÚnniggham observó por primera 

vez a.· los parásitos ::~::'ía~-~~u~ s_upU~o 
~-·, 4 • ---f• -.; :~ .,,>. - - -~' :~·:·~-.:.·.-~.~ -

una amiha· .. ;.<-' ~ ~- :-;-~:1:,-• • '-i,: · »: ::·}:--:::;' . .. ,._ 

Í•Esporas Incluidas" en 

.. ·.· .. ·.·E~ ··~~-~8/~i!~~~\:dkif~~:~~ci~~~~ 'al estudiar casos de Líai-
" ; :.-·¡: ·•. ~ -.~ '"•; ··• .. ',": ; ; ,::·. .. 

perci a:1 ser shmaniasis, c11tá'li'E·~''des'dúl:irió. ac'~u' age'?te 'causál, 

publicado su't~~i:;~je:?E.ií ~ú~~;;/,•;a.só d~~apercibido' pára -los cien-
. . . . . . ' . . . . . . . ~--·. \,_:, 

t1ficos.oc~~~~~~~ff,s.)~'.~~-~·; /.·.,,:, \< '.i• >>C.;.·•.> ;· ;>: , •···· .· .· 
·.F.:n:,19_03.;LeiShman.haci;··una',descripc_ión:<.del: agente para-

sitario, do~ 111.,~;;¡;:;¡.~~ .. ~-;~E.'·ci~{ºÜ~~~vin hj:~·i~:J:c·¡•:;.~Is~; de• far

ma independi~~~e: (1~'i'; :.".f ~·~·:.~is~~ )afi~':• ~b~~.,:~,i~·~~-Í' .. ée · e1••·género 
. ·:-.' -...... · .. :,:';·: .: .:;~·-;:~··~·:: ':.J>~ :'. ... '.~'.:-: ·-~·~:.~ '· '.;<·· ':.'.:~·:./:~~-:. ;· :·:_1::.<.=.:·· ::.~:~1_,('~i~:~'.·,'_-r~:~',:;·]:\ ~. >~.;:'- ; ':· 1 : < 

1eishmªnia en h~nor ,a Le,ishman (lO~il~l)·; Y~' Wright,:,de~crlbe al 

pará~itó üamlindaie -Leishmania t~ópid~ .. ¿~~;~1: ~~{, · ,, séitón de 
oriente. ;,-c1_2_._il ._•._;?,:_ . . '>:"· _ . .,.. · .·.·· " . · ...... " , .... · · , . .,. ...... · 

>;·· , ~.-,·,: :}~. ' )'7_, ': ·.,.~:; .. ;:~:: : .-r!. e . 

····•. ·. Eh,·~~04; iR,':'·9~i.:J.~~ró'cu1tiva.~ .1osi.~arlisii:os del ·~~1a--

azar·.en ;sa~g.~~"~u~~":ª~:it7.ada;·:.:~~sc~~N·_ri-.' .. -~ .. ceo'n1'~_:l/ .. '-'e}_ ... :.,ly•ª.·.;.r.s~i~·n:c.~r/e~l.• .. ªlgo'g~.rlaarn·· 
.º promastigote:'·. cuát.rci 'años ciespÚés .• 

. .,. '•'- .... ,· ·' ·. !»,_ •• 

obtener los cult:i.vos.'"ápartfr.-del " Botón de oriente ·n (122), 

l 



Wenyon en 1911 sugirió que el flebotomo era el trans

mis~r de la Leishmaniasis cutánea, hecho comprobado hasta 1921 

por Sergent, Parrot y Bequet en el "Botón de oriente" (122). 

1.1.2. NUEVO MUNDO. 

El. primer dato histórico de la Leishmaniasis podría 

situarse en el· periodo. pre-clásico (2000-1soo A.C.) está posi

bilidad se'. b~sa'Z~n l~>~xi~te~~ia' d.i una urn~ de arcilla de la 
·· .. 

cul tí:irá ol~~ba' d;._~_C'\lbiertá: ~;.. lá región del usumacinta en el 

:::::o c{:~I~;~~f~~-1~tf f j~*l!~~;t:~¡:~:::::n:::::e::·:::: ( ::~) 
·'. É·r;·A.inéri'ca'i.átiná',\1¡;, ·•:.I.eishmaniasis ya ·se conocía, 

una·. vari~d~d fa~. '¡/~o~~~ : cutáriea, .. era llamada desde 
').'.'.•" . ·i :(::·, 

pre,,-clásicils -:camo)esi?!indi.( C> :•uta'_' (del quechuá: ut=roer). Los 

cerami~tá~\~~:(:~~l:it~'~ · Perú representaron formas de. "uta" en 

piezas ·de'cei_áfo~,~a<co'~i,~da,';u llamadas huecos antropomórfiCos " 

(I); En i78s~.HÍ.pÓiitó.~uF, ~oi~~i~o ·español que. se -~~6'ontratia 

::d:é::rtii-~ºj;::·ª:j:f rl:j.t::g::b::r::ª·::::~tz~¡J~~ª1f ·r;~::.~~:-. · 
cual co~e~~¿ .. l~~ naturales atribuyen •el '.'ó~-~~:·ri ~~\i~. ~~·f~~in;.·:. 

"'' .;:::!~ '/' . 

dad' a _la picadura de un pequeñisimo insecto'hráinaa6iuta'!(122¡ 
. ' . '. ·.· ··, :.;.; .·;. ~;_.--:~ ~::.-. '' ·, ... . ''· 

En isas cerque ira en Brasil éio_mparÓ'.:':ía i l:ieishníaniasis 

Americana con el " Botón de oriente " ai .. :~!Jsi·~~v~r-:''iinportantes 
dÚerencias e Indalecio Camacho en co'io~l>i~;:_:·~o~tuvo que se 

trataba del mismo padecimiento, solo quE! .ünicámente .modifica

do por el clima. (122) 
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Vianna en 1911, al notar las diferencias cl1nicas de 

la Leisbmaniasis americana con las del "Bot6n de oriente" creó 

una nueva especie la Leisbmaniasis braziliensis ·para definir 

el agente etiol6gico espec1f ico de la Leishmaniasis americana

( 122), y en el año 1912 utilizó por primera vez el Tartrato -

Emético en el tratamiento de la Leisbmaniasis americana. 

Debido al éxito consiguió que los antimoniales fueran el medica-

mento de elecci6n hasta la actualidad ya que son eficaces para 

todas las formas cl1nicas presentadas por la ~eishmsnia en el -

mundo. 

1.2.0. LEISHM1\NIASIS EN MEXICO • 

. segúramente las Leishmaniasis ya existían.: en América 

precolombi.'r..~;· y.desde luego en México, y ·Diego Lopéz.°de colludo 

(121), en¡su 'historia de Yucatán, relat6. que {()i:;;~.i~eros fran-

cisC:arios tju~:int.,ntaron convertir ¡¡ .. l'.'s' ft~i~s'.d~l'P1.:,t°én; 
trarori. inÍ:ÚgenáS' ';'ºn. ~as.". orejas P~~ddas .'.~ ;·, •... 

encon-

:::'.::~::fülb~í~tf tii~~i~t~t~ff :~i~1:€·l~=~!:~::·:: 
Leishmari¡¡,_~i.~ ,~~~~~:i;~aA~J·~~;·~~·¿~tárl ~::por "n~e en México fué 

sai~~iiri.eri'J:~{'-2 :{i;{i{; ~~'i.en'ia:1íamó'·~{cera de los chicleros 

por en~~~t;~~~ las.· i~ti~h~i Jicéi'o:~~~· con mucha frecuencia en -

las o~ej ~~ ·~~ ~·~to·,;· '.t:~~'~Qj·~~oÍ-~s/ ·.•· 

En;:19.lJ, H~r~árid~~ >F~j~r:do ~1lbÍicó un trabajo sobre 

esta i>ai:asi.t6sis 'e.n .Y:uC:atá.~ .Y.'. ese· mismo: año cervera .describi6 

un caso en la revista> de la Escuela;' Médico Militar (123). 
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El Primer estudio epidemiol6gico mexicano sobre esta 

zoonosis fué realizado en 1942 por Beltrán y Bustamante (16), 

se hizo en campamentos Chicleros de la Pen1nsula de Yucatán. En 

1944 Millan y Chávez , describier6n el primer caso de Leish

maniasis cut!nea diseminada ~n el mundo, pero tuvieron la poca 

fortuna de etiquetarlo como Leishmaniasis cut!nea infantil y pu

blicarlo en una revista de escasa circulaci6n, por lo que se 

reconoce internacionalmente a Prado Barrientos de Bolivia 

y a Convit y Lapena de Venezuela como los primeros en descri

birla (de manera independiente) a pesar de haberlo hecho hasta 

1948. 

En 1952, Báez - .Villaseñór y Col.; publicar6n el 

primer caso de Leishmaniasis ,¡f~~~~~~':~~~lc~nÓ:u~ niño nacido y 

residente del municipio d¿'.IÍúit~Ú~~lGf~.i.;,~~;:ia·cuenca. del r1o 
1 ¡'~ ~-' 

balsas, aparentemente la ·ú~iCa'r.:0gi'6rí\.;ridémicá' .;1111\éxico donde 
• .;.;·_: ..• ,;;~~-·: ;< ·: "'. "- ' :. ' 

hasta la actualidad se. han· encontrado;: s'·caso's ;más ( 2, 18, 123, 125) 

los 

bla y un adulto· masculinci·,··parapléjico .originário y residente 
. ·' .·.".·'. ,. ':: :" ;~:,'.'.i!;/::-~:\~::·_ ;~\···-_:-·ff,:-·;,_;<:;\:.;/~~\;· ---.,~:·.,.: ... ,_..~,,,) .<·:_-- ·, •' 

de la ciudád. «ie:· México·:erivia'do:.',a':Curi'icentro 'de rehabilitaci6n en 
···-· _.··, -,· .... ·.; º"·/··--· 

Metepec; Puebl~ do~Ji a"~¡~~~t;;mÉ!riÚ/~dqúfrió la enfermedad que 
., :'<~- '-'··· '<.ic'.>:1·· ··.~,~:·.~<·;~·{:·.i''.··c.":··-· .. - ;.;.,';'·"·)··' ,. ·; .. 

. l~. con~~~¿(~;:\ª •. :~.u~~te.tj'En;:;~'.:~~:\~}~'.:s~':.I•se· .detectaron 2 casos-
más·. cjue ·, m.urieron•,'poco·.·.despúiis :·:; dos'·'·adult'os un.o proveniente de-

. la costa ~E! ()~x~d<;/(~l':pii~~r1/ai~~a<i~·~e.la ·confluencia de los 

est<ld:~.~ .~~ ~;~~~ia\:;~~~.~1<l~[~ '.~~~f~e,r<lfo:~'~L otro del estado de 

M~re1~s"c123¡;:.·.:,• .{;'·'> ... :,.,. \·.é'. \. ,, 

·. · ··E:~)19~3;)Bi~~;· dÜi;-~l:it'e'.-;;';i''~e~vicl.o· soCial· en Escar' -

cega Camp .. Observ~ ~\ie :¡~ ci1~·~r~':ii~' l.;;; éhicleros se Comporta 

ba. en forma. m~s. p~re6id~ a la L;.i~lunanias:Í.9 6utAnea ·c~~s~da 
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por L...!,r.Qp.ic.§l que a la producida por !!..,l!rJ!.Z.il.i.ens.is, que se 

suponia entonces era la única especie que producia Leishmania

sis tegumentaria en América y, considerándola una subespecie-

de aquella, la llamo k,..TrQp.i.cJl. meXiQana. Este criterio fue ava

lado por Garnham y Adler quienes la convirtieron en una nueva 

especie: L.,.MexiQana desde entonces se creia que junto a ~hll.

ga~i eran las únicas especies existentes en México, hasta que 

en 1987 Velasco y Col. describieron a 1'...Jl.rªz.i.liensis en el 

Istmo de Tehuantepec (117), respecto a ella se sospechaba su 

presencia ya que habia sido observada en Belice causando úlce

ra de los chicleros (123). 

En 1965, Márquez F. (90), publicó el estudio del pri

mer caso de Leishmaniasis cutánea diseminada en México y cinco 

años después, Ramirez presentó en un congreso de dermatologia 

3 casos de Leishmaniasis cutánea diseminada descubiertos por 

Portales y colaboradores en Coahuila (103). 

1.3. DISTRIBUCION GEOGRAFICA. 

Las Leishmaniasis en México se distribuyen al menos 

en 17 entidades, desde Coahuila, Nuevo _León, ·.Y Tamaulipas por 
. .· : . .· ' ~ 

el norte, hasta la Península .de Yucatári _ _y;_ciliapas á('sureste. 
·.~,,/"' ;.-;_ . - . . ., . 

Por. el golfo involucra los estB'é:los. d ... Tarnat:íipas'í n .. .;~¡¡~~\lz; Ta-

basco, campech,;,, i~catálÍ y ,Quihúha:,íi6C:. :y ¡;~{'~í ~~~Ú.i.co los 
- .;:¡:.'" . 

de chiapas,• 6axaC:a; · <:;¡;¡,,¡,:¡,;¡,,r6', Mich'oa·cia:Ji;: ·J~ú;~c;· \i Nayari t:; 
. : . ··!·, ~ 

También afecta.· -~-;stados ·~e~:l"ite~~aneos como 'sari:. LU·i~ ·.P-~tOSi;·. Mo-

relos _Y Puebla (figuras l. y·~;.· 
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D/STRIBUC/ON GEOGRAFICA DE LAS 
ESPECIES DE LE/SHMANIA EN MEXICO 

Leishmaniá ·mexicana mexicana 

Leishmania braiiliensis braziliensis .- .. , ' .. ,,· - . -

Leishma~fa ~onÓvani chagasi 
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DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LAS 
LEISHMANIAS/S EN MEXICO 

l~l Leishmaniasis cutanea localizada 

ffim Leishmaniasis cutanea deseminada 

~ Leishmaniasis visceral 

~ Leishmaniasis muco-cutanea 
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Las Leishmaniasis tienen una amplia distribución mun
dial afectando cuando menos,, a 0·0 paises de Europa, ·América, 
Asia y. Africa (35, 87) • 

. :Las . fo~mas • cutá~¡:,~:; han, ~Ú) r~~~~~~cl~s . en ·.: .6s . paises 

::r::::::ª::te:~º:i~~l\:n~::~~~~ti:c~i:t~~:~:et:::~::i:::.::r:: 
' ' " , . .; ,:· ¡ : . • • ' ~ -: • . " - . . . r " 

vel · del·~_mªE\~ (~.l.~) '.~ ·:_..:: ,: :::~) ~::;_{;·;.~: ;-.,;:~· ·:. ,, :) ': ·.'· ·.·;:l.::·· '-~~~F~-;~'.:\~---~{,~A:"t~f;_~;,,i_;;,:.-.·Y_¿::~--'~:-,:.· 

.. , ,,. , ,,;; fn · .. ~r(.;i~j..; mÜ~C!o :1.is ·• é'sp~dÍé~" á.so';:;iaC!~s\'don 'i.ste ti
.. po .. de ~·~~¡'~~~¿~é¡6n~~ 6~~1ic~·~ .· ~~~;;\;, ~~k~l&~i'~~:::~~:.·~·o~tEÍ. de 

.' · .. , -:~ .' ·,.\:.\·.-':/~·-:<:·:.:··: o:<·.- .. \:;:•.:,o·:·':'..'t--~·:··,:;.:;c·--:~:;·.i:',:-:;.s .. ·,.;:~;:··,::\\ (::\'.~'.i_·~:;_(<<~:\~·'.' ·~.< .:·: ., ·. . 

Africa ,, y ,de:· Europ~, ,.cparh;~1a;mente te,n:r,.1.?s.; p~i~";'.:'. \'.."•.111".'dit .. rra -

.. ·.~~:: .~:2 ~i~i'.~~t¿~{@¡t~:~~si~0t~i:~~ r~:;n,ty~~::;:.~~:l~:.:~::. 
~11c~enti~": 'en;.~~r,~,~~·1~~1,~~F del Medio' orii.nté asi ; com~ ~ri la' 

India é1~~) :''~~~i.2Pi<7i'.;;e ~~:·encontrado en EtÍ;,pi..:.Y.• K~~~~ y 
. se sospecha :~'u'~,pcisil:Íiemente exista en la URSS ·, ( 1Í9):i:; ,;,::·;;;:¿ ' 

. ·.' .. ·.·' •. '·', . •' ! ._.. . ~ ...•. ' ·-- . 
- :.,- --

Er:i '.el "J:luevofMundo .fas formas cutáneas. son,:~rocluC::i.das . 

:r::::::::+j~;l:rt.:i~:t:ª:o:0n1oe~e:::·1:j;4~~t~~~1i'~>~&ª••· 
LeishmaniaSis •. ~a,;ido ~~~. a'urnento .debido .. a já c..;lorÜzad6n·:·con •. 
r ines ª9~".'P;C:u.~r}.~.~· Y. ~l~eros ,• presentÍínci~k~ ·i~~~~~~l~~~·~~i, en 

::::: :J;;¡]¡ª~i~f if i~Ji~Jf ::J~~[t~J,::~{t~~~i1~~i~:1 
tos dato~ :~i~~6;.ri ;¡;¡; ;;~!:i~~~r.:•ia•·· i~;~:á~~~~·~¡~~i~~J\~~1 ·i;iroble-' · 

. :::~:::tdib:f~1~iffr]~~;{~:·•que'.1á ieis~a1lia~i~; no .es de. 'nofl- .·· 

•Es ch.asta · · 1909, hasta que Grimaldi· nos prdpór~iona un . 
. , .. ,, .. ·.. -. ,. 

panorama ',más•. ciara,. ai' publicar una'. extensa. revisión sobre' la 
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distribución geográfica y epidemiológica de las Leishmaniasis 

en el nuevo mundo, en i~ ~ue ·irtcluy_e más" de iooo cepas de .t.eish

manii! aisladas a part.ir de, pacientes; reservorios y vectores de 
~ ' '·. • _. ._. - 1.~ - . : .,-. . ' ' 

nuestro continente\demostrándose··· ciu.eé.la enfermedad afecta, por 

lo memos a 24. pa1s'e:í(des_de ·e.l sur de Texas, ya reportadas por 

otros autoreS,';éJ.i;/~.5jf¡{~~t~ eÍ norte de Argentina (53). 

Re~pe~~~•·a"·l~· Ji~trib~.;ión de las Leishmaniasis cuti

neas as.oci~~~ ... ~~~J•¡;a;;áÚtos. del complejo I.eishmi!nia .QrJ!Z.ilien 

.ei.e t~~~~o~ ~~d ~~¿ ~O; la más ampliamente distribuida en Am6-

rica en~~·~~r~rido~e .. pr~~ente en 5 países de América Central: Be-

lice; éosta i~f~a'.> ciuátemala, Honduras y 
-. :·_,_,,, - ' 

Panamá y en 7 paises 

sudame'.r.i~a"~ciJL Arg~~tina, Bolivia, Brasil, Colombia, Paraguay,

Perll y vejezt~1,¡··;,5·~l. 
:i,_&ufánensis:' se ha. encontrado en Guyana, Guyana Fran

cesai en el•'•.'Norte·•·.de· Brasil principal!l'ente en la·.cuenca del 

~ma~on~s (~~ 1 i2h ;;~ú~{nam y c.;lombla: • . . ... < 
:•c,.•":'.~•'.;\J / ',.· "' • 

. ' .b:.Ealíamensls: •jsé• ha • enc.;ntr~do'.\ d:i.itrib~ida. ~Úncipal
· ... -~-. '•' ·- ~--:--\-.!,>:.;:. -:.:; :::: : '- .:<·-: __ -~.:-:_,. ~~--~-<.;~-~-<::·~·:<:=;~:~;·;¡, ¡:/.:'.~-:¡J:~'.):~--~ ,\:)~-:-_'.(· -: :' 

mente' en ce.ntro Am~dc:a·,·. Costa,Rica,··Hondura~;\•Ni;ar~gua Y. Pa-

' namá asi' ~~~~ ~~~.'cii~J;~'j_~;·y Í~;·c;;~:ia'Fd~'.:;C:~~~i'~,i.{~~j'.X .• ·. 

·: biai:~~.1ªni:· ~.~:,'~itig ?ff ~~t~,~~ ·~r}i~~\~~~.~~:i~~ruvianos 
y en AÍ:'gerÍÚ~.;: ; '.., : '. . . ' >,' . ' 

.·. · ~;ni~2~~~~~~H~~ d9~itb~ye' pi:f~6~!J~.~:~ite ~·n s~d~~é~ 
rica, en. la, cúeric~ ·A~azóriiéa .C?5; 76); y ,en el Matogroso e~.1Br~~ 
si 1; Tr inid.;cl; •• 6~i di~; : éa1ornÍ>i~:. '·Ecuador,' .~~~~~~ri;.;:n6~sa, 
Perú y .venezue~a:;: ~;+.coiíió' ",~· i,~s >.ª1~.~~·:;'?é~~~#W;f ici~~o~ ~·~·. 
costa Rióa<y• Pan~~ª'. ( s:i¡ ;"' • •·· ·· 

ses 

. ,' ~ 

.i...&~n~zu~i~~§.i.e: ~ .. trá¡,;;nitidá en ari'edédór .de 54 pa1-

entre l~s la~i~~d~~ 4~ grad~s ~~~t~ y 30;9~:dos,,su~ y has -

,"': 
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:ta 2400 metros de altura sobre el nivel.del mar (83).Es consi-
'-,._·." 

derada como una enzootia en Afric;./•:América,·'Asia .y.,•. Europa con 
,·.',·e 

En el viejo mundo son k.Ín.t:~-!lt11m/i.n·:~LN;,~t~'.de Africa 

:·:º:::.::·::':,·:::: ·:::tt.~F(~f ¡¿i¡~E~~~;i~l~~~;~;=: 
China, India, Asia central. :yi,Oriente Medio ;'üas.,'especiés 'qu~ se 

:·:· .:. __ <\::::-.:~-~:::-.. ,::·.--)_:<>-rt-:/-'.:-.-.~,,.e·::.: : .. ,/-:. > - , · -
encuentran infectando .vectores; .. .'reservorios''.y_· ·'liumáno·s en .zonas 

". :';, \-, ·; ,-.;- :·- ,'-i ',: ;,_, . :~·: - - ;::· ·.: - :~' 

rurales y periurbanas (14'; ll!Í) ;/'.;): .• '.¡¡:e\~,-;;:~ i;:': ··· ~ ' · · · 
En. el NÜev~ Muna:;, :'L;cils!_gªs'i'!:ia·'sido aislada e identifi- 1 

_,_. ,, • - -:-.« . . .·. ·• -

cada s6io 'en:cÜ-at'roépalse·~:;eolivi'a)· Brasil ,Colombia·y Honduras 

sin emt.oargo:·1i.r;;vÚ;,~~~;;_¡.;~,;,\~n.;~~*i~~:ampliam~nte distribuida 

en. Argent in~ /~cÚ~d;r ;\ ~i.'~ai~·:~6r ;; Guadalupe, Guatemala, Marti 
) »-;·, .. ,· -

ni ca; México;., tli.car~·g~a /Paragú:;;y ;· _surinam, Estados unidos y 
Venezuela :(52). . ''-'·' . .. ,.'?{ ··· 

- '": ~. ·:·.: . 
. ,· 

.. 1 ~ 4. ESPECIAL. REFÉRENC:i:i 

tidades federati_vas ;;>ias for¡;.as: cután'3as' én '.c:ieníi"ral se extiende.n 

:::::. ~: .. · ::~:~::rh~i{tt"i1i~:rtt~:t:if ~fa;~t!mlt{'ih¿:~1s~d:~.c· 
· :: :::.L:t:::~~º.s1t;f tGJ~ttr:J~~:rf,~~;~0.~~:::~:f ;I11:~:t;~~~t~fa:ª~ 

;:~:.· .:-.;::·· . ,,,1·<.( .. . ··,;t,:.' ·,~:· •. , ,:.~ .. :···,\. 
( 12 3) • ·-;':·".; ~- ,-;·./! ~"- -·::. -~; .;;.,-·.:-f·: ::·~"~.<:·:; ;.:~{~ ... ' -. '~·~.;;_.,~:;,~·~.\-!,.~~·-11-'. "··'~>:. ,-.. , : -::::1~ 

A~nqÜe • álcjlinas •cep~~a.isladasde~pa~¡:h~e,~c.;~,¡~¿-~an -
t.·> 

sido tipiHcadas• c.;iño ii.....Mexi!.ari~:, en un c~~o orÍginar'i~ de oax~ca 
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ta 2400 metros de ·altura sobre el nivel del mar (83). Es consi

derada como.-·un'<i enz~otia 'en'. Af;,:ica·, .. América, Asia y Europa con 

excepción d~ :'Au:'t~~h.a·'(¡l9li ,· . 

.. En.el'.viejo mundo•son k.I,n.fantym, en el Norte de Africa 

parte del orf~~te::Med.i()iiindia y paises Mediterráneos de Europa 

y kQono~ani,I~n;·~.Ü~~;~.!f(),eite,! c~.~tro de Africa .y Noroeste de 

china; •:]:~~ia~;A,S:Ía'cÉi~.fr~i;§'ipf~·~n~e Medio, las especies que se 

encuentran;in'fect~nd(;\ve6torii!1i'; reservorios y humanos ~~- i~rias 
rurales .y pe'riiiri:iaílasfi:í.4'•;'fi~¡(;; ;;.{;< >.;\ • · . , . ). '· .. ; ...... '' · •,'.• 

.... • :.:t:1::~t1:~r.:r.~~7~,~.11:1;t;;~¡t;;'S~t:~: , . 
· .. sin embargo :1a·ii:i.v{!icgr.Ú !3e enci.i'énti-a<~nlplia.9;~te:;/di!3t~il:ÍÜida 

' . 
en Argentina_{, Ec~a~~~/ EÍ .Salvador i C,,:;ada1il~e~¡,-(;ii.i{i:ema

0

ÚÍ¡;;Marti 

nica, •,~é~ic;',;~i~aragua" Paraguay¡ surinam;ú!3t~d~!3 .~~idos y 

V~nezu~{¡,',.(~2) .· ' '°'\' •· • .. . : .· 
. :;::; : . ·': \ J ~ 

. . :. ... '_;::~. 
"·' 1. 4 •.. ESPECIAL REFERENCIA A 'MEXICO' '. ' ·., "·'· 

,,·.: 

. ,;; .. ·,; ·--· ~ ''. -
.::, 

:En México la J;,eishmi!.nia§.i.§ ~fect~; .¡,¡;;,:::io)men"~s a 17 en-
,,,,.: . ·--.. 

tidades· federativas;. las formas cuÚneas.ien'·'gen~ra.1' se' .extienden 
,·-~:-< -· 

desde la faja fro,nteriza de ·.?~!'.~~i~a,y:r~rii,~~~ip~~ }';'Nue;-C>:.~~6n; é. 

hasta· la frontera con Guatemala', lafecÚni:lo\i'demás á'.1bs, estados. -
. . ' .. ·-- · .-:'-~. · .: -~-~-:. ····:· - · <. : _'"-:· '.. >· / . :-_i :1 :·~·:>:.,, ... :; ... r_:\ >:~· .-·:;":·:_·:_::~~-'.:_:\;·:\··:;))·:'·.:·--~·~:.~_:_~·/Y.:'._~;-::~·=<._-\;·~-: . -~: · 

•.de ·san-Luis :~otos1,.:veracruz'¡ ,:Tabasco/' cámpeche/.,.YÚcatán(QÚinta-
"~. ~ - . . . . . . . ' .. ,·· . - - . -

. na •Roo/:étii~bci~ /~~x~6~>~<>~~i6~i,,~i6~~~6áñfH.J~i\i'66g.:N~~~1i:it 
c123¡. ",.. ¿;:· ''..' :•· , ~ .~ .. '.;J•:.;>''ii~.?':f·_;r,/ .,. .. 

Atinq~e ai9.:íi'i~s é;,¡,.;.;.al~l~da~'d~'.~~ci'í.eñt~,;.;:.;ñ. LCL.han -



se identificó a lt...Jl.rí!.z.i.liens.i.s como etiológico de la forma loca -

lizada. 
-·· ... -

La .. forniá anérgica o Leishmaniasis cutánea localizada se 

ha reportádo. en .5 diferentes estados: Tabasco (47, 85, 124, 86, 88-

118 ,~4), ~~:~~.L.;611 (112), Michoaclin, Oaxaca y Veracruz (124) y -

ha sido atribuida en algunos casos a .kJ:!exiQana (120). 

Resp.ecto a b.MUQOQU.t.Aneí!. o espundia, sólo se han encon

trado casos á:i.slados en los estados de Jalisco (56), Campeche 
.·' . ·.- . 

(123) ,. y ·Tabasc~· (47, 641B6,88, 89, 118). 

La.liiYi§.cgrí!.1° o kala=a~a~ parece estar restringida a la 

cuenca· del R1o ·Balsas (18.1.9,123,), abarcando regiones de los 
,_-,·::·;;._.,. .. 

estados .. de;. Puebla··.··;(2) 1 •· Gue;rrero: ( 15) , Morelia, Michoaclin, oaxaca 

(123), ~;,; ~{~~~~~d·~r-T~~ascio existen todas las formas cutlineas 
.: ·:; .'.' :·.':_!,:/ ,-;_,.·· '. ~.., ·--.:::.« -

(.LCL'1LcD,LCM ¡\'~particulárin;.ni:e en la región de la Chontalpa que 
' -." --~_:._<···· . ' -- . - . -

parece ~~r;i~rn,atpf'y,m~~ vai:i~da zona endémica del Pa1s (16, 29 ,-

47; 64, a~/1i~)¡f ·: ·. ,':: 
. . . ' . . . . 
"f;r; e~t~'f~~iÓ'n'..se ha observado una tendencia a la adqui-

siéión pe~Úiom{¡;i'ii~iiií';~e la' enfermedad afectando de esta manera 
' . - ' .. . . . . -· -~ . ."--;~> .· 

y con 'nía,Yo:f~i~~6u;an~ia':ií ia población infantil (29). 

· · En ú~'·~~~·u~i6 ··:~~iizado por austamante ( 16) , hace men

.;ión a ~~ri~J·~~~j~ ~~i~t~n: ~n e~ Pais de Chicozapote donde eran -

fr~cu;.rif~;.·1¡,;,; ~;',;,;6~'\i~r~eishm~nizlsis, como se apresia en la figu 
.. :-, • ·,;,:·>1:"· ''.'"'"'.······'; > ,_.,-

:i:a 4' ¡., ade~á~ ·é!e.ia faja .de la Peninsula de Yucatlin los bosques -
' '• . - .. ,•:· - ;:.;· > ,,: i~ ;.·'" ~;- . ' 

de Chlcozapote,cubrefi.á'reas relativamente extensas en las 2 cos-
- -· . ·. ·'>:'.:.<. ',..'", .,•, .- ·:·:, ... :"" - ... 

tas casl'.en:.~od.a·:s,tÍ'.<ioxte¡;siÓn.En algunas de estas zonas especial-
,.\•', . .., --- -··· ... , .. ... / ... - ' 

mente' en~lá párt:e'·)i~'it:r.;fe en los Estados de Tamaulipas y Vera -
\ :· ·-" --.-._; .... -

cruz i?n' ei·GoÜoi '': a'nÚguamente 
···:';·; . _,·,-·· .. .. 

iritensid~d pare" a' i~'f'~c,j;'a tal~s explotaciones estan prácticamen-

se explotó el chicle con cierta 
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FIGURA NO. 3 

ZONAS DE LA REPUBLICA MEXICANA DONDE SE EXPLOTABA 
EL CHICOZAPOTE, SEGUN EL INSTITUTO BIOTECNICO NA 
CIONAL. ' 

;:• ... __ ], .... 
'\ 
• .......... . 
. ~·¡..:' 

o\ -
·>,.; 

\ 

Beltrán, .E. y Bustamante, M."Datos epidemiológicos -
acerca de la úlcera de los chicleros en México". 1992 
p.p. 1-28 
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Se puede decir que la zona cllisica donde existe la Laisb

maniasis amáricana es la bien conocida parte boscosa de la Penin

sula de Yucatán, aunque hay posibilidades de otros focos fuera -

de ella (mapa 4), el propósito era establecer con la mayor preci

sión los limites del padecimiento en la Peninsula de Yucatán con

firmando de que la Laisbmaniasis américana se presenta preferente 

mente en las partes bajas, donde existen bosques húmedos, en las

regiones Orientales y Sudoccidentales de la peninsula (figura 4)

con la finalidad de observar más claramente la superposición de -· 

los campamentos chiclero.s en la ·Peninsula de Yu.ca~á.n, ·.por .lo·"".. 

que fuá.dividida en's zonas di.sÜntas: La zona A·~oinpréiÍde'eiéx"'.',• . 

tr,e.mo;r~~ ~~:1.~ •• ~ii~Dj~t~,:c.~~; ;~:·.·f~~p:~r,j.~~.~~ .. fat~~~~it.·~1~·x~i.:~~~~··· .. 
ximidades 'de' Santa• Mar!ii•.y.cPuerto· Moi:elos ·y:·.iós': canipanientos;ubica 

~~;t;ittl~iif li~~t~~~t1i~~1~1~1~r~1i~t~ 
:P· eriee:n' :d:eor::¡:·;~::;f {~iif ?i:~f i~;p;r¿o?x(iftm;i';d~·ª;~d,ie;sf .'dd·¡·;·:ef '.····:B¡·'ª:.'.;.~c·.'·z·•·ª~ •.• 1·. :!'• •. : .. r:·.·.bY·.···; =~m~ 
.... c~~P:~·m·~~tos':'ituad9s:e~·1~~ .. · .. ............ . Rio"7 

Hond9, ci::.r6~ ·~t i~s•· ls.i;\itE!,; có'n 5;;1ici~,'· p'b'i:' 'üit'i~oi1~'/ z6na ·E· se 

.. ::~utu::i:f ·:t(~t{f12~::~:~~:::nt:e1n:~::~~~:::~~:~~l6:ª::~:~:::: 
tendÚncios.!;hab~:ª l~s:ii~it;,,s ·6~·~·.ei ~~tad~ d~ T'1basc9 y~,¡ R~pü~ 
..... - .- - . ,::·_,, · .. -,_·. 

blica de .. Guatemala. · 
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FIGURA NO. 4 

ZONAS AGRICOLAS Y FORESTALES DE LA PENINSULA DE 
Y U CATAN 

Las zonas afectadas por Leishmania l. mexicana son~ 
las identificadas como A, B, e, D, E, Y F. 

'' ~ " 
Beltrán, E.' .y Bustamante, M."Datos .. picÍeni.i.'ológicos -
acerca de ·la l'.ilcera: de .los. chicleros en México"., .1992. 
p.p. 1-28 . . 
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2.0.- CARACTERISTICAS DEL AGENTE 

2.1.- AGENTE ETIOLOGICO. 

El agente etiológico de las Leishmaniasis, son protozoa

rios intracelulares del género ¡;,eishml!.nia morfológicamente idén

ticos .entre si. Las Leishmaniasis son causadas por varias espe

pecies y .subespecies del complejo de Leishms.nia. Es un protozoa

ari<l.que n~:s·olo parasita al hombre sino también a mamiferos do

mésticos· Y:'. sil ves tres. 

ELgénero I.eishms.nia comprende las formas de amastigote 
1 • • • • • 

y proma~tig~t~. 
2. l. l) • - FORMA DE AMASTIGOTE. 

Es la forma parásitaria y proviene de la forma in -

fectiva o promastigote,.se observan en los tejidos de los vertebra 

dos infectados o en cultivos.de tejidos, los amastigotes en las 

Leishmaniasis cutáneas '.se 'encuentran inf~ctando células del SRE 
. '.· ,. : '·,: 

de la piel y los amastigot·e~ de :la Leishmaniasis visceral se en-

cuentran p'arásita.ndo :el SRE ~:·:·biizci; higado y médula ósea. 

2 .1. 2) ~ ~ =====~==-===='-"'"== 
. La f.orma de amastigote d~Lprotozoario es ovoide, 

mide 2-6 . micrones. de longitudpor 1-3 Jnforones ~e ancho, c~rec~ 
de flagelo·'y de membrana ondulante núcleo 

.. 

excén ,-
:· .: .·::·. ''• '. 

trice (N) .y de un citoplasma claro en el que 7esulú.una. estruc'."' 

ra muy bas6fila y elongada, el ~itoplasma. (C), (106). · 

El núcleo se encuentra en su extremo posterior, es compac 
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AMASTIGOTE 

FIGURA NO. SA 

componentes de la forrnade·Arnastigote : BF (bolsaflage
lar), .M (rnitocondia), R (ribosornas), C (kinetoplasto), 
N (núcleo), RE (retículo endotelial), MT (rnicrotubulos) 
B (blefar.oplasto), .. G (aparato de· Go.lgi) .- · 

Proporcionado por· Mart.1nez Marañón., R; INDRE 1993 
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to y con cromatina granulosa (103, 121), por microscopia electró

nica es posible observar numerosos micr_otübu~os,JMT)· · po~ .. dentro 

de la membrana que sirven de citoesquelet~ c1,o6) ;' ' 
!'·.:·,:_:.·. 

El citoesqueleto se locálizá por;·erycima'del;ni:lcl,.-o y se 
-'( 

asemeja a una mitocondria. Tiene forma ·basilar:·auíique.:puede .. ex-

tenderse 
'·-..• 

circularmente por la mayor1a del.' pa:C.á~it.(;· (1cis;121) ;·. 

El citoesqueleto contiene también .;11 ·0J¡··~6'nc~~:~ado.de,;; . 
'·,··"'r.··'\>• "cC/ .. •'_ C''\

0
•• :' •) ,:J ···; 

nominado kDNA y consta de dos componentes!'. ··,t,,'.>: .. ~: -.. < ·.:_, .• -.;_; .• ' . (' ' 
. ~-;::·.:·. -

El MAXICIRCULo: Que tiene de 2o;orio 7 ~,?;o~;~ p·~r.es de 

bases (pb), que codifican para las proteÍnaS,'níit'o'condri¡ii~;. y.,;e 

presentan de 10 - 20 copias por célui~./t:.:,'J\•:."('J• ,. 

EL MINICIRCULO: Tiene de 500 -'2'.;~~ori';'pare~:~e b¡;~es (pb) 

y esta presente. en 10, ooo copias :pór Úi~i? :;¡~{'~~~i·;~t~~ ~b~~~~ 
'" ·~ ··' _· . .. ·-:~((~_:_::-__ :.-:.~·,,·:: ~{}·. ~:·:··~:.; 

su función y tiene diferéntes:ci.i:,;;;,5 de secuencia y< este· número 

:;:~;;;;~~~~f f ~~~~~~it~Jt~~~!~¡:::::::::: 
abundanci~ ; {faC:'.¡ l{~~~~·Je~'\~bt ... A~i~~}C~l /' ,)' : :';-{': 

zodemas ·._, .. ('zcJ:::~atr:f d.'~jtt:º[:ªÍlifif tf i~~~tt:~~ji:e::~::::~:' 
dospat6~'~no~ (~)-,< e~{e'::,,·~~-~~i~is···co~~~~t¡~;;~~·1a•di~~~~i6n Pc;>r 

enclonu~l~~~~~ c1t;;~'~¿¡~~ró~+~::~b{ TI1,infoir~~~6:,·d~ ~~tl~_de di-' 

ferentás 1~,~~~~i·adó·s~;·a_e.:.T·~:·cruz·y.; _::.: __ ·;-.::~::·_._. -"· .-,,: ;, · , : _;:'.:.':· ·,, .. , -, _;_: 
' .. ,.,·. ' . ·:·:>-·· 

. , Cercano a( ~it.o~sq~eit?~d~xi~te. u~~ ~.struC:tura llamada-
. .- ~-... :_." ···~· . 

hendidura. flagelar o ; blefaroplastO . .'(BÍ, a partir d~ la c~al ~e· 

originará 'el flagelo, ,Úel1e laforma c~r~ct~~i~fica _de 9 pares -

17 



PROHASTIGOTE 

FIGURA NO. 58 

18 

Componentes de a forma de Promastigote: F (flagelo), 
K (mitocondia), R (ribosomas), C (kinetoplasto), N(nú
cleo), RE (reticulo endotelial), MT (microtubulos), 
G (aparato de Golgi) 

PropoJ;"cionado por Martinez Marañón, R. INDRE 1993 



de tübulos periféricos y un par central (106). 

Del blefaroplasto se extiende la bolsa flagelar (BF), -

que albergará al flagelo en formación. En el citoplasma hay ribo

somas libres (R), y un aparato de Golgi (G), junto con granules 

densos y claros, variables segün la especie (106), es posible ob

servar también mitocondrias (M) y el ret1culo endotelial (RE). 

Los amastigotes se dividen por fisi6n binaria y pueden 

verse libres cuando el macrófago se desintegra (106). 

2.1.3).- FORMA DE PROMASTIGOTE. 

Los promastigotes se encuentran en el insecto vec

tor y en los medios de cultivo libres de células. Son fusiformes 

y miden de 15 - 40 micrones de largo por 3 micrones de ancho y 

el cinetoplasto se encuentra desplazado hacia el extremo anterior 

del cual emerge un flagelo (F), sin formar membrana ondulante 

previa (103,106,121). 

La Bolsa Flagelar o blefaroplasto es pequefia y posee a 

diferencia del amastigote una estructura en forma de barra con 

distribución paraxial situada dentro del blefaroplasto la que 

parece estar relacionada con el movimiento del flagelo (95). 

El promastigote en el cinetoplasma posee un gran nümero 

de microtübulos submembranosos (MT), los cuales tienen una dis

tribución homogénea y una variedad de gránulos de densidad varia

ble, se observan ribosomas (R) y acümulos de ves1culas paraflage

lares o vecinas al aparato de Golgi (G) el cual es muy prominen

te (106). 
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Es posible observar mitocondrias (M) y un cuerpo mito -

condrial que se prolonga a partir del cinetoplasto, asi como un 

reticulo endoplásmico (RE). 

2.2.0.- CLASIFICACION. 

En 1974, Laison y Shaw (53), utilizan como criterios de 

.cliis'if,ica,ción .al vector, la localización anatómica en el mismo, 

la patcig~~Í.cidad en la piel del hamster y el crecimiento en los 
; ~. 

medlÓs.cie'·¡;uÚ:ivo para dividir al género !,,eishmania en dos gru -,: ...... ,,., '· . 

pos: 1'.ºs ~omplej~s .i;,.mexi.\;ana y 15!ír'i~iúensis. 

las. +eishm'.iniái;,de:_~~~e~§~:a la/~g~~n,ánatómic~ del vec:tor en 

d que se desarr~llan'i';\~ : ,. ' :;, > 
,, ·• '_.;· 

< · L.CÁ) : 'Ji~~~PY'J.iá~ia': -~ri'~{~n~~~f~~6t~-~i~~.r~C>~; ·pi loro, 

ileon, y 'rectó·.··. · ·;.::>"'· "·: ··"·' ,,,,,. 

aj : Per.ipyÚaria: en ~:l · I~t~;t:i_¡,¿;::~~¡t~~.i.o~ / m~dio 
~'.~ ~-~ .o'""): -.,, ;~;": • '~~· ~,~ 

'· .•... ;·; ;)f;,•:, .. ·: .. ·· ...... /'\~· :\:/ .. i.:? 
' ... -- ':. ·.~·,, 

i, ant-erior ~ · 

Ai. suprápyliaria: ~()l~i,;eii~é~'~'.;;~j: i~i~~Ú~o m~dio 
y::atite~i·~~;· .. - ., <·:...-::>.-: .·:~.:-:~.:::;:: ·>'.;·_;-;_. ·:~:.:.; ····- .. '"·.:.::' .. ·.-.;~·::>~:,,.;;"·;- "(-,~-~;~--

;[~s'pa~á~iLs r~1;ábÍ.on¡d.;~-·~~~-l;ii·~~~;·ia:l61:is:!ima -
nia l2raz.ÜÍensis -~~~~e:~c~.n· ai grupo p~ri~t1%~~: ;/1~~;.·ci~i· •·•com

plejo L· ~'7.KiQana, Í,. -t~~;_i~~; ;: .¡;.~., J6n6~~rii· al silprapyliaria, 

las especies pertenecie:nte'3 af h.ip¡,pyl,iaria n.o infe¿tan ~i hom-

bre. 
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nes, ya que algunos aislados de J;.eishm.snia presentan patrones en

zimáticos tar:i sim.ilares que originan resultados contradictorios; 

Al inicio. de la'. década pásada el desarrollo de anticuerpos mono

clonales _pei:Ó~i ti6 distinguir a i,.mexis;ana de i, • .er.szil.iensis (92) 

mediante la· reactividad de éstos con antigenos especie-espec1fi -

ces del parásito (análisis de serodemas), (53). 

Posteriormente, fue posible contar con monoclonales, ca-

paces de reconocer epítopos a nivel de subespecie (53,92,), 

e incluso entre promastigotes y amastigotes de éstas (53,92). 

A pesar de los avances en la tipificación de cepas, aQn existen 

discrepancias. Por ejemplo, estudios moléculares han demostrado 

que L·I!Ífanoi y ¡;,.ga.i:;:nhami no han sido realmente diferenciadas 

de !,.mexis;ana d.e.L • .sm.sz.QnJi!n.§Í.2 respectivamente. Así mismo, se ha 

encontrado similitud entre L-!lr.sziliensis y :i;..I!e.i:;:ui,¡iJl.n.s, por lo 

_que _se:•;;ospecha que esta ültima es una variante de I,, • .Qr.;J. -

~ili.!iin§.ii;. y :no una especie. Por otra parte, el análisis de zimo

demas jr .serodemas demuestran que !,.s;h.sg.ssi y L.in.t:antym, están 

tan fuer.temente relacionadas, que podrian representar la misma 

especie (52). 

Sin embargo, en 1987 Laison y Shaw (78), retoman el cri

terio ciE:l clasificación de acuerdo al sitio de localización en el 

vecto·~>y.-•pr:~pcinen que aquellas especies que pertenecen al . grupo 

peryfiliaria'. seá"n · adig~adas a un nuevo s~bgén"e~o, denominado 

VI/INNATA, y las. del g;~p~ supr~~yliaria al subgénero LEISHM/\NI/\ 

(80). Está hueva 6iiis{rl.c~'~i~~ \:1~ si~o ac~pt~da por aigu~os 
autores (so,ÚJ.), para e~ii:a~ ~~nfus¡o~es, en las páginas sigui-

entes se Utiliza .. la ·;,o~~n~la~ura p~opuesta en 1986 durante el· 
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segundo simposium sobre taxonomía y fil.ogenética de I.eishm.!!.nia 

(ver cuadros No. 1 y 2). 

CUADRO NO. 1 

.TAXONOMIA DE.LAS ESPECIES CONOCIDAS DE I.EISHMANIA 

QUE PARASITAN AL HOMBRE 

PHYLUM 

SUBPHYLUM 

CLASE 

ORDEN 

SUBORDEN. 

FAMILIA 

GENERO 

PROTOZOA 

SARCOMASTIGOPHORA 

MASTIGOPHORA 

ZOOMASTIGOPHORA 

KINETOPLASTIDA 

TRIPANOSOMATIDA 

TRIPANOSOMATIDAE 

I.EISHMANIA 
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CUADRO N0.2 

GENERO 

CRITIDIA PHYTOMONAS 

LEPTOMONAS BLASTOCRITIDIA 

ENDOTRYPANUM 

L.MAJOR L. PERUVIANA 

L.TROPICA L.MEXICANA 

L. (L). DONOVANI 
L. (L) .CHAGASI 
L. (L) .INFANTUM 

L. (L) .MEXICANA 
L. (L).AMAZONENSIS 
L. (L) .PIFANOI 
L. (L) .GARHAMI 
L.(L).VENEZUELENSIS 

L.(V).BRAZILIENSIS 
L. (V) .GUYANENSIS 
L. (V) .PANAMENSIS 

Leishmaniasis en méxico, manual INDRE 1992. 
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En los últimos años se han desarrollado otros métodos 

de identifiC~CiÓn c'mnO sbn; Serotfpificación del factor excretor I 

análisis cÍe ii{o1éc'uia's glicosilada;; de superficie mediante agluti

nación eón· :leéiüiias; rad.iol'espi:iometríá, tipificación de ácidos 

grasos, ~ib~.id~.;.í.¿,'ri é~~~}kDNA; ESPECIE-ESPECIFICO por southern 

y dot;.;bldt' (52;'58r~'d .. ter;inadión de las densidades de flotación 

del k~N~,~~Ji:~~f~''.i~~J~~Th6{~~~as;~e restricción (48,57). 
:-·-:: :·;:1,:-,,-..;i<~·, .. ,' 

· ·En'.la'actua'Üdad ·. l.a ·hibridación con sondas de kDNA ESPE-

CIE:-ESPt~:C~,I~o'~ :(~oUTHERBLOT) , representa una metodología prome-
-· ·.·· .-. ,.:;/.-· 

tedorá (11~) i ;'} > 

EÜ;_:,!.léx:Í.'co .. se' han realizado estudios encaminados a la 
--.:·l 

identiúdaC:ión::de';: ;¡;,;, mexi.1<.n.B mediante el uso de sondas de kDNA 

permitiericiberi'uri'futuro n;uy próximo, contar con la metodología 

necesáriá' pára:un'a correcta tipificación de cepas nacionales (79) • 

ha 

2, 3, O.•- CARACTERIZl\CION l\NTIGENICl\, 

·.El' ·estudio de antígenos superficiales de ,I,eishm.Bnia se 

e~pa~~ldo: considerablemente desde la aplicación de iodo 125 
para ,'ma~ca.;;..::la superficie de estos parásitos. Mediante autoradio

graffa .:a'·~~·~·ti~. de· gel bidimensional con. superficie yodada ha po-

dido cÍeterÍnina,r"'': que existe sobre los promastigotes de. J,,eishn;.1!_ 

ni.B ~EO.il.i~an~ ~'ri ~oÚpéptido de P; M. 63 kd: (l:Ú) , de manera abun-
... - -,.,·-.-;._; 

dante. <E~t<;~.~~l.iJé'~t'ido ha.•. s id~ t.aÍnbién '~!l~oritracÍc(abundantemen-
te. en í:>roma!lú9"t.és cÍe Ii:m~lo.i;:; i.!!~iiº~~.ni;' ~·:Ir~i?.i¿i,;. estudios 

:.;.__-J 

imnuno1Ógic;c>5< cÍe. ~ea6~iÚ cruza.da de C!Üererites. ~~~eci~s·d~ Í,elsh 
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mani.a sugieren que el polipéptido de 63 kd se encuentra presente 

en I.reishm.ania~ del Nuevo y del Viejo Mundo (121). 

La reciprocidad de la· respuesta de hipersens.ibilidad 

retardada manifiesta entre animales inmunizados con I.r· ·mexii;oana 

y retados con 1,i. mexig_ana, I,,.l!J. • .am.az.Qngn~i~, ¡, • .12r.aziliensis, 

I,,.gar.n.ami sugiere la presencia de ant1genos compartidos por to

das estas cepas capaces de fomentar una respuesta de hipersensi:.. 

bilidad retardada contra el parásito. 

Se ha comunicado también la presencia de ant1genos com

partidos entre I,.mexig_ana y I,,.~r.QPic.a con reciprocidad inmunoló

gica en cuanto a linfoblastogénesis in vitro, hipersensibilidad 

tard1a y protecci6n contra la infecci6n, pero poco se conoce 

acerca de la reciprocidad inmunol6gica que en térrni.nos:.cie :, pro

tecci6n existe entre las Leishmaniasis ámerié::a~~s:'.:.(99·¡ :i}~> ~. 
La. existencia de carbohidratos sc>kíi:;;,"1ac:~tlperfici~ .d;;. · . . . ·. . ~,· . ' ,, ,' ' .. ' .. '. '· . 

promastigotes fué inicialmente indicada ~~'r Í~' ii~J{J:i'~~~ ·~:'i!¡,a..: 
rásito• pa~a ~~luti~a~ co~ v~rias ·i;;c~i~~~f i.i ;~~firid~!~i;t~-ti~_; 
llaigo,~ha···~i~f:';~m~~:~-f~~~.;~~.~.~.1,~.~··.·~1~0:,~~.~i.f91~~~-~~-.-~~.i;u~~rficie 
Po'seeri ~esiduos.~ de;·:,azü~~~'.',~S .'~··'" ;.~;{'.:" .. ·.J~~j.:.: ~;;;~~'.c.·<·:~~:;\~~::;,., ... 

::::,::AEiJt!~Xt~~ii,~.~!~~:tgi~f f ~~&ií~~~i'~~ 
lac'tosa.m.i~ .. ~- cl.2.1.Y~.ú .. ;; · ., : ·.•. · . . '.it > .. · . > . ·•" 

- ' ·",}.-.¡ • "" •.•• j•':.-

lectinas·. hrªú:~~i~t=t=Jtf¡2)~~:;;~:s1t~i~1~1.!~c1~~~t,:~r:m1:: 
tigotes•·.<1itaiííerit:elhie6ti;;.;5'¡'·;-e ti~ a!.'iiio~tr<i:~a'~ü~~<'fa5•t~º;nª5ti:.. 

·s· ,._.,. ''"·;:.:: .• ';: ",:·· 
gotes no. sóri en realidad'una:·¡,c;b1a'é:iÓn .s:Í.rnpie y.hornC;;gén~a; "sino 

que experl~en¿n u~a.diferenciación t~n~6 e~ c¿ti~~ co~6en el 
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mosquito, pasando de un éstado no-in'fÉ•ctivo a uno infectivo. esto 

quie~e decir que 'el con'ti'en~clo de é:arbo~idratos y por lo tanto su 
::,,\";> •. ';·/. '.." 

mosaico. antigénico ·.c:a.mbia_· par,a · l.ograr su m1ixima infectividad .. 
. .. "" .- .. ·, .,.,. ,_ 

·,Por medio de'.west'ern.:biot e inmunoprecipi taci6n, fué pe-

sible determi~~~· 'ia· existencia de un antígeno superficial de 

aproxi.ma'da~~~~~~:·· _fi.;·~~; presente en formas infectivas exclusiva-

mente .( 121) ; 

. Los ··antígenos de· superficie del amastigote no han sido 

muy estudÚ'dC>s:··sin embargo, Handman y Curtís publican un estu

dio com~~ra¿:~~- de proteínas superficiales de promastigotes y a

ma~tigate:s.··d~ ii~má.ioI:, en el cual encuentran que el patrón gene

rado pa~-'1C1~·:: amas-ügotes es de gi:-an . complejidad y que e1 anti

suero aiiti.~p~o~as'Ú~C>té: fri~~i;~~recipitá proteínas superficiales - . . ·- .. . . . . .·. . ·~ . - . ' ' . ~ ~ ' '. . . . . ' 

del amastig~t~;'( -i~~ic:~nd.o/ que 1a m~yoría de los antígenos son 

c~munes :.~ .• ;ª~~~~ : :ia!i~~~-~~;,'~~\, p~rA . .ii to •. -~-
., Siri :embarg.;,:'exÍ~ten'.·:anÚge'n'o's específicos de estado, 

en J,'.maioi se J~~?~iié:~n~~adx-~~il~é~'i~;¡t;~-~~ 43 y g4 kd caracte-
:.:: ::''· ,\ 

r1stié:.;s' d'~:~~~sa9c,·t_~~ y ~n ¡,;;Üpépúa6: de so k.d exclusivo de 

pr, omastigot, e .. ,ª {1i1¡ .). : ,e' ' ' Ó' - : '"' 
·,e\' , .. 

· se :.h~ri; ;e:¡J'oi-t,ado ~a"~~i~f ~~s ~n~ic~'~rp~s monoclonales 

contra poÚpéptida~ ~~ ·_·4····-··_; __ ~- 9~ )~d-pr:~~~f_._-~--.~~~'~ri~;~~~rn~stigótes ·, de 
:'.·.,- '•',n") >-'i.'~ •;. _ '<.,·" -- ' .·,,, < 

x,.mexi2ana.<:;:,_,- .. · ·· ,_,: -~ .. ;-:.:- .,.,.,.,_ :,:-.-: ·,• 

\ R~~~~¿-~():~ '-°'.~ 'conténi'd~. dé. carboh¡~~a~cJs, ~~lnbj_~~ ~~ ~ari 
al:Ís~rv~do a ifer~niii~~ ;, u~. e:iií:~(Úó 'd~ · J,,.~"ª6;i6~aJii c'6~"~9ihÚri¡n~s 

•• -.· - . ~ l • ·• • ·':_.. • >.' . -• 

espec1ffoas'iridic~úna uni6n selecÜvade'los prolna~ÜgoteS.a de". 
,_ - .... · . - /'". -· .. , ..... 

termin~da~ lecÚnas,. di,f~rentes a_ las q~.;; ~~ un~n icis 'a~~stl.96t.is. 
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si esta alteraci6n de azticares superficiales es .debida a 'los cam-· 

bies en los azticares que forman parte de l~s glicopr~~e1na~, e·sto 

todavía no ha sido investigado . _,' . . : . . : -:., 

Adicionalmente, los promastigotes de i,;'i!o~~:Qll{~C,~een: 
un glicoconjugado rico en carbohidr~~o~ u~iJ:~~ l~-~~p~rf:Í.~i.e 

y conocido como Factor Excretor ilfil. q~f ~~ ~~f~ld~ ~-~cia' K>m~;. 
dio-externo. ~.:.".·:. ; / : • ,. · ; Y.:' 

- <:;: 

Comparando la parte soluble 'y la par.te':u.nidaº,a.'.1a membra 

na, se determin6 por electroforesis de intérca~~ií.~'·i'~i\i~6 que .la 
,_'' '.. ~ ·~'.;.:·.?·;::·"·,\··:.·~':t···.::~f_:_::.<. :~·-, . , 

porci6n unida a la membrana posee una regi6J1_i,h_i_dro.f.6~~~i>• po,.i-

blemente .un l1pido o pequeñas prote1nas tiidr'e~6~i~~~.: pei~ el me- . 

canismo d~·ve~tido atin es desconoci.d6:. · :, · ':;'' ;;;,,.:Y·' :(··;i, 

., .· otros autores, han demosti"ado-~C>1éc\li~s'~i~i1ares:pero . 

i~mun~l{;i¡b~~ente distintas, libera~~~~~~.P~~~~~~{~~iS!i·~f ~}eki • .. · 
sana y i,;.J!laiol:. '.• ' ' 

' .· \;~;~~~Í.ste,ncia de una .v~ried~d de e~ii.~a:~~:r~g~¡~da:~ .,:, la 

:::::·ª~:~~:fk¡::~ttt:;:~~ttf~~z:~t~JJJJiP~¡~f!~!l~~d&~J~}~:· 
. ¡,. ~on'.o~~~i '. i;l1~N i',~c:ii~i-?f~-{~~- ~A'.áic0 .. ~d~_ai .. e·.·.• .. ·c;o,en:Jn·','u,~n;a§'.s,·.e;s.·~pyeiqc':~~f~i·'.tc' ~'d,;~a:ed·.·• •.·Un 
P.M. c!iE.:110' kd(.E's uria.'1údro1ása ~ . ~ ~ ~ de 

~u~t;at~ ~~~- a~~1:{~ '(i2i) > ·.·' •'; '' ';:·,e~-:. C .. ( '., 

·~·"': ;~fü;;;Tiit~!'..~;ttflé::Y~;:~tf{~·~t; f~~k~;:,~'.; •. 
amastig~\~-d~~~;º·-.•~.:.•i~:.ta.fu~~{¡;ar~~·¡h~i6~~-~ E~·~-~~.·~i~~~~ '.in~~~:.'.· 
tigadores Í\an demost~ado aC:t'i ;;idad d~ • 3 ~ y~'s ;:~' nuc:leotidasa aso,;; 

ciada a ia ~e~b~a~~ á~ ~~ci~a~t).<]d~~s ~~·Í,.i!~rió~~D.{;, ~~~~~ enzimas 

son cap~ces·•·d~hidrolizar\,· 't .. 5; AMP. 
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Tinciones citoquímicas de membranas demuestran que 

las enzimas están.orientadas hacia la superficie externa de la 

membrana, por ·10· ·c~ai :.-ph~ae' ·representar el paso inicial de la 

defosforilaci6n, facilitarido·· el transporte de los nucle6tidos a 

través de la membrana:>: ' •,' 
·-

Han ·sido ' f~n;~Lé,:; · ~isla;d~s tres· antíc¡1enos a partir d.e 

promastigotes de ;w;~<;>noxani~ lois cuale~ pueden ser distinguidos. 

de acuerdo ~. s~ t~r~~e~tabiúda;~. 
' . ·~. . . . 
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3.0.- PATOGENESIS 

3.1.0.- FUENTES DE INFECCION,RESERVORIOS Y VECTORES. 

La Leishmaniasis es una enfermedad primaria de pe

queños rnarniferos, principalmente roedores silvestres, desdentados 

y marsupiales (L. cutánea, L.mucocutánea), asi corno de cCinidos 

silvestres y domésticos (L.visceral), (93,106,121 y 123). 

Los Seres Humanos afectados por la parásitosis son tarn -

bién reservorios y fuentes de infección. 

En México. los. reservor i~s' ,de Leishmaniasis cutánea son 
• • ! 

roedores' silvestres. de hábitos arbicolas (121), al igual que ... 
en Belice';: ;esto;.' pc;ai::1.i11i'.sén ototylomis phyllotis, Heteromys-

desmaresty~n~s.~p~~c~~;,;;~ surnichrasti y sigmidon hispidus. (123). 

s~;sos;~~~a\;~~ e_n ~éxico, el perro doméstico pueda ser 

el reservorio de.'.la·Leis.hmaniasis visceral, aunque no hay ningCin 
.", ;, ·:· ·. ;. -~ ::-. ,· .. 

estudio _conéluye~té''á.1.-'rés'peci:'o. se han observado lesiones muy 

sugesti¿~~ • en". ª~~-~~·:: R~i~ale~ .. pero el. aislamiento del parásito 

nó ha ~ido ~ó~i'b1é· ~;;;:ia.·~ayor:ia de ios ca~os ( 123) , :·1os roedores 
-; . . ' ~ . • · •. ¡'. ~'. ' -.~-.. . -• ' 

a diferencia :'dei'hombr:e, ~oio:s~h~ri ies'ic:ine;. s1lperúhialé,; muy 

dificilesde·o~~ervJZ.(12i¡_,_;}, /.·>•·.~_;_,•_;_:'_·_.•'f• .. ;·. · ··· · 
-_,;. '\¡' .' :' ] ',::~~-:· '. ,-,~. ·' , . ':r ,' ·.• ': . , , , ' • 

. ; E¡{ ú~:·.;;.t~d'i4 '.efec't:uad~l por Vela~éo"y>cói:< en ~~~t.i.agb 
HaÍ°ah~i; Oax;(,' Ei~\~Ú{ de un• t~ü?d~;lJ9 ~err~~ '.est?diados se 

. encontraron 7. c_on'lesfories .• ·.ul~erosas' ,t'1pi~~~ .éri•~~r~z-•'; orejas' 

Y á~riq~~\;i a.o;;~éit6 ~ist~p~fó{69i.;6 ~u9ériá: f;:;.;_r:~~m~~t~, ~l. di.:.g•~•-•
n6sticó'de 'L~i~lu;ia~Í.asis' sÓlo se identif.iC:,6 ~l parásit~ en uri ~e
rro (12J). 
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En 1987, Velasco y Lebrija aislaron Leishmgnia .§R.de un 

coat1 o tejón (nassua ~) con lesiones mucocutáneas nasales 

tres años antes, al mismo coat1 se le hab1an recortado las orejas 

por padecer lesiones ulcerosas (123), las lesiones del coat1 fue

ron muy resistentes a los antimoniales y en el cultivo y en el 

hamster mostraron conducta similar a ¡,.!;¡rgziliensis. Desafortuna

damente no se realizarón en este caso los estudios taxonómicos 

bioqu1micos y/o inmunológicos adecuados, sin embargo, por su con

ducta en el tejón, el hamster, y el medio de cultivo y por su re-

sistencia a la terapia con antimoniales, pareció tratarse de ¡,ej.-

§hmanig !;¡rgzilgensis (123). 

La transmisión la,realizan pequeños dipteros de 3 - 5 mm 

de longitud, perteneciéntes a varios géneros, principalmente 

FLEBOTOMUS que translniten··la LeÍ.shmaniasis en el Viejo Mundo 
~ .. : . '~ >~ ··.:., .. .' . ·. ' . ~ .. 

y LUTZOMYA que lo hace_en'.:.a1· nuevo mundo (4,106,107;118,121). 

La t~a·n~niisió.n :,'_ia,realizan mediantes vuelos cortos de 
~· ·, . .· ' ' . . 

aproximadamente .6. a io 'metros :y .tienen un· per1metró de :at;aque de 

300 metros a pa1'tir.ci.:.~su~ cr1aderos (123). 

Los. i~s;.c'~~S'lt-I~;:/~ri(t.á¡;i tos ~e1vi1t.i.6~s, · ~ur~lés o: sub"'.'. 

:::~n:: .• :u:~~~::i:·:J:g~;t~tt:JIJtJ::~eff Je~~::r:·¡:~: ···::::::::: 
de' la enf;_~~~d~~·:· s6i~ l~·.he~bf~·~s ·lintropof1lida y' h~m~t:óf~~a ,·· 

(106) ~.oésp;;,€,5 cié·ti';;~¿~ ;succiori'ado 'sangré, .. depositan de 40 a 70 

· huev~s '~~h·. ~~~i-6;.;: .ha~"~º~:i~Te:~s''éil detritos orgá~.i.c::~s; .dé·1~s 
que· se -:1i1neÜ:~ai/ i~s, :~ar~~~ .'~1'.~closiónar. 

· .Lo:S'ti_.~éV?s. 'ia~9os;Y:.ovoides d'espués de 6 :-l 1.dr.~s· éc10- .·· 
'i'"' 

sioriari~ •son riecésari.os, 4 . ~stadios larvarios y u~o ·.p~p~i para q;_¡e 

el adulto ~e'cie.sarrolie. (6·~,12l.). ·~stos6i~{~~ est~n 'fuertemente 
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FIGURA NO. 6 

LUTZOHYIA SP 

Leishmaniasis en méxico, manual INDRE 1993 
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relacionados con la temperatura ambiental, ya que se ha observa

do que en climas fries o templados las larvas pueden experinien -

tar un espaci~mien~o entre los estadios ( 121), en las regiones 
\' ,~. 

tr6pical.,;s esto pu~d~ ~i::urrir durante la época de sequ1a. segün 

Biagi, la.mayor actividad del diptero en las zonas endemicas de 

méxico, la alcanza de las 16:30 a las 22.00 horas. 

En México, el ünico transmisor comprobado es Lutzomyia -

olmeca, aunque se supone que L. longipalpis, L. diabolica, y L. -

cruziata transmiten respectivamente: !Sala-azar en la cuenca del 

R1o Balsas, Leishmaniasis cutánea localizada y difusa en el norte 

as1 como Ulcera de los Chicleros en oaxaca.(125) 

Los Elutzonidos que aparentemente transmiten la Leishma-

niasis en México aparecen en el cuadro no.3. 

vEcToREs·. coilocl:o'os, oE .LEISHMANIAsrs 

ESPECIE Ti~d: ;~ {~r~kiJ.N:Í:~~is< ',; . REGION. 

J,,uj<z_qm:,:a · ~i~~~~ ';\ ;' .. · c~tánet'' i < · ~íi~1~sui~ 'de Yucatán 

J,,uj<z~~~a lol19.!P:;i:~i'1j{' .·. . '· • : cuenca de Balsas . 

¡;,~.!;z.Q~~~. ~;~zf~faf j5 ' /i:ut&né;. oa~~ca 
1\ll<z_qniia ~i-ª-~~Ú~i 

,, .· .. :~>· 
Nor'este de .. México · 
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3.2.0.- MECANISMO DE TRANSMISION, 

La Leishmaniasis es considerada como una· zoonosis· 

que afecta a los seres humanos cuando estos penetran en ·.;1 fo.co 

enzootico o cuando se altera la ecologia del área .. y :1:-~nto __ ~.;c~o-'
res como reservorios entran en contacto más estrecho ·con _las'per-· 

senas. 
:· ·: .. · .. ·.·.··.... , 

La transmisión se realiza mediante la· pica.dura.de tin pe-

queño diptero de la Familia Psychodidae y s~bfamiii~;P!Úati~tomi-
.· ' 1 ··- .\ ... ,•; -

naa qu~ al alinienta~se de la ~angre del hospedero v~~~.;,brado ·. i;.;.:. 
fectado ingier~:Ú:'form~ de Amastigote, en su intestino después 

de 20 a' 30· d.ias«'..se corivi'erte en un Promastigote •. Estos se multi-
. ·~ ;.:;,. 

pÚc;,;n éri 'e,i:):.ü~'ó;·(jigestivo del insecto, en el cual ocupan zonas 

definidas:.' ~or'.-~j~mplo; . las cepas de J,,eishm.!!nia !;!r.1!.ziliell.§ii;. se 

desarrOllan''en:·io·s·étres segmentos _del tubo digestivo (a.nterior, -
··,· .... 

medio y pOste~ior) ; i~ c.;pas de I.eishm.1!.nia mexigana se desarro -
. '· .. , . . " - '. -.. ~' ';. 

llan soio en' ios'._(i'Q$,pdmeros (106). 
- -~~-' -- . -· . . . -: !. ".'So~- ··.... ' ., ' 

, '.Esta~
0

i:6i~~~'mig~ari a .través del intestino, probablemen-
,,. -'..J;. . .. -· . 

te por graclie~tes'';q'1Iiri.i~~s/ haci~ Ía fai:ing~ hasta llegar a la 
·::·. . : -~.. . - .. ··:, 

cavidad_búc.li';';'clondíii~ori_.;xp~l~ados.mediante el esfuerzo del_ in::. 
' "~· ~~~:-~' ··:;::;.'}:te•'>~ ' ' 

secto para; alinieJ'ltarse 'd.e;'sangre '(4).· :< 
. - . >'"'-··-,· . -,h··· ;·)·(· '•;.,· -... ·. ··,· 

· cúand.'O los . liroinas"tiqotes · ~ritran én:,e1 h;;n;t,re, pe;.;ét:ran 

y s.; multip¡·¡~~n-·d~~\ió.~e:)déj~~¡~,;'···~~n~n~~~~;;;~~ Y.·:'Polimo~fonu~• 

cleares ~ ':f tzt:;~t6:i¡:~fr:9:J#~~~:tfoaf fa;~t::dJ,;~i~~k~¿~~:::~. 
profundo~~<~i~i. ~ :.~~#~~~~.(~:;.i:: Ú~a~.~~.{ 1-~é~éi\i{~~·pi~a:iJ.~~d~s, 
los l\iiiastigot.;spti.;éi.;;;,:penetrar :~n . .;t~·~~ ·~é{\11a~ .; ser ·succiona

das por el. diptero; _irli~Únd;~e·'.~~ nú·~~ar~{~io: 
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FIGURA NO. 7 

CICLO BIOLOGICO DE LA LE~SHMANIA 

~ 

\/ 
~-.: .. 

~····· 
Cruz Lópe~ OlÍvi~, Pa;~sitol~gi~. 2~ Ed. México 
Ed. Feo ... · Méndez Oteo, '1981, P:P.; 175. 

34 



3.3.0.- PERXODO DE XNCUBACXON. 

En la Leishmaniasis cutánea localizada, el peri6do 

de incubaci6n, después de una picadura infectante, oscila general 

mente entre 20 y 90 dias, aparentemente de acuerdo con la suscep-

bilidad del hospedero (121). 

Aunque puede ser variable, comúnmente el peri6do es de 

tres semanas. En término medio es de 10 a 12 semanas (106). 

La Leishmaniasis mucocutánea y la Leishmaniasis cutánea

diseminada (LCD), puede ocurrir por extensi6n directa de una le -

si6n cutánea inicial o ser concomitante con una úlcera cutánea 

a distancia; considerando. reiació.nad'?·sú tie~po de incubaci6n con 

la úlcera primaria. s.e h<>.n :rep.ortado casos en que la Leishmania

sis mucocutánea se m~~if'{Ei!s:~~:ha~ta, 3 o años después dé la apari -

ci6n de. la i'esi6n,cutál1·~..:•;Úo6); 
En ia':Ci~ishi~IÚ.asis cutánea diseminada se ha estableci

do un ~~rio'd~ §i':i~bC~~cii6{d.; J a 12 mesés (69). En la Leishma

maniasiá :Vi~~ .. rai,/Ei!i,'.'p .. riod~ de: incubación pu ... c:le se:r: de 10 dias 

a un año; ¡)~):' t~fa'irío.'~.icii"o e~ d ... trés,meses (i~~Í. ;i~ embargo,· 

existen :d~tos 'en\los:qJ.; ~e cons¡dera que ~u perl6do de incuba -

Ci6~ p¿~~fr· os'~i{~r de 2 ' meses . a 2. años ( ~9) ; ... 
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3.4.0.- MECANISMO DE PATOGENICIDAD. 

3.4;1.- ENTRADA AL HUESPED VERTEBRADO. 

Inmunidad innata e interacciones con células polimorfonu 

cleares • 
... .. ,:., 

La penetración del parásito dentro del huésped se reali-

za mediante.'un piquete del diptero, a través del cual libera la 

forma flagei~~ o;~~6m~sti.g.ote. Aunque se ha aceptado que los pro

mastlgot~~-:s6n iri~'~c'ti vos para vertebrados susceptibles, algunos 

autores.,~Úgi;o;:;~~ •. ~qÚe d~r1mte ciertos estados de su ciclo d.e vida 

el p¿¡~fi;.-it.o'l1a~t"h~?es~riamente infectivo. consideJ:an que.en la 

fase de c):'ecimi~n~~ logaritmico presentan una baj<l.cinfec:ti,;;id<1d .. 

y que en i~ f~;.-~.~st.~~ionaria,su infectividad es ,un ~6cci' llÍ~yc;r.< 
.; ·'"· _, 

Esto n6 de'.ja. de ,e~tar r~iaciónado ,con cam~ios er\,,;~ mosaico :.a~ti-
génico (4) ;•· '.·. • ' .:·:~;,:):'.•H,,/' 1 

La dos'¡~: • ~n~~u 1¿ .. d~je"~.ep~gé: ªr•····e,uz: ;ylcipotl/ •. ~.:.·.mr".'·"eu .. :ya. •.l>~i; .. m .• z·. P<l· ..... ~d.¡ro._..t .• sª.· ..... ".e~nter: .• a.~tri,o' •• n.
1

aess"·. 
Leishmaniasi~. Li>~ ~~t:~cii~s ... ··. . · .... •. · .. ·.· . . 
sugieren ·ci:~ ~~~-d~ki'~ id¿6~io.9~~hd~1:~i;'~~~J~ér'caGsa'de Leishin&- .. 
niasis · ... !:~.:·\·\···.' · ., ., ,.·.:.-:·< .;:>·~ ·.;::·:":/'.~';·.::<·-'.·,-;·.<·;-:-:.-, 

. 

41

:::
1

~~::.·ci~;-~Lr~1~~~~Ú~o~~;~.·.~-~~··'iB~á~~~~6.~ ·é.~tran···.en ·. 
contacto. con· i;;s··~;;~~J11~ii16"s'd~~~~.s1P:·va·_:_•~.-c·_•.s~·e·•.1n'"·.~_.t7~·-~s:~ ...• edce:_1_. __ ·?i..;~~ ~~l huésped:· 
se ha'd~~~st.r~~6.ci~·~;:' ~ue~~~';'á,~ ~i:áas·:~nc1émicas y 

rioencié;Ridasis'on•ca~~~'~s -;:¡.;•.;;.a€ár'pro~~sÚg:otes·.·de dif~rentes es

peci~s c1ej;,~Í~~~-ª:nii~'{9:3)'.;/~~i? pued.;:0;0r explicado por el hecho 

de que en lé;>s .suer,o~•(püedé ~aber ~riHc~e~pos de reacción cruzada, 

inducido~ pe~ ant1~;.n6~ d~niJ~e~ presentes en algún miembro de la 
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familia Trypanosomatidae o en otros protozoarios; lo cual se re -

fleja en la especificidad relativa de ciertas pruebas serol6gicas 

usadas para el diagn6stico (25 1 93). ' . ' . . ' . 

Es posible que el origen de estos antic:iu;;~pos ~s~,én iel.a 

cionados con otros géneros como Mvcobacteri~~; ;,, ;;·6n'·91hh~~~s r~..: 
jos humanos (54). Greenblatt y Col. encontr~~~~s~~~ja~~~~i~n11i;,o 
químicas entre los antígenos de los grupos sáríguineo's a~1··'si.stéma 

ABO y los del parásito (93). '·<·,·;,:;!f •t \. ;J . 
Se ha demostrado que J,eishmsnia mexid~~~:ces'c:p.~i ~¡ á~- , •. 

tivar complemento por la vS.a a~té~~,;·.;in•.~itfb:j{'~~}\.);J.';{·~W , .. 
·. ,-.·,. ·""" ::~' ',·, ::;_ .. •·~:::'\:.'. ":-. ·;f '!:)_, .. 

Promast igotes de. Leishm;Ínia ·•1'!;< méxlgana·,• r:li :~/gni_i.!il.t.t'i •. y 

¡,. maio!: son ráp id~mente ·• T ~hd~~IP;~f:.;:~~~P}~·ifüt~J·'~~f,f b:·:i~~·:i d~··•lº~-··· •· · 
amastigotes de J,.leishmsnia_l!i.,~if;ana y,,s,ob~e_.'."130%•,de·amastigo 

:: ~~~::;;~:rt;·4t.~;s:~~~i~~~10~S~~~JÁ~!=~~~.,· 
.La acitivaCi6n ;del.complemen_to por5.via;alterna;; aunque 
·: ·.::::;··,_·-.: C :~:, ~.·;,:;: •• >-)t-; .:.\.·'.·.-~~-;~_f;.~:.':; c:·:t.': '..?/-·>ii\.·;.~::\.:~:r~~:·\~~;;_;:¿(:;~~~-;~-~~)~~'.'.<~ ~--~~·::···~,' . . -

puede COf!ducir. ª;}ª · lJ.~:i:s• por c.~m~.~-emento,: ;dá ,•lug!iX:,'ª ·:la :•;hja:-

ció~ -.~e,c.3,b,fi,;··.c;,~;,;º:~i;ii\{~~,P,.~:;á,~_&i~:,c'~i,J;.~ff~·lfi~~:f.~f-~':.8~'.P,~º~-
duzcan fraccion"es•q~ímiotá;cti_cas.'. ,ta~es como·:-: _C3a·; C5a:o_· el,' com-

:::::.;:~l1~~~t~i~f ~~f~1~1~{~~~~~if :~Y~f r!i~~:: 
; 'E~t~~· ~¿,,; '.iact~~~¡ ',C:~ill~kf ;,~·•:ih~'.~~~~{~[6·~~;: ~~· h~·· en con 

tradci; in vi t~O.;: que/J~.~~- . de' donadora~. hurna~,~~'" •. {J~i:;~ij', Y, matan·.·. 

promastigotes'd;;,J.;-ªÓnoiÍ:arif; aÜri. erl aÚseric.la'aé' dómpl.;,~e;:¡to\' ;En·. 

experinientós 'in' vi tto/:10~/~~~~tigotes son, tambiérl . sh·~~;,;ptrÍ:íl.~s 
a la . ingesti6n /cJ:~·~ti\lcÍ::{Ó~ ni~diarite .. mecanis~o~ o~id~~i,;;~~ por· 

los polimorfon~';;;J..;,ar~s (especialmente eosinófilos), (93). 
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Recientemente, Remaley y Col. reportan que la fosfatasa

ácida del parásito es capaz de suprimir la producción de radica -

les libres del oxigeno en neutrófi,los humanos. Ellos calculan que 

cada promastigote posee suficiente' fosfatasa como para reducir 

la producción de aniones superóxido de tres neutrófilos en un 50% 

Dependiendo de la especie del hospedero y de la X,eishmi!:: 

nis los mecanismos de defensa inespec1ficos del hospedero pueden 

ser suficientes para matar una cantidad importante de parásitos 

y evitar que la enfermedad progrese (93). 
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J ••• 2.- INTERACCION CON EL MACROFAGO. 

3 ••• 2.1.- MECl\NISMOS DE UNION. 

Si los promastigotes son capaces de evadir los 
factores humorales inespecif ices y a los PMN, entran· en con 
tacto con los macr6fágos que fueron atraidos por factores quimio
tácticcis Üb7rados . por la acti vaci6n d~ J.~: ;_;ia ai te~na d.;l com
plemento. Algunos ' d.e talios pueden'h~ber: est<ldo ~f ia~eni:e~ en el. 
sitiC> 'ele ia '1~~c~i~6Y6ii\~~;~~: !~~~~J~~~;; ;i~'i ~i parásito, podria 
atraer -·~0{1n0~{~rit~·~;(~ sub~~,~~ii~:ci~i~i~~~~;Ú~~-·~~~:macr6fagos. 

>/< .' ,,· -, : :Y_~. '.~''.: ":··. ,.. •.:.;· . <·.;·~.:\\ , º .. /·:·:·,, ··;·:.~·~:~~~- , . 
;);::r_. ~~;~:~~- . ;{- '.·,' . ·.:':- .;_,, 

El . • C()~~~éto.-; 6;,~~i~~ ~{ ~~c~¿-~aii.;~J~iii(f~~li.~ai~e' me- · . 
diarite vari~s'ín~~ª~,i~m~~:- ./. X•''.· . >.' é'· \ ,, .... -··<,:;, \:;- ' . 

(93) 

. '•·. ~)-. '"' u~Í6~; ~~~- ~a;~·s i to' a-~;~-~~~ á~~~~; ~~'~Ji~di:'\?r~serite ·•· 
• ,.. . : ,:: '-· ·.:·,,';;-'.-O'·" . ·:_;¡;· ·;:.¡ .;-·)[,~' -.'·:~~::"'-·;;::·:··; ,; -:-:;.'e· ' . ,. 

en. el macrÓfago;/ pare'cido _a' una·. ~s' e0_~r} __ '_,i_.·u·'~n·.-_.ª_._.a .. '.·.·_'.·_.g;,,~1_1u}c}oºp~n .. r}ott;.~efi:~n'.'·_.~a·;e __ ?7_~i:<es un 
ligando Cieil -~arásitó i;itie'~úecie . º hn g11 -
coli¡>ido. ;. 0

' - ,./}?_;,· ,. <;: ~/ <·>' · }'·,, .: . 

::~::~::Rt~f ~1li:~F.~_e __ 

0

_0u/:n~a~-·~{ve~zt_":_o:~p;05!0~;n~~z~ai'idot.·_.¡pofr~>.ff~_.r1a;[gr,m~:fe:_:n;ft,:o'.~s.~_:d":e::l· . . c)~"'.E1:,i>arásitó ~ . 
com!)lemen~o, .·_·.se ·_puede :~,~-¡r ~:m~~ióf~·goii. '~~~.r~;¡_~·;sg r;~~;~-.;r: e~~ 

ped. exi;:~~ -atjf :J-t;i:t~go:eii:iot~qf ¡~;t!~~l;~ifütj/~f x~1:u~-
. · l~ · hospede;o lll~á1i~nt_e ~ris'r~~~~tci~~¡. Fci; yde''~sE! ~l.:n~E!¡::ª ~e~íni :: .. 
ten la exp~siciÓñde,su regÚn ~~bpara q~E! el pará .. ito'se una. 
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MODELO DE RECEPTORES DE MACROFAGO PARA LEISHMANIA 

V . 
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u 
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IUI 
u 

CR3 

Receptor do Fucosa • Mano11a 

Roceptor da Flbronacttna 

Racapfor de FC 

RacopÍor do Tlpolectlna 

~ 
/ 
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Las glicoprote1nas o glicol1pidos que actüan corno con-

tra·receptores en.la superficie del parásito, poseen azCicares ca

racter1sticds ter~¡~~le~ Ó residuos de ácido siálico (4). 

I~i~i~i~~~~e s~' ellcon~~6 que los prornastigotes de J,.go

no:l!ani, .t.;JI¡~~: rnan~;~¡· gl~~d~a, N-acetil-glucosarnina terminal o 

residu~s' de á;,id6Tiii1.~C::c,· c4; 93) •. Recientes estudios demuestran 

la ·~xrst:..:~ci.~ ae·iil'l.1l.9~l'ld:o rnanc:>s~/fructuosa terminal en promas-

tigóte~, p~ro n~:~;~~;;~e~ F~:l1\~s~igótes. Estos resultados con 

cuerdan eón estu~ios.realiza'dos en losque se demuestra la exis-

tenÚa··-~~::~ú~~~~ri~~~Ú~bs\~~~¿~;.: ~~ '~allo.s~ sobre la superficie de 

::::~::1:::¿~ldrrr:~g:f J~~i::i:ti1i~%IIL ·::: :::::::::0t::::::: 
'':·:".· <'.'.. ',¡:/::: .::·, . . ~:: . . ~~·~> ..... ';<:.:: 

',·;_'.•; ••• • "•
0 '"•'T;•, .. 

. { ~i.ín~~i1_~~~ ~~~d~ h~ir~i.:'~:L~~~~r¿fago mediante un ligando 

de glicop~ote6~;~d~)>éon:N-ac~ti1~'1~:Ós,arnina te~¡ninal •(4,93). 

. . . < Ha~d~¡h'; ~,d~d~~~-~~·;bit~ri ~~~t~i :ia~t,~rje~'::~~~~~;.~)~l , :-

(4). 

de .promastig~tes de ~·!!!ª~~!:· es·capáz de ~nir~~ especia111\eñtea··. · 

· ~EE~f :~~~}.·~~i~~jf~?~:~~t~~~~~~~i~t~~t~~~: 
.· . · .. · ::, ·i;- \ ~··.. '•""•: ~:'.~·;·:::-·- ·:,'.,:: •.;·<:.t,;;~.J.<), ,:':·~:--~, ., .... ---.·. ,. 
ceptor; 'dE;'i;par~!:li~o;(4l'.; • ·> / ' • ·.· ;''; ;:·•\'. .;, ¡,, < '· 

. ·····.•. \ ot~~~ es~~dirii s.o~i!':ia iJ1~!';,.~'~{¿~ ·~i~~~~~~.{~io~a~~l.go ·. 
te, han p

1

od:ido demostr~r' la natural.;za:. J~1·c~~trar~ceptor. d.;; t. !!le 
. - -· . . ,'•' ' . . ·,,:_,' ;. 

11i,gana. E:s una~gú~ciproteína d.e 63 itc! clir?·:fi31 .• que ~º n;iiesti~ ac.:: 

tividad ~ruzada, con ;~ ;4). 
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3 •. 4. 2. 2. - MECANISMO DE PENETRACION. 

La entrada del amastigote en el macrófago parece 

ser dominant;. por:el llamado proceso "Zipper" de fagocitosis, 

aunque un papel. activo. del promastigote y amastigote no debe ser 

excluido (4) • ~o~;c::ont~ar7~ept~res del p~omasÚgote son presumi

bleme~te:úsados por el parású.o para el. reconocimiento del macró-

fago y ~u J.~~~~7ó~'?~n:~n';~~o~~~:~ ii~~~Ú "fagocitosis facilitada" 

::·, ;º, ',ff~+r1r~i,~~~~::it:i;~~~t~::~:-:~:,;:;º:: :::b:: 
inhib~dor,'~7'.~a,9iii:~~ii~'i~¡ ~x6;_ci~~ #19.i.;.ré una: participaéi6n . ac-

tiva ~e+,;j:·:~~~1gJ:iESJ?,;:~~·:~~~~i~;~~~ti:r;p:{i~~~~·~ºi~n de la mém -

braha· del macrófago, lo que é:onduce a una·.activación ·de la NADPH-
.' - -" - ' ,' ... ·: ' :···· ·'' .. '· '--···-·. ·' ··~ ,.·. ·: . .. _:::_\·,_:·.::-,::;·d);.':-.\~, . ·::.~_<;_k-·::-~1?:>:'~·:. -·~- .· 

oxidas a. disparan~o l~i cadena respiratoria;.:,fa cua:l activa la cade 

. na.d~l·-~i~~bf¡i~;;,¡2:~~~L,'~~~);;;~/b'b~~iJ~~~~~~ ~a::producción de 

:::::·~;~¡~~~f ~~~({f~~~¡~~~l{~~tf~~~lif:i::·;, :: 
.. ~()s•:¡promastigotes 'S()ll ~á.s:sus~eptibles ~ morir .por el 

peróxi~~· cÍ~~-~¡d:~¿~-~n~ :~~~{{~;¡:,é~~~~~i~b~~~. ·¡·.;; 93) > 

be···~· qUe·•-c~7~t:~r~;~ti~:~t~it~t:::~~;.;:~:sxz:J;;;;~f ?:~::.·.•::: .. 
compite_ .•• por>lo~ a~i'o~e~ ~upérÓ~id~:o. ;;¡u~·.;~Jsa :u~~ inactiva6i6n .• 

- •'• ·-.- ... ·.· . '· ' . . " ..... , ..... ,,.- ... ·'\, , ...... . 

locaÜzada de' Ú cadena respiratcir.Í.a (4 ¡:; Murray,~fibóntrÓ\¡ue los 
• . . , • . • . . • ~ • • . . • . ! ' . - • . -

amastigciÍ:es coriÚenel'I más_ cata lasa y glút~Úón perÓ~id~sa .que los 

promastigotes y sori cuatro veces más.resistentes al pe.róxidci de. -
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hidrógeno; además que no estimulan continuamente la actividad 

oxidativa del macr6fago (93). 

La unión y la' fagocitosis pueden ocurrir sin que ·s·e di~
pare la cadena respi~~toria: Esto ha sido demostrado i:n ~~~i:úa ;. . 

. - . . . 
gos humanos que tienen receptores para C3b ( 4) • Es·· i;Tip~rtante_'inen..: 
cionar que de larapidéz del paso de la forma'promastÍ.gote ala· 

forma amastigote, depende la posibilidad de sobrevi~e'nc:i.~'d~;:·Pª"." 
rásito, ya que ha sido observado que no se inhib.~ "1a'·~~·~i6ri· fago-

sorna-lisosoma. 

3.4.2~3.-·MECl',NISMOS INTRl\CELULl\RES. 

Estud'ios ·in vivo e in vitre han demostrado: que· 

las !.~is~mi~i~~ resi~en dentr,o del fagoli~oso~a 'p.;~er¡~¡~·l~ente 
hósti1: Numerosá,;' .teorías han sido propuestas I>ªr~ demostrar· ciu.:. 
el' p~rásit6 s6b,~;.'vive _dentro de :hs vai::ú~i~~.¡;~;·a.~itóforas. 

' . . . ' ... • • - ~ ', ' . . . . ' . ' ' .. . :" J • - • 

":Tratando.'macrófagos con.·inhibidores de.la funsi6n fago-
~ · .. ;· '-_:;·,·.:,,·,·:· ::·:-'· ··'.-··:' .··.::; ...... ,-<· > :'C·· -'.. '·>•_ ~-<;J ··:· ' '•' e 

'soma"."lisosoma/. solamente-.se. incrementa moderadamente .la supervi-

vencia:d~l il11a~~i.g~~~·~e'.J;.'Í,~lilln;i!~i{kexi&aná, pero se incremen-

ta. dramáÚ~ili.~h'te:. Ía ~,¡¡,.;.l:'.¿;~~:<irlci~a·d.e1 promastigote (4). 
:S~;o~f ;'so1: ~!1~;;~~~~~~'s 6~nma~rófagos de ratón y cepas 

····::~i: :~r1f :f I1~~:-.:m~t7:Jt~:t:~~::~::Jvz::ó;::º:º: p::á:::::s e::: 

a 35 g~~aÓs y p~st~l~ró'~.tj~~·'esta :~~~~~~kiÍ:iÚidad po~r1a contra 

la vi~;,·e:~l~~~~¡~r/ .. ) ' · ···.•· .·.: 
,.; 

·.L~'.'capai::i.dad.de.los prómastigotes para sobrevivir.y mul-

tip 1 iéarse en los fagolisosom~s del'. m~c~6fa~b. ~~ededeb~~se ta 1-
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ves a que sean resistentes a las enzimas o a que se protejan de 

alguna manera (93). 

La sobrevivencia: del parásito ha sido relacionada con 

la inactivaci6n de enzimas hidr~liticas lisos~Ínales,,con,la, Übé-
'.i' .. ; •·.. ..- ,;;- -;·;::;.,' 

ración de metaboiitos:y.'de.fá;:;tore's ex6retores/ás1•.como:~1anatu:--· 
o_.,;,;_, · · ~, '•'· ~~~,,,: J " " : J: r ·' ·O:: :':;} 1 ; • 

raleza de la superff~ieiineJ;,'J::ÍranÚ.'•Esto Ültimo ila;sido aso'C:i.ado 

::·:::::;:l~;~¡J~~~jif:~,~~~~ilitf ¡~~;~i~;~~~~ ~~ 
.:::::t'·:.~tr~;':~t~ir{~tt~~¿¡,~~=[~;f t~#¡;~r@¡~;~:~r~:~ 
puede • .. · ocur'ri~>por libéraci6n ·· de• ¡oro~easas · ( Fact~r_es)ie excre 

:·~:'. ·.::::1:.~:.:~::E·~f ::~~~~~~~~i~:t:f ::~: 
mado Factor Excretor que puede:int~nsificar:ielcr~cimiento de 

::a:::~:::5q:~ ::::ósfe~:: •. :::t:~n:1~tf :t,:c~if ~~t~~~~::~:::n:::; 
En un tr~ba~ o rea1:t~~~;~.~ >~cºl;!l:~;i.r,~j,'yr~.r~,;'.:,:fr;~tt~~fble •· 

obtener una descripción. ultra~Ttr~ctuJ:'al:. ([por ~i~roscop1a elec-

. ~:::::::n:::::::tj;j~;J~~li.it~t~~:tf t~~f ifü~~· 
.tdei91°atevTai.cdu(o.~l~a.fp.~aurya:~.s···~t.06~.f~·o~r.:.·a'f .. ru:ang .. e··.·.·fll'¡¡u.~1id:o'·.·.c.·.·.·e'1··'e'c't"r"o''d'"e'·'·n"s''o: .... ···· ~ · · _ .;;,~~é: h~id~ ·· 
aisla rápidam:nte ,ái•· pa~:i~ito'd,/,S~ ~iü~a.~t~''i'ri~~'cli~tb;:ci!'' :La' . 

membra~á d.~ ia: v~~uo1{ ~;.fa. ;~~ciéciÓ:~ '~u;;'tju~· <ú~f iii'ricie' la ;,mém"'.' .· 

membrana, no impide. que• el amastigote p,i~·~~'.1.;~~~~~t~ ~~·~. ~Üa, · 
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en su parte posterior. La densidad de la secresi6n es mayor al 
comienzo de ésta. 

En las vacuolas de mayor tamaño se observa una menor 
densidad .. ~s f·pdsibr~. que en .~ll~s.~~Ürra:la mu1t.i.plicaci6n de 

~::i:m:::tt:~¡t-~lzt~r-jt·;~t;itt~¿~:~~ trt1:~;z.~frJrse:;ªs:u::~ 
'· ;• •' \ .,,:',.';:V ::.'.'~.·~ ... ':· d·"; C; ;/ ·,·~:.~ •"' '•¡: ,::,;:: :; / ,:.- > 0• ?/ ~.·,.,:~,>' ·, { ~ ';, 

cresión. ·~Estas va'cuolás· a•·menlÍdo'..se•:ven·:"rodeadás o: en contacto 
.. ', •· ..• .:.'" . , : ; : . • :--.:,_, • . '• ~·-.• ; '. :· . . • • :. ; 1 ._:.'. 

con 6rgane.1ós ;simil'a'.r;;;s . a:· iéis •'.Hsosomas\· E'n .'estés casos, se su-

9 i~re qui et,p~~.1.~it·~.- s~~yi~~\~ -~-~.\t~~,if j:,~e'~·~;~:t~~:~. liso~omales 
sin . terier.'.tie •e; mpo:· de: aislarse; mediante: su ''se'cresi6n :fi-agelar. 

- ·: ·• - r_ -··~;t .. ;_,~:::.~.:·:.:;:<~·~- ·-'~:~:;: .-,.,<:;:.'.í-'-:1··{;;:.: . .::~: i~'.~; _.>\X?·:::~-:-~;:_:< :;:_.'~'.r~-~:}:~ ~;\>-.-:::: ·: . · ... _._·_. , 
·tas vacu'ólas'parasit6fcirascque contienen dos'o m&s amas-

tigot,es p~ÓdlJb~~··-~·~ ·~;;i-~,~~isi~J~~r~!~~-i~re's ;~~1·:~~en'· sus, contor-
nos y. l~s m~JÍ{br~ria~ ~~E; 1l~s.:ae~in;i~~_n.:'. Es\~spe~~-l~~le 'que tal fe
n6meno . forma/' parte ,:d~l'i pro~esó,i.p~~grE:!si vó; de' ;;oioniZaci6n ~ 

. · ··•~n'·~~t:üJ{6rti~~h·~~:JhcJR~~'~º~~:;\~'iii~i~';,· .. de.·1isÓsomas 
.·.· ,_,·,;,~~ ::;;1 .. _·_ ~-'···i>1·\,~.:,.:,"\•'·'i,;·~'·; :~;.: ;-·,·~·:!• \;· 

secund~rios de'.~ácr~fago'~·:peritori~ale" cié .t~t6~'con~acuol<is para 

si t~f ~:~~ .. q~~-:iºn.f \r f~;:.·fa~~Hf~·~:~i~d,~.~:·~fit~~;~~x: .. ~e·. ~an ·podido 
obs~~var•' d~,ri~~';, ·,de una .mi~ma'yacuola; ' tanto· parásitos intactos 
corno. d~~·a.·a~~;~:: <, .. ~. l .:·_~; ,;;· ... . ::~::· . >. ¡' .,.;\:.~r/' ~-~.·~-~ 

,.-,.,, .. :·.·,;:_: ;'·"º (, .. _: ... ::;~.~:. ".::~_ .:· '._·-~.· :<~~~ :~·:~~-- ._:~.~·.;~-:· ,,-
.. Otros.~ autores e.x_P,;':' .... s.an frposibilidad.~1e que .productos 

::,::;i1~·~~~:¿:¡j{~~~~i:,~~~;~;:;1,f ~íl~~1~~;í:·r1::~:i: 
ten la ·¡)ósibÚidact·'de que':1a·C!isteri!i'i6ri d'e i~;v~'Cuóia"püecia inter 
ferir en l.a'·~;.;~:;_~~·~~/Í~~J~i;;i~;{i;Ül.;.'~fü,{~].~~'.;Z ':}!:'. 

·· •·· éha:ng .~.y :~¿~~~-; ? u~i ~i~an~~~ ~~a!fi~6~es: d~:;L'; ~·oríoyani ·y -
macr6fago:··pet-i forieales.é:le h&mster ;,·~~-n d~~~rit~·;'~~~;~k¡9~~es ·ro-

.' .. -· ·'·-'··'· ·'•' ·'· ',. ··,. ' ' . ,,- .. - ., .... ,··"· . . -:. . ·.·. 

deados por apr .. ~rada.; ~~fobra~~.; 1 ' vac;~o~~;; pa~~ia lrne~friie!)aS por .. • 
mate:ri,;1 ain6rfo el~¡;trcÍden.;6 y ~~a~Úgbt~~ 'ró~alizad~s "" grandes 
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vacuolas. F.stos tres tipos han sido observados dentro de una mis-

ma célula. 

Desp~és de· la:ll1u1Úplicación del ":m":~tigote, la' vacuola 

parasi tóféira se. r'omp':° y los.parásitos·. ádquieren una localización 

citoplasllÍát'ica temporal, que puéde sermenor de una hora. Ensegui 

da se forma una membrana que limita la vacuola parasitófora, des

de el momento de la formación de la vacuo la, hasta la segregación 

de su Factor excretor, el parásito esta expuesto a las enzimas 

lfsosomales del hospedero. Es por esto que se observan parásitos 

con signos de autólisis dentro de vacuolas con escasa secresión. 

La naturaleza de la secresión podria ser de tipo de la 

fosfatasa ácida, o cualquier otro tipo de enzima secretada a· tra

vés de la bolsa fragelar que pudiera inhibir, desnaturalizar· o 

digerir enzimas lisos~males de .la c€lula hospede.ro'.· ¿·: s-e~~~~.¡ón · 
. . . ... , . ,.. ':·,'~ ... - . ,. '.:.¡::<\', .. ' ... 

distiende a la vacuo la pa'rasi tófora· y más iá. énzini'á~';. U:sosomaies 

inh_ibidas , ..•.. p~d~.+~~·····. ~·~~.··:c~nd~ctó~··. hip~~:~.~~·~~ ••.. ~.~~.5~~tEiri~¿ ·de• · 

fluidos;· 'Lewis ··y :Peters · s~ponen que: e1,.: ~ra_~ii::nte· >osmótico es 

beneúcidso p~rá'e1·;p~rá~~~~·{ · ..... · · .:~'. . ·' i/ji~'. .. ;Yt/ <, 

par~~¡~º:Er·tfrJ::f a,JJ1trZ1~1~rt:tl~ír~;di~~!/~Jt!fJe~º~;~::: 
rior. P~cliera sEÍr q~EÍ 'e~ta adh~si6n este relacionada con ia unión· 

a receptare~ ~~ ~~mb';~~~ (11;) . ' , 
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4.0.- DIAGNOSTICO. 

4.1.- DIAGNOSTICO CLINICO DIFERENCIAL. 

En las Leisbmaniasis cutáneas la diversidad de formas 

clínicas es muy gra.nde: Incluyen formas ulceradas nodulares, ver

rucosas·, ,ihpo.ides,': pa.pulosas, linfag1ticas, que obligan al diag - . 

n6stico:~i~'7r~ncfai ~on esporotricosis, .cromomiC:osis, paracocci -

di,;doin°icosis/t:ril:l~rcúÍosis cutánea verruco~~' carcinomas; sarcoi

dosis ,··•·e~¿~*·~~~~~h l~.s üi~~ra~·.~~tirie~~ '.;,ur~~¡ ~~~onta~eamente 

entre ·1os, s. ~ •• iY:f·i,1L'.fu~.~e;~:'F}JóE~t~~~.s:~~T~.~lUL··(, ..• ··.. . . ·. 
La .fas~·.~utá~ea '.d.e • la,blastomi~Osis •pre~enta ·~arm,ás. pare 

::d::·L6·±~~~-~(~~~~~~~~ki1:lli~t~f i~~i,a;~:ti€t':: 
le¡)ra. lepromat.os": ;· Y;es;perf ectamente ~ompatible ;':¡~que•ir'1cluso 

en .nu~~ticis.;dl~~;·'/-~¿npara•éÍirné~j_'.;~ ~~~~~{í;~L;,~¿~;~~~,~~ pri -

:::a:~:!i~ttf ~,~1ur~rtm~~j~'.t:~t;~Jl~~¡rf~f~!~~;:r 0~·i0~1.0 ~on segu-

,' <' ia :Ji'~¡;'~ iá ~,; ¿1:.ti:; ·'!lciB~ii t,;~~r.:~~~~Mi:~~~e'ndi~r '· ~ 1 pade

cimiento c~n ~~~!.~~Opl~~·¡~~ .• -~~·;ét· ~l~~-?~e,<L;i;~aniasis mu

cocuÚne~ ,; ~Ú~~·~·n.f i~~~~~d~~ ·~u:~~e~. ~F~;~~;"'~~~dr~~ de ·.infil 

tra~i6~>~j.~1c~facf6~. :Y·~,~st~u.~c·i~ll·~~so~~f~~!g~.~·~~omo la lepra 
lepromatosa·~ ·e1·.escreroma·/"el· :pian·,.::·)a'''para·coccidioidomic'osis y 

di ver':~s/le~ion~i .. ' iu·rn~~.i\l.es. y;vásiJ~1 ti:~~{.':~i~~~ie: ~~ deben rea

lizar pro~~Jiiii'iiht.C>~ p~~ti,rierite~· ;p~Í:-a u~. d_iagn6,;tiéo diferencial 

adecuado; que además ; de la cúniéa y, ia: epiae:Tiiaiogla; deben 

in~luir biopsias, 'cultlvos,, int~~deJ:~or~accianes .y titulaciones· 

,47 

·-·- - •• ·---· ... -----··· ---- - • ·-- ·---... ~ ...... ·-· "-'-0... ............................ ,... .... ...:h~-- .· 



de anticuerpos (106). Es conveniente señalar que el pian nunca 

se ha encontrado en México (84). 

4.2.- DIAGNOSTICO DE LABORATORIO. 

4.2.1.- EXAMENES PARASITOSCOPICOS. 

En Leishmaniasis cutáneas, la presencia del pará-

sito puede demostrarse mediante un frotis realizado por raspado 

o pun~i6n de lesiones durante los primeros meses de evolución, 

teñidos por Giemsa o por Wright para su observólci6n mi.crosc6pica 

en. casos antiguos es menos frecuente· de
0

mostrar l·a· presencia del . 
' . ' ' -.<.: . ·: ~: .. ' . . .. 

pads'it6 ··. ( 69, 121) • La muestra puede tomarse;aspirán,do a través 

d~ llna. aguja,. en el margen de la l~.S.i.6ri_\n'cjll~á~~:.(3~l/ ', 

· .... se 'puede támbién puncionar para obtener'11quidoexudado 

::r~m::::::i:ifz:~:nr:e1I~fb~tiY~~~t?t~~·t¡[;~t~~citd:1~:::~ 
.. ··.· · ...... ::.·-' .. :".1.: •. : . .,. ·- ",' ,_;-~·-,-~~:·~;., .,_, .. -.• : ... __ ,_ '.:-:·-~:~._t·.-.. · ··q-,-_,-:._/~.: ·-.' 

liz.ar'consiSte:.e1Ú·' con;p.inzás·átraumáÚcas·:o ·con•los'dei:l.os¡· pre-

. sionar . i~ tii6'~t~-'t.~~tI(b~~ª"ºi~:·i~·q~,~~rE::~·~:.~~ ~~i.-~~ .activo de 

:: s:i:::~· :: .::~t~!á~~it~~f :fa:~;i.~iifüt¿~·~i:L:~:-:r~:::::::~ ... 
',.l ,·_,_,, •• :;, -~'·-·,·;, .\.'."',_':::·.'._:. '··"·_ •• ;;·,;:~.(:r:,'-·,\-~·:·,~:"-

ro• d.e céi~~as :,'d0i[tej~.4o;'~n;:i~micj?'~'u~ ~~;,~'xt'ie'ricil<''.en\yárias. la-

iaminfr1~~ • . :;{~;,; ·:·'.cua1e~ , se ,'~üéd~~ ~º1ºAf~~·>pc)r '.cüeinsa º.por 

wri~llté69,lo;¡:r'./'' J ', ;:: ':'"'' ;, }' •;, <;< ' 

S1
. tosco'p··· •1:Ea'. •ns··.ce·' .• ~_ .•• _.r:e~":a~l~.1>z'a:~_ .. -p~·o}rter,{a''~s:~p;~aad···~o)~~i~ :, 6~~g~¡;tH~~~~·/, {{P'.'~á-. º. ~~nCión y 'a~~~~".~i6n d~ una,. 

pApula o ~·;,J~i~; , i;ai'iz~n(l~:uri.' extendido·· sobre una laminiÚa. 

y coloreando ia 11\u.e~t'ra éc>n Giemsa y wr'i'ght c69¡ > 
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. . 
Las muestras: se observan .. ~ll 'microscopio de luz y .con 

objetivo de 100 X ( 10;) ·,'.La .tinción' de;· Gie~sa revela amastigotes 
de 2 a 3 micras de color' azul. claro con un cinetoplasto rojo, lo-

• •• '.¡~ \ •• ·: \• 

calizados in~raceú1i~r~ehte"(Jl) ;•En ia Leishmaniasis visceral 

el· examen parasitoscópic~"se,'et'ectü~ tomando muestra por punción 
dérmic'a· y:'',·a~pl~_~c:'i~~J·'.d·~~<~~·~;{<P·~~i tividad del 98%), de médula 
ósea ·(positivid~ddel S4 ... S'G%j'''o< de· ganglios linfáticos crecidos 

;::::~: v::::r:t:if L-"i~~t;~tti1::::n::e::::c:::::t::::r;: ~~-
En los a~~·;:~~~~,d~>~~d~;la Ósea· 1as Leishm.!!nia¡¿ pueden 

~·.:· ' · .. :;. 
predominar sobre las>tagC,citadas:(ioG), aunque la punción esplé-

- - '· .·,. '; .,,- - .. , .'( ,./ ., ' , •. ·' ~' ' ¡p' ,·· •' ' . . . 

nica. e~ ~~~·q~~'.;aa\:·~~~l:>'r:P.~{c;.~taje depositividad, es la más 
arriesgad~-~ es'aéons'éjal:li¡:; ~urealizaci6n en medio hospitalario. 

sit{v¡~~d~:.tii~6f ~t:tit&~f i~!~lá:i::~:: ::s e~::;:::::i:::n::: 
. ' . ·· .. _._,. \;: ';,:.· ;·. . .. ,. ' . ~:-~,., - , .. · 

.· :~t~~~¡~:~I~iiK1ti~t~~tltl~~g;,::::~:::::::,::,: 
crófago·~: d~·-~od~· el SRE/ con ·o·c.~si(:,haí~·~ granulomas en el h1qado 
bazo, y qan~ú()~ ·~i~~Úi~~~ (10~) .• 
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4.3.o.- TR~Tr.MIENTO. 

Los anti~;nia1~s pentavalentes son las drogas de elecci6n 
... ~ . '·'' _. ··- .-.-~ . ·.. - - . ·- . --· . 

(31,104,107) ··-;-~l<'~i;i;;;ariúm~,- (Ar.'timoniato de M.;glumina o N.:.Jnetil 
·.;,''':: ._ .. ,._.;·<,:'·--.;· '.:'':.': ' . . . · ....... ' .. 

glucanti.me) } el-: Estibogiuconato de Sodio (Pentostam) sofi los, 

de más ampÚá ~'f'f~:;~tJ.'~:-~~iÍidad comprobada. :,: 

ligramos 

muscular, 

La so1\lbi6n-;d.;•:antimoniato de meglumina'conti;,,ne 1
' ú>mi:. 

p~r'.'_~Fiii~~6 d.;-~n~imonio pentavalente.para {ni;,,(:ci6n·: 

o :i.~tra~~~b~á.:'.i,á solución de estibocluconato de'~oiiio . 
. . .. _,. - ···~· ' - - - . . . . . . 

contié~~.a1ri;'ci.e''dor'dei'":ui%- de antimonio pentavalente (100 mg/ml) 
- - ... -- ... -, -... · - ' ' . . 

y 'se empl~a' ~-a~b'iífr; ~or via ,parenteral, hasta la fecha ninguno 
--~-

de los medicam~J1.~~~ ;.m.;ncionados se produce en México (69). 

CUTANEA LOCALIZADA. 

se >dé'bé 'apÜcar una dosis diaria de 60 mg/kg de 
,.,;; .. -

pes'o' éci~pora('de: antimoniato de meglumina, equivalente a 2 o mg 

antimoniO'/'po~'.~i:;{'-.intramÚscular profunda, por un periodo de' 10' -

a lS ~;,as;' d~;~~~i~~.;n~la dividiendo la dosis dÍ.ar~~·~en'do~}Pli~ 
cacione~ ¡é'1ci.a:i2 horas), si~ rebasár'la d,osis ci.1afiá'de ª,11ti.mo·.; 

:::::.;;~:~¡~l'1i~1:tfü~.~i:E~F.tkit:tf t~ti!~}f ~~~t:: 
rai:i6n 1 compl~t{~'ri !;.·1;88%' d~ 1':16'$(~á~~~; ,,;~lcánzá;.;dos'e::· ~l .-iÓÓ% con 

' . , ,.,. '" ' ,.J''- ·• :~-: , __ .'l .. '·:: .. ::{~:.,.··~~--" .·'.!·· ::'·'7', ':;.:."·,··-.:.::>·t.,.::_, .. :·,:.· •. 
un seg';1rydo trata1npi_nf,~·; ( 10,Jl ;::y ' - ,. .,, '; ,, . /C: ' :.; /' , 

Para eLe~tiboglhc~nato;~; s'odio, • la 'dósis cli~ria -es tam 

--::::1:e-s::::b::ztt1if.inJ;ºrjj';:;t1~tJ·ºdfr:~rtJJfrirr::~~::re:: 
periodode i'o~'iscUas.¡6;):- < ' 
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4.3.2.- LEISl!MllNIASIS MUCOCUTl\.NEA, VISCERAL X LEISHMA 

SIS CUTANEA DIFUSA. 

se debera aplicar la dosis diaria de 60 mg/kg de 

peso corporal, durante 20 días (69). Se ha recomendado el uso 

de Isotionato de :pentamidina, ·a razón de 2-4 mg/kg de peso corpo

ral d~~ri~ment¡; por ~la IMdura~te un rná>Cirno de 15 días ( 121). 

í.ii i>.nfóté'r.icii'na a tia resultado efiCaz en ·~i t~~¿niiJ!nt..; . 

::;_::~:: .••.• :. __ -_~:~~~1~f 1t!~1~~t~~~JJt~Ili~~~~;;&~jt!'. 
cutid<i;'- ... ;•·:·<-;." ·-··, -. -~:,,\··';';':•' •-;;·· ""· :•) 

.. , •.•. :it~;¡jj~{f ef :1Y::1:ff~lt7J~.J?~i.~~~~i~·:~~~i'.;: .· 
aur icu,lar.: Esta ~-~~i~~ ~~.r\de':4 Í: .Jr~~os ;-~.~ntig~~do~:x a,plicada 

en_ varfas:ses'iOnes:diab~s. cio3,i23¡ .. '·se_ r~·~·~inienda,que sea en 

forma de Yª~º~-~~··~~,~~. d:s:~;.6~~ a.:r;d~_:;;;,.rr~r~~~~;·~~~t~~~:Ci.: 15' 
a 20 'diás{ lo:.ciese'able :es'· que: el vapcir:aplicadO a':'fa:lesión .tenga . 

.. .:,.:·: .. · , ·-::':":·.·~·.:,,:· ... ~: ,,,•, :>· -~·. ·>":·::1·· 
una temperatura <n'o mayor cÍe '(fo cgrai:io's -centígrados. ,··· ' ' 

·- •• :'. ·, ".°.J-'. • ,.,. ': -~'.' 

más ·sin ~~~~~Jt!JJ'.r~~~~6~tnJtta ~aª;!t:=¡::·· ::::i:u::0:e:::~::a::: 
cosas.(106).··~l ~~ó ~e'.~~á~~ d~ Trarisfe~encia todavía se encuen-

. '. ··:.~· 
tra en eta_12a experi,;.entai (121). 
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5.0.- PARTE EXPERIMENTAL 
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s.1.0.- JUSTIFICACION. 

Las Leishmaniasis son un grupo de .entidades cl1nicas 

causadas por diferentes especies y subespecie·s de p~x-ásitos 

pertenecientes al género 1eishm2nia. 

En · 1a actualidad se considera :un.' prob.lem~ de salud 

pública .Y la organización Mundial dí.,j.;':salud '1a incluye den

tro. de las 6 enfermedades tropica.les::de.~"mayor importancia. son 

zoono~fade·· distribución ·coslllo~~h~~,:.;~g~ :~xcepción de Austra-

lby qu7aiectan a 12;000,ooo{d~iri~i~i<itios;•Pe~tenecientes a 

80 paÚie~ de .lo~' cuaies enfi~m..~~·:,:a~;;;::año alrededor de 400,000 

; !'ol"l~~ ~n ii0:;.9.:;°,~::iii'á~.':'.d~35ó;óoó;o6~::{r1~re~en~ál"ldose año con 

año el ·~ú~e~;/d~\ei!~c:f~dº~' . · , · :J. · 'I > ... . . 

.. ,::::•" o:t~:~;tt}~f ~~Jt~~~{~j;f :j~J~~¿;:.:1::::::::·. 
::::::e·::····~j~;~:fr:?:~ritt~:~i~S~ll1tft2t·.·:~:i~~~;lf~.~~:ª:~· 

'·. , ¡ ·'.'. '• ·.: ·' .. '; : .. ~. ·::;· .: ";·':t;}_ -.,~; ".-~'- .:::iJ:.'~~":. ?t ,.-~~: -~-· :\'. ~>~·ó,,,-? ;~, - . ":.:·~'.· .. --:~. :>?:.~--~ ' -';:· ."\\". . 
En paises• que cue~tan con . un pr~.grama de controFcomo .· Guatemala 

y .costa Rica··~·~ ;~~fi;r~·5·u;i, i~~¡cie~d'.t~ a'h~~i ~.(:~(oo~; ~~¡6,;·. 
·· ;.: ~.;~~~· ct~;.i'~<:f;~~Jé·ria;< ~º~ '. ~d~·, ~~: \_ ~~9As~~)~ en; Mé . 

xico,. la .. ·· Le{;~~~i~~i'¡¡ ~¡~~~~~:·~.¡;~¡~¿, '..;~~sicté~~cl~;;~oÜicii una:~~ 

e
fmerbmaredg. ªº. ·d···.'·.····tf·.ªr:.· .. rª·.·· ... b~···ª:.>J .• ~º·:.ds···.·.:e.:·.·.·.·.; .• ·r.e.:,'..•·e•~ .• :c~~1:es.n~·t·:e~mm. pe.ºn·.· ·.rtte•. ª~~iª. ell : fü.~dYpab1H~·. •· ~i~ .. 

;e~iiza~o;'~_;,,e·l. d~p~~ta~ento · 
de Pai:asit6i69ra':<l~{ INriRE de la seéret¡¡r1a de''isáiúcÍ; :~e obser

va un marcado inci'eméntci en su distribu~ión' ge~g~á'fica y en la · 

prevalencia de Leishnianiasis ~utánea localizad'~' (LC~)'. Asi ·mis 



mo, se ha incrementado los casos de Leishmaniasis mucocutánea 

y visceral.· -- . . 

El impacto econ6mlco. · qu_e tiene . este padecimiento se 

refleja e~'1a;; dif¡b¿Ú~dlas para•· la ~~~-1iz~~iÓ~ d~~<:Í~ividades 
. agropecua~iás o .en• ia ,in~r0Íiu661cii~'.~e •. :~.;~~1~~·ó~ iriáustriales en 

·., ' : : . '.. .-,· > .. '', :·: ... ~:· 'Í/::: '.._-{:(::.-·:;··. :·-'.<·:. /--~·:-~ ';:~·,:3_. ,<.< ':>:·~ '!· -:·_;,_:'~} '.- ·,~:.~- >~::t:>:~~-- ~-~/::.~<:·~'.,~ \;-;_'.\(~:· -- '· . 
zonas consideradas endémicas,; constituyendo u":aJ.i~i=aci611 impor-

tante· en.· el'~ ,di.~ar~·6110·~~6.~·~ é'ci\~~5.i~f:~(~Ji~~-~~it~·~.,~~·<a.cle .·alejar·. 
a los ·Visitantes'de :las·. áreas:.'turisticas'.en'C:1avádas·;·0n·•zonas'· en -

:~;::t·~t1ÍJ1:'.~sj~~J~A~f ij~f~i/~~1~J~~~~;f¡#:/:: 
co~echas que /aunq~e, muchas, veces son• de 'autoi:o":~umo: y su. merma 

"º .,.;'-;;U,~~€~~tJ.~i;~~J~:Át;·zy~~~~~~1ii~~¡";i:t 
sOnda ·., especie7especific~: qu~·f~Ciúte•y;iigÚice;e1':.•.diagn6stico 

de leish~~~ia ;.ia'~i;~~~·i·~i~~:~~t~~~~~'~.~.s~~.:~;t~~~~f:~J;le~· vec~or 
que es PBR322'. en' el':~i'Ja1.median~e.:1a''érin~~·/DAA i .. ~ula ~~~liz~ 

::r;;:g:::t:;,::1~tf 3i\~~~Jif Jl~f ~~Í~~i!~~~l~~j~;,,tf~~i~{i:ri::: .•... ·.· 
al vector po~. ei ~ét~.~~-d{ ~;¡;g~¡~~~~ -¡,E·.~~.·'oc:.~0;·~1~~'..·.ªH' .• ~B''.;,1,s0,~t1•J_,up:•ia~-riaª:,:·s.· .• ~·q·\su: ee}án · · 

multiplicadas en i~.~ep~_bact~r~~/ia~e' . - .··· se 

determine la 's~~uen6ia:; d.<a.·· i-;. ·~u~~~ ~l.6~~ y ccirnJ?arari'a con i ... s • · 

cepa~. d~ I.eism~nÚ.· ~~~b~¡~~s. ··• ••••·) ( 
·.";'·,_ 



S.l..- OBJETIVOS 

S.1.2- PARTICULARES 

A).- OBTENCION Y CRECIMIENTO DE PARASITOS DE DIFEREN~ 
' . . 

TES PACIENTES CON .. l!EIS!!MANIA . l<: ·' M~XIQA!iA .EN ·MEDIOS• DE ·.CULTIVO 

•••Ómoo:;, _ , 6~~,¡~~ i '"'~"'" ,/~;~'iL;,,; ·. f ;¡ '. kONA 

DE LEISHMANIA\ i:-:c·~.~~X,ICÁNA;tA;u\ :·~ ) DET~RMf.N:~,C~~N•\ ~~ '.'·~:DEN·?·'.~~AD 
Y CONcENTRAci,~~;'.:.'.?.f . . !•,·' / •. · '\·.¡:",'"" "''·''., ..... : .. }': ......... ·· :,..... >•";,·e.·>:•. . 

. '' ' ,D. E .. L.··." "P".LA•;-é,·s·: M·I·D···o· .··• .... : ...• ·P·/B:'"R>.·3{2:"'2;''.: •. r.vM(~E:::D, '.:I:A_;''NTE'··LA· ·· .. · .... ~.cf~,7' .. [J}~~x.!~A.c7l?,~. . 
TRANSFORMACroN·· DE ·.ttE. :·.' cciLJ>"·.~~~Á< ~~'.{ 0-1 :.:~~~·i~.iJ/~:·~~~¿:~6(~:¿;~~··.:~~riiü: ~ 
.FicACION y,"DÍ~¿~;f~·~o;-~;;~ Ú;~NZ:~'J;;,~~\.< ;'";;¡;; ./: !;. ''.i:"· . 

.. · ; ,:·rih~·:} 'cLÓN~~I~N')ri;~[;J~c!;~~;~~ió22\~6~·;{~~:;~~; -~·~ MI~ 
·. NicIRcuLos DE~ ~6~A:; ~~' BiisiiMANIA:;, ¡,; cl~xiQ~HA P6~ ·~~-- , 
TAI¡~NG.:... · .... _,.,, '.<<,:·';'.c.;: .. ~:.:':/•''· ···,·.·. - . . .\::; 

. - _.,._··· 

:.:t.: .~ .... : ... ?:;.:~.-::,· ; ~' ... -; . ·. 
···; ... 

. ·.Al,'.-::·:· .. c:º~~TRiiccr.ºN DE. .t.íNA ~?.ND'A ESPECIE "'· ESPE_CIFICA .. 

uTILizANDo iN'sERTcis oE MÍNrcilRcui.ós DE kDNÁ oE ·I<Eisl.l.t1At.i1 Á ¡;; ME -
... -:.···· 

XIQAtl.A' EN EL .VECTOR' PBRÚ2 .·:.· 
' r· -' ., . .,, '·, ~ ~-:.~ 

, Bl:.C> UTILIZACrON J:li: LA SONDA ESPECIE-ESPECIFICA PARA 
~ . . .·. . .. .· . 

. UNA POSIBLE DIF.ÉRENCÚCION ENTRE:.LA. LElSJ:l.MANlA ¡,. MEXIQA!:l.A Y, 

OTRAS . ESPECIES, . 
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6.0.- METODO Y TECNICAS PARA LA ADAPTACION Y CRECIMIEN 

TO DE LOS PARASITOS DE LEISHMANIA L. MEXICANA. 

6.1.- DESCRIPCION DEL METODO. 

Con la finalidad de mejorar la adaptaci6n y cantidad de 

lo.s parásitos de I.oeishmania ¡;,. me.i¡_i_gana fue conveniente la compa-· 

raci6n ·.del· comportamiento de los parásit'?s en el. m_edio BEHi .Y el.: 

medio BPMI enriquecido como medio de mantenimiento, '.est~ mot.i.va.:.. - ;;. 

do.· por.~· ~a .. cantidad de. par&si tos cosechados. deSPu.éf(~d~;i~~~ .. -S_c;>ri ~ p~~- ·' 
-···.;,. ···. - !·.-·;,· :::'·~· ."' ~ .·..;:. ·:. .¡ •• 

sado~ ·d~i :Jliedi;,_ de SENEKJIE al medi6 de 'RPMI; .· .. ¿. · ;\ •:; .• i.·.·· 
.~ ·> . . . ....... ; .. , ::. ; . ,: ... . 

:.:1:1r:t~i~Éi'~:~~~#~t:~~í}f ¡I~if ~l~il~~::: 
B) ; - Facill ta el:, trabajo ya :que\los :cii;nibios sufridos por 

._, -· :_-; · r .. -.·.),}:_/:_.·.: ~-'.:·:'<>:.:::::.:;_;> :-.::1,·.·/:~: .. :·:;,-:,~·,,..: .. :t--?<. ;· :(_ .. ~:·~\ -~:!~:-"<·--::.1: ·,~?0,J~~-:~~~<~_:r;'<:.\>'·.'~.--.~:.·_, ... ._ .. 
el. medi~. RPMI : ~nriquei;:ido en cu"anto á·su coloraci6n'.q\l~' E!S_-una · 

:::~::n~;i:~~;;~~~[i{:~i!~f ~?~~~~f~il~lt~~fi~:: 
do -el· inocú_lo ehmeí:lio'.de.";cultivOi,v~:i::~:de ur·'color:dúráznci a un 

color r6j11:6/:/;úT\~;,;~z'q~.; ~i .·¿~ehiri;i.~~ib •. ¡~'';¡¡,~~d~nte ~l··~~~io. 
vira·· a --u· ·n·~- .. :_-c/:0°'.1.·o·:··r __ : ;-.':c.· a:¿f~.e·~:·:.'>: -'; .. < ·-:< ·: · :_· __ ',~.·_-:. ·:) <·: : ... "_ -. ,_ .. · · ... _ :'.-.·;. 

:'.!;·: .. -. -·" .~ '. - ·--· .. : :-.--:·;1 :;-::. .. 1> 

• u~~ ~ .. ¿~~~i~nci~ / l~'s Pc~~.á~ i~px J·;· ~·;:~'ie~~~2:d ~;;. {~ f ~se.· .• 

· 1ogaritmica /('~}k~NA• í:l~ •_lo~' minicirculo~:·es~ e,cti::_;fao·~~~.ia tÍ.cni. · 
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CUADRO NO. 4 

DIAGRAMA DE FLUJO PARA LEISHMANIA 

' PURÚ'ICACION 'y CUANTIFICACION ' 
DE MINICIRCULos::DE:KDNA > ' •, 
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ti6n fué realizada por una eléctrof oresis en un gel de agarosa 

al l.O % 

Para la realización del trabajo se eligieron 2 cepas de 

parásitos de las 8 que fueron probadas, esta fuer6n derninadas co

rno MC (MARICRUZ), que produce Leishmaniasis cutánea localizada 

y con la cepa GS (GUSTAVO SOLIS), que produce Leishmaniasis cutá

nea diseminada ambas fueron cepas obtenidas de pacientes con ma

nifestaciones cl1nicas en el Instituto da Diagnóstico y Referan -

cia Epidemiológica ( INDRE ), 

6.1.1.- REACTIVOS y Hl!'.l,'.ERIAl!ES. 

1) .- Bacto Beef 

2) .- Bacto Peptona 

3) .- Bacto Agar 

4) .- Sangre Completa 

5) .- Buffer lOX Eco Rl 

6) .- Bicarbonato·de Sodio 1 M 

7) .- Cloruro de Sodio.lM 

8 l . .; di(;~ú;~ '~~ :'.caí6it> · 1 • M. · 

.· 9) • - · ~i6i~~~·'J~··~6t~.h~ .1 M 

10),.; ~~~~ 2~'k:t 
11) •'." .~·~~;i~~·i¡j~a i,/ 

... ,:, .. 
· .. ~2r.·:-: GiU~os~ r · . ..:...~ 

13) .- ~g1 .. ~:¡c~§;;· ;s1J;hidrico). .· 

14) ...... N;.ci.1·N'.'.cclorurcl de .sodiO) 
~.1~· ... ,~ '. . " -J i. .:· ; '' 

15) ;- Proteinása: :K • ;:/ •· 

16) ,.:. ssc.1x (so1Uci6n ·sálina de carbonatos) 
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17) .-. sos 1% 

18).- Spermidina 

19).- Tris-HCL o.s M, pH a.o 

20).- TE lX 

21) .- Microcentrifuga 

22).- Matraz Erlemeyer de 0,5 y l.O.lts 

23) • - M_embranas Millipor de o. 22; o; 45. Micras y Equipo 

de Filtraci6n Millipor .'· 

24) .- Probeta de Vidrio de so;~. iOÓ··y soo ml 

2s). - Pipetas graduadas de ·_1,''.'tJY:~~ in1 

26).- Retapas-d~ AluminÍ.~:Y}~~G~~g~Í~ciÓr~" 
21> .-_-Tapones. a~~-iri~?';('.}:;.·?~ ". __ ·:'.~:: .. (.'. ·· .. :< 
28) .• :" Balanza'p~PJ:~~ici6~;sárt()riusy:Balan~aGranataria 
2 9 r. - ~º~~ú:¡~\~~:]~1i~·ú;,~ 1'd~~·~~~:á~i~~ ~:d~\ so'. Y, lori. ·_ . m1 

:ior_: ~-- 5a~€íias:~~;;v;i~f,I.;'Esie~ii~s de !ni · 

31)::... Jeringas/ d~: l/f s;. y ío ~l. 
32) .-__congeiadór;Íiev;,ó 

A) . - Prepa7ar · 1a soluCi6n de LOCKE .. de ácuerdo. al-_ anexo 

nümero-12. 

B) . - Preparar d medio de 

nümero 12 •. '. 

C) . - Preparar el _medio R~l-!I-1640 y RPMI enriquecido de 

acuerdo al anexo nCírnero 12'. 
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A).- Se realiza primero una impronta del area afectada 

en ·el paciente_, esta impronta _puede ser con el liquido extraido 

de la .lesión con .una jeringa· o en forma directa de biopsias de 

de p_iel de la. J;l~rida, la muestra es tei'iida con ~y observa

das al · nÍicros~opiÓ . en doride se buscan células histocitiarias 

grande~ ~~n: :í~I~~;.'~J:;ia.;. incluidas. 

··· iB); ,..'liara _;¡aC:iÚtar sti multiplicación de los parásitos 
,: .... 

se i.noÓular6n:ratones'e,:eP.!1 'L.M; 15 , . en el colchoncillo de ias 

P~ta~.- '-.d~~ª.-.n.· .. ·,t:0:·a:s> · ' .·.,. - ;::-;:- ;, ~-

·'. . C) ~;;_.;'~~\~e; i~do':de.)-~~~llaci6~ _del parásito en. el. rat6n 

es de 4 ;.:6\.:mesés•liasta':e1:nioníeiito de presentarse las Úsiones 
'« ~-:· .. ¡ )y • ,_, , • ,;":::.,· 

en. los. rátC>n~s}:i~fe,i~~-~º~.f •: '· .. / 

.• o) ·'."',,é:ari!ii'rnada:'.:ia . existencia de los parásitos en las 

lesiones med.i.'ant'e''ér.ailiiúsis m"icr6scopico, los ratones son sa -

c~Úi~adi~ ~ ~i··~~~'.;,~~~an lás patas las cuales son tratadas de 

~cu~rdb ~: i~ ~éci~i~~: d~: e~tra~ci6n de Lieshmanias (anexo no. 4) • 
,~V\: '.- .f.\ ·., . •v - ··:":'.; ,-:. -:. • 

~ués el ~:Jli:-:;:~jJJ~fj{:~i::d:oe:;e::~ t;:; :: :::::;:Ed:: :::m~ 
~º e1~iu~i'.~~_Ja~IaiJd:~~~·~ncÜendo de ra especie.de··que ~e-.. ~~at~· 
como se: ob'serva ~n ';~á) i i.9u'ra .. ,9; en este momento el "c:i::~_~i~i~~t~ 

-,;· ·".;·· /é· .-.;... ' _)'.' .- ... -;:;..- , ... 

es noto:r;-'io er(el rnedi.?.'cÍe cultivo'. :.· > . ;_•:> . .. . .. . · .. ·.··.·.'···,··· ·:·· 
<·" . >"'· ~/- '>·Y ",~--' , ' . 

. :-.. F) .7, Üna;vez'.(iue~ eÚpará~if_o _sé encu,ent;~.<«'.il·~¡,¡, ca.nÚ:..:~ 

dad sufi~i~Tl~e-~~~~~t~~i~'~éi~ po~• 1a:~61~i~6f6~ d:éitmlidi.C> dé cre,,

cimien~~,· ( ~~~é ); sin 'sér necesa.rio un e~~~~~ :0~~¡;,~~:d~l -pa~á '.; 
sito; se prbéede a la .extracCi6n del k6NA. y :-a tra~";,_:áo de iá Ína-
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nera conveniente para la obtenci6n de los minic1rculos, en este 

momento tambien se realiza un pase a un medio de cultivo nuevo 

de RPMI Enriquecido para mantener los parásitos en crecimiento 

o bien como reserva para necesidades posteriores. 

G). - Los pases de los p..t.rásitos a un medio de manteni -

miento nuevo RPMI Enriquecido), deberán hacerse en un perio

do maximo de 6 d1as o bien si es antes al momento de que se for

men rosetas que son acumules de parásitos originadas por la mis

ma cantidad de .. parásitos o por el agotamiento paulatino de los 

nütrientes. 

·6•1.4.- OBTENCION DEL KDNA DE LOS PARASITOS DE LEISH 

Ml\NIA L. MEXICANA. 

Una vez que los parasitos han sido crecidos hasta satu

raci6n en los.medios adecuados para parásitos, estos colectados 

en tubo.s .· P.ara centrifuga de 50 ml son centrifugados para la ex

extracci6n: del kDNA de acuerdo a la técnica de purificaci6n de 

mini6i;~ui'os (ver anexo no. 4). 

Al "inidi~. del proyecto se extrajo el kDNA de todas las 
,' . -_ ·-.:, ",_ f,"- ,._ .. , 

muestras parásitar:Í:as .. 'con·que se contaba pero para nosotros solo 

elegimos un ~a~O ~~;'¡,'~~~ ~anÚestaci6n cl1nica y fuer6n 
... ··, .. ,, .. , ·.,"' 

GS y MC 

posterior a l~ _e~t~a6,6i~ri de los kDNA' s se corrio un gel de aga

rosa al l. 2 % en.el' cualjestar1": 'incluidos dos Marcadores de peso 

Moléculare de difei,~;.;t..; ~~rlgo de pesos con el fin de identificar 

bandas de pesos mo1éC:uiaréEI desde'.3oo:pb hasta 23.130 kb (kiloba-
·' . 1;: . 

ses). Esto con el fin d;,; P,bd"'r id~~1:iÚcar cada una de las bandas 

obtenidas en la. digesti6f; C:6n l~ Enzima Dra I según la técnica 
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de purificación de minic1rculos, contando con la cantidad adecua

da de los minic1rculos elegidos ya purificados en base a la téc

nica de precipitación de DNA (ver anexo no. 6). 

se ha considerado que la cantidad adecuada de kDNA de 

Leishmania en la realización del proyecto deber6 de ser como mi

nimo l mcg (microgramo), en caso de no contar con dicha cantidad 

sera conveniente realizar las extracciones necesarias de kDNA, 

esto con el fin de que una vez de que se arranque con el tren 

de trabajo del protocolo deligaci6n y cuantificación de la clona 

no tenga que ser suspendida por falta de miii':Í.c1rculos o por fal
ta del vector. PBR322 dig~rido • .'' 
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CUADRO NO. 5 

DIAGRAMA.DE.FLUJO PARA EL.PLASMIDO PBR322 
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7. O. - METODO Y TECNICAS PARA LA ADAPTACION Y CRECIMIENTO 

DE LA CEPA BACTERIANA E. COLI HB 101 Y REPLICACION 

DEL PLASMIDO PBR322. 

7.1.- PESCRIPCION DEL METODO. 

Se probar6n dos cepas de E. Coli, una de ellas provenien 

te del cepario del INDRE ( HBlOl ) y la otra proveniente del de -

partamento de Bioquimica de la Escuele de Ciencias Biologicas del 

IPN, ( HBlOl* ) , con el único fin de constatar por caracteristicas 

morfologicas y su crecimiento en Medio Agar Luria (LB), y se 

trataba 'de h, cepa,bacteriana requerida para llebar acabo la re -

plicaci6n,del plásmido,PBR322. 

,Ami,~'s, cepás bacterianas HBlOl y HB101* ) , fuer6n creci 

das 'inicialmente en medio luria liquido sin antibiotico y poste,

:rior~ente:se realizó un pase a medio luria aqar en plac_a sin anti 

biotic6 y se incubar6n a 37 grados crmÚgrados _p~r 2/'11)r~s en 

una estufa a temperatura contrC>\a~~-- , _ .';:. _. ,·: ,. ' ";-' ,,\ ;-i> 
Se 'hiz6 necesariocornpár'a~.,"el'co~portaniierit~de'la~-:dos,' 

::·:;.:: ;;"':~:t~;;;i:j,~¡~~~~i\~~i~1i~i~~!!f íf ¡~¡~}';;t: 
se contaba con la cepa :•,:HBlOl;'y l0s'.res~1.~~.d6s:, obteni~os'"a,':partir 

de esta cep~,: 'nos'hacÍ..~nd~d~~;d~ ]'~.;~~i~'ciid.~a'éil{i;;,¡:~isn;o~ re~,-
·:;.·.·.;·· •. !-",'·· .'.··~ •; '.c'·>'.~.:i.:;:,:.·:_: ·.<·+:· .·.-~···'·' 

sultados. -:-, _, :-,,:,," "'-:,,,''-, ',''.:, ·-:, ,':,:,: ,. " , "· ¡•-:," ,;'"'" '.",:'_,' ";'- ',:,',- ""-,," - ,' 
.. :~·;" • • L ' • f:': ; ¡ 

y HB101. ,F,U::7ciZ:éz:t~"i3º¿tz1~::1;{¡j~yff ti~~rr~f · ~}:~º~-, 
bas cepas se guardo taint.f~~ una ITlue':-tr~ en gli~e~~i 'a ~na tempera,, 
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tura de -35 grados (ver anexo 16), con el fin de contar con cul

tivos. lo .más reciente que fuera posible. 

·Para .. la· replicación del pUsmido PBR322 las bacterias 

de E;~~J.i\~~ tii~ierón competentes por 2 técnicas distintas (Ane -

xbs 1 :i/;2r', :pC:,r l~s ~uales se obtuvierón resultados muy similares 

en criall~~/a·:ia cantidad de células transformadas conocida también 

·ce,;,¡~· .'.ef:Í.~ien.cia. de trasformación, siendo por lo tanto confiable 

el usó é:ie.'.cualquiera de estas técnicas, nos inclinamos por el uso 
. : . :: ::,".;: ;::·.~. . . ·.'"' , .·. 

de ia:técniéa .'6 ·debido .a que los reactivos daban buenos resulta -

d~s 's:i ·~~ 'p'i:e~a~ación era no mayor a un mes, en cambio para la 

técrii~~ ;/ i6~ . r~~ctivos tenian que ser preparados máximo un d1a 

arii;,s', ~e)a 'prepá~acióii de• las células competentes. Es recomenda-
• ' .· ·,· , : . .• ' ... ·, ·1· ..• 

bl.;, q~e e'l 'u~ó de las. céhllas competentes sea en forma casi inme-

~i:i.ta .ya qu~ las céÍulas , p•iércien su capacidad de competencia con 
.º •. ,.··.:,: '. 

·forme ·avanzan las 24 horas• in'cÜcadas en la bibliográfia. 

7.1.1.- .RE~CTIVOS Y MATERI&LES. 

1). - caldo Luria 

2).- Agar Luria en Placa 

3) 'e Proteinasa K 

4) .- TE lX 

5) .- .Agua Destilada 

6) .- cloruro de.Calcio CaC12 
' ' . lW. 

7) .- Plas11\idri PBR322 .Ügado con fragm~ntos de kDNA de -

~eish!ÚA~li i; m~~i_gana •• 
a¡ - Tds~Hcl, pH a~o,\ri . 
9) - Tri~_:,H~i::;pH 7 S, lM 
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10) .- Tris-Hcl, pH 6.8, lM 

ll) .- Agitador Magnético 

12). - cronométro 

13) .- Charola de Plástico 

14) .- Espectrof6tometro 

15) .- Hielo 

16). - Matraz Erlemeyer 

17) .- Microscopio 

18). - Micropipetas de 10 mcl, so.mcl1 : 100. mcl y l ml 

19) .- Papel Aluminio :>·<. · :·;, .. ·. '· . :· 
20).- Pipetas Volumétrica~ de l,:.s,:.10.~ 2s ~1>. 
211. - Puntas de Pi€.stico: E:stérÚe's/p~ta)1IC:ropipeta 

22) .- Tubos de Piá·s~Í~o de'~o:,mi p~ra c~ntr1fuga 
23) .- TÓállas de i?ápel 

; ; : . ; .; ... ·. 

24) .-. u1tracentr1fuga· 

7.1.2.~ PREPARACIONES. 

A) . - Preparar el Medio. Luria· 

de acuerdo al anexo .m). Í:!'>· ·· 
B) .- Pre~arar el Medio Lu~iá~~ga~ 6~;·y ~Í.~ antibiotico 

de acuerdo· á1 anexo ncí:.H:;;· ;·'.~;( ::·· :· ·· · •.~• 
e). - Preparar los reactivos ciicl.2·y TrÍ.s~iíé1' 11:J.~~. pH's 

reque~Í.dos de acuerdo' af ~~~X~ ~d\2'}', •. : .. 
··.·.·.·.·.··.·.··.-'_.:::._ i~·-.·.·.·. ·- -'.·: . ..:. :···:; .(.:·.~ ~,:. {_.:: .. ,-..... ;,:.::·.;: .. ·<< ---- ... , .. ·.-·' ,= ·:;;·,:.!' 

-~<·<:F-: ...... ·:·~·.-,,. ... , __ :· .. =i :.-

7, 1. 3 .-. SIEMBR~./;. '- ' .< '·•. ···.· .>: .. • 
. -.-.--, . >-·_{· >-:·· .. : _ _.-.(;,'<·'· .. '.:. 

ii ;- C~n;ider~~~~ qi.ie:i:a Ci?P": de<E: coLi Hs1ói no tiene ... 

resisten~üi '. algun~ '.' l~s º"'"' AntibioÚc~s Seleccfonados. que.·.· son , 
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Ampicilina y Tetraciclina, seleccionados estos debido a que el 

Plismido PBR322 conferirá dicha resistencia, la bacteria fué cre

cida inicialmente en Medio Luria Liquido sin antib1otico. 

B) .- Se realizó una tinci6n Gram con el fin de observar 

las caracter1sticas morfológicas de E,COLI HB101. 

e).- con el fin de comprobar si la bacteria de ~ 

no habia sufrido algún cambio morfológico por los pases consecu

tivos frecuentes, está fué crecida comparativamente en Medio Lu-

ria L1auido· !LB! con antib1otico y sin antibiotico. 

O).- Para .verificar que el crecimiento de la bacteria 

E.Coli HB101. era viable.se realizó un pase a Medio Luria Aqar o

~· cori ·a:nt.ib1otico y sin antib1otico. 

E)._;· D~l ·crecimiento en placa se tomo una muestra del 

crecimient~ bact~dano y se conservo en glicerol a -30 grados pa 

ra nece~idad~~·- futuras. 

7.1.4.- SIEMBRA PE E. COLI HB101, EN MEPIO LURIA LIOUIDO 

(LB) CON ANTIBIOTICO Y.SIN ANTIBIOTICO. 

La bacteria de E.Coli fué crecida en medio luria liquido 

sin antib1otico corriendo a la vez el crecimiento de la bacteria 

en ~edio j~ria liquido con antib1otico como prueba blanco, con 

.el f i~ .d~ .compi:-oba~ l_a resistencia de la. bacteria, de aqui se hi

zó un pase f~i{,bieri a medio l~~ia agar de Í.~ misma manera'. que en 

medi_o.liq~i~o.:~¡\~~b~~do;s~ re~1i~6c~n-~na ~z~ d~ cromo en for 

ma de~sÚi~~º e inc~~ad~s ~.37 ~~acio~ ·.,r¡. uia ~s~;ii~ dé t~~p~rá ~--
tura cont~~l~da p~r un Úempo de 24 'horas'. .· 
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CUADRO.NO. 6 

DIAGRAMA DE FLUJO:PAAA E; COLI 

.VERIFICACION.DELA.CEPA 
ENTRE .. HB101*' (IPN} Y 
HB~01 ¡ (~lfI}fl};J;!' 
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El crecimiento bacteriano fué verificado en forma visual 

al termino del .tiempo de incubación , las cajas. fuerón selladas 

en la p~rif~riac~n,papei ~'araÚna y conservadas en refrigeraci6n 

a 4 grados'.llasta s.1.1 u~o: 
. cabe · tiacier. mansión 9ue los pases bacterianos a placas 

. '• 

de agar ,luria .nuevas se realizarón en un periodo máximo de 5 dias 

7.2.- REPLICACION DEL PLASMIDO PBR322. 

originalmente la primera muestra del Plásmido o Vector 

PBR322 con la cual se iniciar1a la replicación fué obtenida del 

banco de plásmidos del INDRE, la replicación tiene como objeto 

el aumento de ·la cantidad del vector, esta fué relizada en la ce

pa bé:cteriana de E.Coli HBlOl. 

La cepa bacteriana fué crecida primero en Medio Luria -

Liquido sin antib1otico hasta la fase logaritmica siguiendo su 

Densidad Optica hasta 500-600 nanometros (nm)., enseguida la bac

teria se hizó competente por la. técnica ·de células· competentes 

(ver anexo no.1), y transformada también en fo.rma .inmediata a la 

competencia (ver anexo no.2), finalmente:.·la .. bacteria fué plaquea-

da en luria agar con antib1otico y sin .~ntiiJ1~~ico. ~st~ QlÚmri 

como como prueba blanco, la bacteria,~~~é: i~c'..ll~'!cl~ .~· 3~~ gr~~~s en 

una estufa de tempera tura centro lad~ 'po!C tif::r~!Et~'f~~o;;:~~ 24,J;~r.as 
al termino de las cuales se realizó·.:un'.examen·'visuai:··,:·.•· ,;< 

' ' =:: ·. -: '' ~ '; -. <' ._ .. ·, :. ;;,: • >," _. ·~ ·.~, ;- . 

La comparación. del. crecimiento. bacteriafi~ 'erl'.ambas .·pla ··-
·.. ~/' ·. : \ <·· ':-;': \ ·>>· .. :/-~·- '.·. ;•, / :: ···._/.'~ ... ::~-\'{;:_~>:.•::.>:_:·.:.::, ... _\_~.~-,· .. ¡.,;:>· :\. ·:: : 
luda con ampiciliriay sin arítibioÚé:::o es'c:onel.fin cas.de. agar 

de comprob~r si en reaÚdad ..•. h;¡bo'trarlSf~r\nacl6ri; .;.,ic'recÍmientO 
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deberá ser afirmativo en ambas placas esto debido a que la bacte

ria a incorporado a su DNA el Plásmido PBR322 el cual le ha con -

ferido resistencia a la ampicilina. 

Después de verificar el crecimiento bacteriano de E.Coli 

en luria agar con ampicilina (provocado por la incorporación del 

plásmido PBR322 al DNA bacteriano), se procede a hacer de esa 

placa un crecimento de E,Coli HBlOl en gran escala en luria 11-

quido con ampicilina siguiendo el crecimiento bacteriano en forma 

óptica hasta una saturación con el fin de tener la mayor cantidad 

de bacterias posibles para una mayor cocecha del plásmido J?BR322. 

Es de importancia la consideración de la elección de la-

1\Jnpicilina corno el antibiotico que nos servira de guia para la 

determinación de si la bacteria ha sido en realidad transformada 

ya que presisamente una vez teniendo l~ cantidad adecuada del 

Plásmido o Vector PBR322, el gen que"códifica para la resistencia 

a la Ampicilina que tiene un tamafio.de 900 pb (pares da basas), 

será restringuido o digerido con la enzima ora I ·la cual tiene 

tres sitios de restricción sobre el plásmido localizados en las 

siguientes posiciones; 3232 pb, 3251 pb,. ·3943. ¡lb, que como se ob

serva en la estrategia 1 , casi todo el». gep de resistencia .a la 

ampicilina ( Apr ) desaparece, en cuyo.;lhgar;: serán: ligados los 

fragmentos de kDNA de los parásitos de I..,;is!l~i~.ia J,:/me~i.9ana por 

el ~étodo de Tailing. 
'.·;o: .. -: ,,,;_;-- . ._·,:;.'." 

. - .:,,<.'-·:.:··.:. -~;}.7:-, -·' .• .: .. •· _. :· .. :·-:..~;' 
- ... •.-:,.; -·-/ I', 

Posterior a la cocecha ci~i .vE!:::toi.:'.:i?5R:ii2'·cóJ1 el Ún dé: 
~,·,>·· 

det~r.rninar si la cantidad es la su~i~~f nte paril, irli.éiar ~i ~royE!~ 
to sE! procede a la realizaci6~.de:h.9~i~ci~;ag~~.~~á'ái'l.%·~~; con-' 

centraci6n' . en. este gel .... sE! co'i-rerá ~ l'ª'raÍelamE!nte dÓ·~··mar~ad~r'es 

71 



de Pesos Moleculares, una muestra del plásmido perfectamente iden 

tificado que servirá como referencia, será incluido tambien en 

este gel una curva de concentraci6n con cantidades de DNA bien 

determinadas en un valor de concentraci6n m1nimo de 100 ng (nano

gramos) hasta un máximo de 500 ng por microlitro (mcl). 

Este gel de agarosa nos servira tanto para la identifi

caci6n del plásmido, para determinar la concentraci6n asi como 

para la determinaci6n de la pureza del mismo plásmido. 

7.2.1,;,. SELECCION DE LA ENZIMA DE DIGESTION • 

. Fué seleccionada la Enzima ora I como la encargada de 

digerir el piásmido PBR322, esta enzima ofrece la opci6n de poder 

romper' ei plásmido en dos o más fragmentos pudiendose insertar -

en ·es{~ espaci:6.·:~n nuevo fragmento de DNA proveniente del cineto

plasto dé·i6~·pá.rasitos deiieishmJ!.nia ¡. me~igana. ,· . ' -.. :>. ·.,__ '.··:>::. . . ' 
A diferencia de otras enzimas que podrian romper al plás 

mido e~ vári,~s :fragrn~'ntos' qu~'no' nos serviri~n para cumplir nues-, -.J_,_._ -··· ;· ... ,_- ,, .•... -

tro objetiv6 .;:¡;{~~'~u~.,.'~J:o'~rÍ.ginarian una separaci6n d~lplá.s.; 
• • • ' •• ,_ -~: .' ... > ' - ._,.,,. • '. ' ' --- '.- •• _ • .,.,' -. • • • • •• • • 

mid'o s:in lib.;;~~'ri'ingún',iragmentó, que de igual manera no nos 

i-ia úÚl.. . . . . ~>· •. \'.J .. ·: .,·;.: ;::· 
.:;: .. ·: ... . ·- -': :.:.·· ), :":_:: .l:' ... . ",'~· . ' - _- •. ., 

Es bien Ci~rtó éjúe dé.'1a digesti6p del PÍAs~idÓ PIÍR:i22 ;_ 

:::i~~:H::}~Ztit1f li{~I:}:z:.~~~~t~1r~;t:&t~1 
la estráteg1a"nó. 2 ¡ pet;o Ún'~i~~rite d~spllé~'.;~~ ~·~a p\lriÜca~Úm 
por presÍ:pÚ~ci~n co~ ~tano~ (~er anexo no'; ~)'del plás~idodige-
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. . 

rido seguido de un corrimiento electroforetico del mismo plásmido 

en gel de agaroasa al l % , en donde se eligira el fragmento del 

plasmido de alrededor de 3400 pb que nos servira como vector de 

clonación, una vez elegido el fragmento sera tratado de acuerdo 

a la técnica de extracciones con fenol (ver anexo no. 6) • Como re

sultado final de esta extracción se tendra solo el fragmento se -

leccionado (3400 pb), que nuevamente será analizado en otro gel 

agarosa al 1 % solo como comprobación de que realmente se cuenta 

con el fragmento del plásmido PBR322 adecuado comparando siempre 

todos los corrimientos eléctroforeticos contra un estandar y un 

marcador de pesos moléculares también conocido e identificado. 

Una vez teniendo al fragmento del plásmido purificado, -

cuantificado e identificado perfectamente y contando ya con los 

fragmentos de kDNA de ~eishmsnia l· mexi~ana procederemos a la 

ligación del vector y los fragmentos de kDNA por el método de Li

gación Tailinq • 
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B.O.- RESULTADOS Y ANALISIS. 
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ESTRATEGIA DE RESTRICCION 

1 

Ora 1 + KDNA 

Posibles sitios dé restricción en el plásmido PBR322 
sobre los cuales puede actuar la enzima DRA I con la 
finalidad de insertar minicírculos de.~e1shm~n1a. 
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ESTRATEGIA DE RESTRICCION 

.·ora J 
37'C/1611rs~ 

3200 pb 

2 

-----680pb 
--5:30pb 

.-:350pb e·; ¿ 

: . . 

Posibles clonas forJlladas con el plásmido PBR322 digerí • 
dos con la enzima DRA. I· y los minic!rculoa· de.-1:!,e!Bbm!.ni.~ 
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8.1.1, SELECCION DE LA CEPA DE E.COLI HB101. 

CRECIHIENTO EN MEDIO LURIA LIQUIDO Y AGAR CON 
ANTIBIOTICO Y SIN ANTIBIOTICO 

TABLA N0.1 

MEDIO LB S/AMP LB C/AMP LA S/AMP LA C/AMP· 

HB101* 4+ 

HBlOl 3+ 

- 4+ 

- 3+ 

4+ = VALOR MAX. CRECIMIENTO 
- = NO HAY CRECIMIENTO 

-
-

CRECIMIENTO DE LA BACTERIA EN LURIA AGAR SIN 
AMPICII.INA, 

TABLA N0.2 

OBSERVACIONES HBlOl* 

FORMAN FILAMENTOS 

FORMAN AGREGADOS 

HBlOl 

COLONIAS DE COLOR 
BLANCO, PEQUEÑAS 
DE ASPECTO 
CREMOSO, 

4+ 

BASTONES GRAM 
NEGATIVOS, SI 
FORMA HIFAS 

FORMAN FILAMENTOS 

FORMAN AGREGADOS 
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CRECIMIENTO DE LA BACTERIA HB101 EN MEDIO LURIA LIQUIDO 
CON ESTREPTOMOCINA 

TABLA NO, 3 

CEPA CRECIMIENTO CARACTERISTICAS 

FORMA AGREGADOS CRE 
HBlOl* 4+ MOSOS QUE SE DISGRE 

GAN FACILMENTE CON-
AGITACION GENTIL. 

FORMA AGREGADOS CRE 
HBlOl 4+ MOSOS QUE SE DISGRE 

GAN FUERTE AGITA -
CION. 

DIFERENCIACION DE LA CEPA BACTERIANA POR TRANSFORMACION 
CON EL PLASMIDO PBR322. 

TABLA NO, 4 

ECIMIENTO 

HBlOl* 4+ 

HBlOl 4+ 

CARACTERISTICAS 

COLONIAS PEQUEílAS 
CONCAVAS, COLOR -
AMARILLO AL CEN -
TRO CON ORILLAS -
TRANSLUCIDAS Y -
BORDES RUGOSOS. 

COLONIAS PEQUEílAS 
CONCAVAS DE COLOR 
AMARILLO CON BOR
DES CIRCULARES. 

1.15 X 10'( 

!. 
4. 04 X 10.'· 
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a.1.2.- ANALISIS. 
ESTA TESIS 

~ALIR Dt LA 
NO VEBE 
61lllWTEGA 

Después del primer intento de transformar la bacteria· 

E.Coli HB10l con el Plásmido PBR322, el cual fué fallido, no te

niendo ninguna bacteria crecida en el Medio Luria Liquido con Am

picilina como antibiótico; Sabiendo que la cepa de E.Coli es un 

ex~elente hospedador para PBR322, se hacia necesaria la compara

ción de la cepa baceeriana con la cual se contaba y sabiendo ade

más que la 0.ltima vez que se hacia un reconocimiento de la cepa 

tenia cuando menos tres meses que no se realizaba, pero sin embar-

go la bacteria si se resembraba o se hacian pases a otros cajas 

de Luria Agar sin Ampicilina. 

Tanto la cepa de E.coli y el Plásmido PBR322 hablan sido 

proporcionados por el INDRE (Instituto Nacional de Diagnóstico -

y Referencia Epidemiologica). Considerando los resultados de la 

transformación se pidió una nueva cepa de E.Coli HBlOl asi como 

del Plásrnido PBR322 al departamento de Bioquirnica de la Escuela

Nacional de Ciencias Biológicas del IPN, de esta manera fue posi

·ble· la verificación de la cepa de E.Coli y del Plásrnido PBR322-

co.n.los que.se contaba. Las Cepas se identificarón de la siguien

t.e manera la cepa del INDRE fué reconocida corno HB101 y la cepa 

donada por el IPN fué identiCicada como HBlOl•. 

Corno muestran los resultados en la tabla no.l el creci-

miento de las dos cepas bacterianas son iguales en los mismos me 

dios de cultivo, en la tabla no.2 haciendo una comparación de 

las caracter1sticas de las colonias, de la tinción Gram, asi co

rno de su crecimiento a diferentes.temperaturas tampoco nos da la 
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suficiente información para poder concluir si la cepa HBlOl ha -

b1a sufrido alguna posible mutación o cambio en su membrana que

le impidiera su transformación con PBR322 o bien quiza el proble 

ma era algün cambio sufrido en el Plásmido PBR322, 

un nuevo intento para la determinar la cap·acidad de tra

naformación de la cepa HBlOl, fué el crecim'iento de ambas cepas -

en Luria Liquido con estreptomicina a una concentración de 10 mg

por ml; La tabla no. 3 refleja que aparentemente no hay diferencia 

alguna entre las dos cepas y que quizá se cometió algün error en

el desarrollo de la primera transformación. 

Consideramos que la prueba que nos dar1a mayor informa -

ción para decidir la selección de la cepa a usar entre HBlOl y - · 

la cepa HBlOl* seria la transformación de ambas cepas con .el· Plás"· · 

mido PBR322 proporcionado por el INDRE, de cierto modo ei :i?16sini 

do determinara si el problema radica en las bacte:dá'.'l ~·E!s...-C::Ü~s· -

tión del Plásmido (hasta este momento el Plásmido donado por el 

IPN no ha sido utilizado). De esta manera ai"rea1Úaj.{~· transfor 

prueba deÚni.1:iv~ .iá. eÚC::i.éncia de transtoi!n\~ción esta es mayor -
. ·.,,·"'. . . ."..''.f;· 

· esta en HBlOl* 1 • se cteC::Í.diÓ:;'la elecCiÓn'de·:·1~ :C::epa HBlOl* donada-
. . _•_. . · ... ' >·· '' ·.· · ... -···· "'>· ,·:,. ... , ... ·-·.:•' . - ' 

por el IPN y eLPÚsmido.¡>BR322 proporcionado por el INDRE. 
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III.3 REPLICACION Y EXTRACCION DEL PLASMIDO PBR322. 

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE PBR322 EN AGAROSA 
NORMAL AL o.e % • 

TABLA NO. 5 

MUESTRA VOLUMEN INCUBACION 
BROMURO 65 C 

PBR322 10 MIN 

PBR322 = Muestra de referencia donada por el INORE. 
PBR322*= Muestra de Plásmido donada por el INORE. 
PBR322f= Muestra extra1da de la cepa HBlOl*, usada 

como referencia en la restricci6n, no fué 
digerida con la enzima ORA I. 

PBR322f'= Muestra extra1da de la cepa HBlOl*, dige
rida con la enzima ORA I. 

FIGURA NO. 10 

1 2 4 

-PBR 322 S/DRA 1 

PBR 322/ECO RI--

{

--PBR 322 /ORA 1 - 9,916 pb 

--PBR 322 /ORA l - 4;363.pb Linea! 

--RNA 
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CORRIMIENTO ELECTROFORETICO PARA DETERMINAR LA CONCEN 
TRACION DEL PLASMIDO PBR322 EN GEL DE AGAROSA NORMAL 
AL o.a " . 
TABLA NO. 6 

MUESTRA O LUMEN VOLUMEN VOLUMEN INCUBACION 
UESTRA AGUA BROMURO Gs e 

2 MCL l.3 MCL 5 MCL l.O MIN 

PBR322f l. MCL l.4 MCL 5 MCL l.O MCL 

DNA 2 MCL l.3 MCL 5 MCL l.O MCL 

DNA MCL l.2 MCL 5 MCL l.O MCL 

DNA 4 MCL l.l. MCL 5 MCL l.O MCL 

DNA l.O MCL 

ilHind III= Marcador de Pesos Moléculares. 
PBR322f Muestra extra1da de la cepa HBl.01*, usada 

como referencia de la restricción, esta -
no fué tratada con la enzima ora I. 

DNA Muestra de DNA del fago Lamda a una concen 
tración determinada de 50 ng/mcl.' 

FIGURA NO. 11 

123456 

Marcador de pesos 

il o 50 ng/mcl 

Carriles 3 1 4 1 5 y 6 
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COMPROBACION DE LA CONCENTRACION DEL PLASMIDO PBR322 EN 
GEL DE AGAROSA NORMAL AL o.e % DE CONCENTRACION. 

TABLA NO. 7 

DNA = Muestra de referencia a una concentración de-
50 ng / mcl. 

PBR322f'= Muestra·extraída de la cepa HBlOl*, digerida
con la enzima D.RA I, y presipitada para la pu 
.r.ificación del mismo Plásmido. 

FIGURA ·No~: 12 

2 3 4 

Marcador de poos 

{ PBR 322/DRA 1- 9, 416 pb 

PBR 322/0RA 1-4,363pb 
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CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE PBR322 EN GEL LPM (LOW
MELTING POINT) AL 1.5 % • 

TABLA NO. 8 

il Hind III= Marcador de Pesos Moléculares 
q>x 174= Marcador de Pesos Moléculares 

PBR322f= Muestra de Plásmido extra!da
de la cepa HBlOl*, usada como 
referencia en la restricción. 

PBR322f'= Muestra de Plásmido extra!da
de la cepa HBlOl*, digerida -
con la enzima ORA I. 

FIGURA NO. 13 

6 

Morcodores de pesos 

~X 174 { 

,...--PBR 322 S/ORA 1-Corril no.3 

t PBR 322 /ORA I - 9,416 pb 

PBR 322 /ORA I - 4 ,363 pb 

--ANA 
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TRATAMIENTO CON LA ENZIMA BAP DEL PLASHIDO PBR322 DIGE -
RIDO CON LA ENZIMA DRA I, 

TABLA NO. 9 

il Hind III 

q>x 174 rn 
PBR322• SI 1 

PBR322f' SI 1 

PBR322f'~I 

XTRAIDO 
DE LMP 

NO 

NO 

NO 

SI 

SI 

PRESIPITADO TRATADO 
CH3COONH4+ CON BAP 

NO NO 

NO NO 

SI 

SI 

SI 

il Hind III= Marcador de Pesos Moléculares 
~X 174= Marcador de Pesos Moléculares 

REPRESIPITADO 
CH3COONH4+ 

NO 

NO 

NO 

NO 

SI 

PBR322* = Extra!do de la cepa HBlOl•, digerido con la enzima 
DRA I, es usado solo como referencia para comparar 
la muestra de PBR322 tratada con BAP. 

PBR322f'= Extra!do de la cepa HBlOl•, degerido con la enzima 
DRA I, extra1do de LMP. 

PBR322f'= Extra!do de la cepa HBlOl•, digerido con la enzima 
ORA I, extra1do de LMP y tratado con BAP. 

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DEL PLASMIDO PBR322 TRATADO 
CON LA ENZIMA BAP EN GEL DE AGAROSA ~ORMAL AL o.a % • 

TABLA NO. 10 

MUESTRA 

1 

TRATADO VOLUMEN VOLUMEN VOLUMEN 
CON BAP MUESTRA AGUA BROMURO 

il H~nd Inj 2 MCL 13 MCL 5 MCL 

c:px 174 14 MCL 5 MCL 

PBR322* 13 MCL 5 MCL 

PBR322f' 13 MCL 5 MCL 

PBR322f' SI 13 MCL 5 MCL 
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TABLA NO. 14 

3 4 5 

Marcadores de pesos 

~Hind m 
Carril no. 3 1 PBR !22/0RA 1 

~Carril no. 4 1 PBR 322/0RA I , S/BAP 

l Cerril no. 5 1 PBR 322/0RA J, C/BAP 

RNA 
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8.2.1. ANALISIS DE RESULTADOS. 

Con la finalidad de poder determinar que el plásmido ex

traido de la cepa de E. Coli HBlOl*, era realmente PBR322, después 

de la extracción se corrio electroforéticamente un gel de agarosa 

normal al o.a % (ver anexo no.a). En este gel de agarosa fuer6n 

incluidas dos muestras del Plásmido PBR322 ya muy bien identifica 

das las cuales fuerÓn; una muestra del Plásmido PBR322 digerida 

con la enzima Eco RI y una muestra del Plásmido PBR322 digerida 

con la enzima DRA I, ambas muestras servirian para determinar si 

la muestra extra1da era realmente el plásmido deseado,de la mues

tra extraida de las células de E.Coli• ,·1a mitad (30 mcl), fué 

digerida con la enzima:cRA· r,:"i::ontando asi ahora con dos muestras 

de PBR322 .ambas de· 30 m~Í;:. ~~~. d.ig~rida con la enzima ORA I y la 

, .· . . : .. -··:.·· _.,·;., .. 
c~~º·~·.s~,-:·~-¡;~~~va· ~~:<ia{~-:-f'i'~~r~/, no·.10, analizando primero 

. ' .- -, '.: ::· ,. . . ;_-~ ·; ' ; ' .. ~, . ..,_ : 

la muestra ... ry ei cár.i:ii.110; 3 / que::é<Jrr.;;.ponde a la muestra no .di-

digerida cori;ia:·e;;~imá'úJRA:'i/.percí·que tué extra1da de la cepa 

:!Yt~~!;;f~;j;JJj~f ift?ºZf IJ~;Vi;q~i~l!::~1ºd::R:::~r:::ªv::::: 
::::1:11~:~1~t;f f~J~1:Y~t !~~&~:.:·:::· t::::.:·:::· .:· .:: 
zimá DRA I t e;.ta :".mue;.t·ra·un ~~t~6~ ~lectroforético distinto al 

.... ·- ··- .,_ .. '.' ,, .. ,. 

en 

que 

esta muestra. !.e observan dos bandas bien saparadas entre si 

corres~oricÍe~ a dif~~~;;~~P·¿so ~~Í.~cular, que determinan que 

el Plásmid~ ha siclo diger1d9:por. la énZima ORA I, es bien cierto 
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ambas muestras no se pueden comparar con la muestra que serviria 

de referencia, que corresponde al Plásmido PBRJ22 digerida con 

ORA I que se encuentra en el carril no. 2 debido a que la muestra 

presenta cierto grado de degradaci6n. Refiriendonos a la muestra 

del carril no.1, que corresponde al Plásmido PBR322 digerida con 

la enzima Eco RI muestra una sola banda muy intensa que es un pa

tr6n electroforético muy distinto al que presentado por la enzima 

ORA I en el mismo Plásmido PBR322. 

·Antes de continuar con el consumo del Plásmido PBR322f' 

extraido de la cepa HB101* se realiz.6 un corrimiento electroforé

tico en agarosa normal al o. 8 % en concentraci6n para determinar 

la concentraci6n del Plásmido PBR322f', en este gel será incluida 

una curva de concentraciones de DNA de Lamda a una concentraci6n 

bien determinada, esta muestra fué·aclquirida a BRL Laboratories. 

Observando la fotografia no. 11, los carriles marcados 

del 3 al 6 corresponden a la curva de concentración del ONA de 

Lamda, puede determinarse unicamente por la intensidad de las ban 

das que la concentraci6n·del.:ONA de Lamda va en aumento de un mi-
, ·'.<~·'_-·;·L:. 

nimo de so ng hásta'ún.:máximocde·2oo ng~ 

· compa~á·n'c1.;. úT~t~~~itr~~ de :i:,,tb~nda problenia'de PBRJ 22t' 

situada ~ri.eÍ ~ª;:¡;¡{;';;~~?:;2,·· j{ 'c'~ár'h\~'.. sid·¿·~x~rai:d~·.de'.la·.'cépa •. 

~'.~::~:~::i1~~t~lt.'~~fl!!~~~t~~J~zf~1~~iJ~1~t:~~;~: 
volÚm~n ·~é····(;p·. ~e~· i}s~pa.ra~aen::do~··.·a liciu~taf :Ci~'.; 3.'~¡,ni6:(~~~.~~. ~!la 
De éstas ;dbs : ati'b\Íot¡;~:', una y¡~ha sido:cligerida'con 'la 

-,. ;. ' ' 

DRA I qÚe pertenece ai PÜ~m'ia6' PÍlRJ~·2~· (~er an~xo ¡;e;;{¡~ Se cuen 
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ta con cantidad de 9 000 ng o 9.0 mcg, repartidos en dos alicuo -

tas de 3.0 mcl; En el carril no. 1, se encuentra un marcador de 

Pesos Moleculares que es '1 Hind III, este servirá como referencia 

para identificar la banda del PBR322f en base a su Peso Molecular 

No muy contentos con la resoluci6n de la fotograf1a refe

rente a que no se define muy bien la concentraci6n del Plás-

mido se decidio realizar un nuevo gel de agarosa a una concentra-

ci6n del o. B % , en este gel se incluyo un marcador de Pesos Mole-

culares que servira de referencia en el carril no. 1, en el ca -

rril no. 2 se encuentra una muestra de DNA de Lamda a una concen -

traci6ri .de .. 50 ng / rncl, en los carriles 3 y 4 se encuentran una 

muestra.por"dupli~~do del PÚsrnido PBR322f' digerida con la enzi

ma·. oRA:r ·.y;co.rno se: observa ·_tienen mucho parecido con el patr6n 

ele6tr6fóré;¡~~~~~j~;~~:~;,ta la muestra de referencia localizada 

en el c~~ril::·Í'lci'Ys::;E~\~~Ínuestras problema corno en la de refe -
. '" .. ·¡, -. . -.,o::_~,·. . .. ,._¡ .. ;; 

rerici~ ~P~~~.;E; é~)~ p~tfe,{nfEí~ior de los tres carriles una rnan-

ch~ muy . iÍ'ltEín~~ 'qJ:~ icofresponde al RNA. 

3. y·~.·· 1~;1~~6c~~tJ:~rf @:~jf.i;fí~f r~::~.:!fa~::b~:::s d:a l::n::::~:e: 
cl6n d~'.\.i~:. Ji\úk'~·~~~- ~i.°1i): ~~J·~ii' :ri~º; l>.:la'cual. corresponde al DNA 

"': ·' ~i,·,~· ;~·.;::· i.:~y:?.;f::~:?:/.::~~<:r.:.:~:~: 1>.: ,{\~/~-,-~,+~_'·>:< ·.'. ·':·~ -;_ . 
·de·. Lamdaf tfe·~-E; .u:na; con~entraci6n; de_/ ._50 ng / mcL · Cabe ·recordar 

::~a~~diºf tf rirf 12ef Jt:1tf fü~:~ijtttt 'Íf :::~::::::c:::: ::1 i::::~ 
.. :.:::;;:« .... - ·:·.-.~'.' ... :-::':':, <'-'?"·_,:;~·;~: . . ' ., '::. 

mici~: PBR322f' .es ;:realmente' de l50J;{g',f' m.;l: 
,. " •.Una vez ~~~~;~1~ad°á•la~~6nce~~raci6n del Plásmido PBR322 

. . ·-'. , .. :';.\ .. ··' . ·,{·.' ··.._ ·:' ·, ... :1 ... ( ; ... -

que se:extrajode la cépa HBlOi":.que;se identifico corno PBR322f 

·y PBRJ22fi (tratada con. ORA I), ·se procedio a la estracci6n de la-
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banda de nuestro interes que sera nuestro vector, para este fin 

se elig1o correr la muestra en un gel de agarosa de Bajo Punto -

de Fusi6n a una concentaci6n de l. s % , la selecci6n de este gel 

y a esta concentración tiene varias finalidades; Nos facilitará 

la extracción de la banda de nuestro interes debido a que por la 

concentración permite una mayor separación de las bandas del pa -

trón electroforético y ademas la constitución de este gel hace 

que el DNA pueda extraerse fácilmente sin que queden restos del 

gel en las muestras de DNA. 

Es de esperarse que entre mayor sea la concentración del 

gel este favorecera un mejor desplazamiento de las bandas de peso 

molecular bajo quedandose en la parte alta del gel las bandas de 

mayor peso molecular, si el peso molecular es muy alto se da el 

caso de que estas bandas salg•m apenas del pozo de deposito o en 

el otro caso de que ni siquiera logren separse dando la impresi6n 
. : . , 

de que se· trata de una sola _;banda. 

Al observ'ar.i~.ii9~~a ~o. 13, que corresponde al corri -

miento electroforético dél · Plásmido PBR322 extraído de la cepa 

HBlOl• en agar LMP all.5.·t'·, todas las muestras no tienen una 
' ' ' . 

separaci6n adecuada de las l:i'an·das de peso. molécular alto, esto 

se basa en la explicación antesid~d~/ l.os.:patrones electroforéti

cos de los carriles l y :i corr~~ponden .a los marcadores ·de pe~os· 
moleculares ~Hind III y cpx 174, en ~l carril no;,_3; fué corrida 

la muestra correspondiente al P¡ás~idb ~~R~22f (:;;_iri di~é~¿ c6n 

DRA I}, esta muestra un patr6n eléctroforéticÓ f~rm~déi,l'éi~ 4 ban~. 

das de diferente peso molecular lo q:~~ :téi~~'.'~p·:~~í~~~\~¡~ q·u~ ~o • · 
ha sido digerido, los patrones eléctr~forétiéosd .. i6si c~·~i::11és 
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4, 5 y 6 corresponden al Plásmido PBR322f' (digerido con DRA I) 

como se contaba con un volumen de 30 mcl, la muetra se dividio 

en tres alicuotas de 10 mcl cada una y las tres muestras fuer6n 

corridas para extraer la banda de nuestro interes y contar asi 

con una cantidad suficiente para las ligaciones con los kDNA' s 

de ~eishmsnia l· mexiQana. 

La banda extraida del gel LMP al 1.5 % , fué la que se 

aprecia con más intensidad en los carriles 4, 5 y 6, el gel fué 

cortado con un bisturi solamente por las orillas de la banda tra

tando de no cortar más gel que no contubiera la banda o bien tra

tando de no dejar algo de DNA de la banda en el gel, los tres 

fragmentos fuer6n colocados en tubos eppendorf y tratados de en 

base a la técnica no. 7. 

No se podr1a determinar en cierta manera el Peso Molecu

lar de la banda dé ·interes deb.ido a -que el marcador de Pesos Molé 

culares no presénta ima: múy·bu'é?lk s-eparaci6n de las bandas causa-
-· .. --·· ·-·"·' --· 

do esto por las ~o~~i~~~a~1b~es -~ .. ~sionadas anteriormente refer 

fere~t-~~ </ia~ -~~~-~~~~}j,;st.i.cas del gel LMP al 1.5 % • 

Úna_;,vez:~ten'feiiC!o'la banda de aproximadamente de 3,652 -
' - -·- ... , ... , .. ···.---·- - •\•. 

pare'.' ?e ~~~~'~i;'f~·~ª-f,;~,:l''~isipitada en base a la técnica de pre

cipitaéI6n.C:ori:;'.acietai:;,s•'éver anexo no. 5), esto con la finalidad 
·. ·.,_ .. ' -- ; " -., . ' "',· - - ~·"· . '·. 

de Úin¡;)i~f 'él.(P1á.~;ni~'¡;'.;6i p~~C:ipitaci6n para eliminar el exceso 

~e · ~~ '.~~-z~~~}··?~?I·~-~Í~/)'ocp ~e sales que hubiesen quedado del 

buffér' .. ~~;·1a·'.:r'estriC:éi6ni'::'asi-como los excesos de los restos de 

buffer .el.;, i1a :;~:í~C:tr~~~t-~~¡s. · 
. • .. Al fe~é~ ±l •. ~~~~~i¿~ PJ3~3?~f .'. lo. más. limpio posible se 

ratar1a c:6·n lil énziiná' BAP Ú'quÉ! l?i.i'i;.1~-a~lá •los extremos fosfa -
·:•:.~ ' . ; -· ' , .. :. :~' .. -· 
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tos de los extremos rasurados del Plásrnido PBR322 digerido con 

la enzima ORA I, finalmente el Plásrnido PBR322f' después de ser 

tratado con la enzima BAP fué nuevamente reprecipitado con aceta

tos para eliminar el exesos de sales y de la misma enzima BAP. 

El Plásmido PBR322f' reprecipitado fué corrido electro -

foreticarnente en un gel de agarosa normal al 0.8 % de concentra -

ci6n para determinar, si la enzima realmente logro eliminar los 

grupos fosfatos de los extremos del Plásmido PBR322f'tratado con 

la enzima ORA I, y tarnbien poder determinar si la concentración 

del Vector o Plásrnido PBR322f'no se ha modificado mucho por las 

precipitaciones con acetatos para mejorar su calidad. 

Al analizar la figura no. 14, que corresponde al corri -

miento electroforético del Plásrnido PBR322f', comparando el Peso

Molécular de la muestra del carril no.4, que corresponde al Plás

mido PBR322f' tratado con BAP no difiere mucho en cuanto a Peso -

Molecular y concentraci6n de la band.a corrida. en el carril no. 5 

que pertenecen tarnbien al Plásrnido PBR:i22,f•.:el 'cual no fué trtado 

con BAP y sirvio solamente corno r~f~re:ricia:piira;deterrnlnar la 

concentración del vector, no sirvie~~o' ~si :p~~~'~et~~;.(~ri~;{~j_ BAP 
··' ' . '. . ".. .. . . . ; ' "'". . ... ,, .. -~· \:,';;·: ,,;· . .. . 

realmente curnplio su funci6n, (no se pÜ'.;,ei.;. .;.-v;luar/'l.a::aC::éi6n de 
BAP de manera muy cierta.debido a. queiL1:é~rl~Í.~~d ~~ie'rniiriacio ,:. ·· 

;:·,, :_'-'·,"· ··:.;.~.·. ·:-' .:· : . . ·::,, ·-: .- . 

nes fosfato que BAP podria eliminar s~:1:ª in~ig~l_~t.:.f ~tkic'?fupar~- . 
das con el tamaño del vect.C.f¡; <.:' -: ;'~.·i :,; :' >': : . 

. En cuanto····~·· la cci~c~h~Í:'acÍ.6iÍ 'existenteien ias tnÚ~st:r'as. 
:·.- .. ·'·-.· ·'·¡ ::·¿, 

de los carriles se co~sider~ ii'na~· ccín'ce~triiÚóri'd~ )i~º.-.ngi ... r'rn. c.1. -\ ':,_·. . . .· ·;. ... :.:~ ·: . . . . ., 

abservanc10 ei ¡,a.t.r6'n.i!ieétroforéÚéo d.;,'1a'ni\i'e'stra d~l :c~i:'.rii, J ·~· 
que corresponde .al Plásmid~ PBR322 sin'~fr~~~~~~~~n ORA I- no hay. 
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una muy buena resolución en cuanto a la percepción de las bandas 

( esto debido quiza a que el gel de agarosa al o.e t tiene mucho 

espesor o bien sea debido a que al momento de colocar el gel en 

la cámara de electroforesis se colo una burbuja la cual ocasiono

un abultamiento de esta parte del gel afectando tambien el corri

miento del marcador de pesos moleculares cpx 174). Comparando el 

peso molécular del vector de los carriles 4 y S , con el marcador 

de pesos moleculares del carril 1 que corresponde a} Hind III es 

aproximadamente de 4, 363 pares de bases comparandola con la iilti

ma banda del marcador de pesos moleculares que es de 4,360 pb. 
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8, 3, O, IDENTIFICACION Y DETERMINT!CION DE LA CONCENTRT!CION 

DE LOS KINICIRCULOS DE kDNA DE LEISBMANIA L. KEXI-

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO EN AGAROSA NORMAL AL o.a % -

DE LOS KINICIRCULOS DE kDNA. 

TABLA NO. 11 

~Hind III 
'(>X 174 

kDNA 

= Marcador de Pesos Moleculares 
= Marcador de Pesos Moleculares 

Muestras de DNA de minic1rculos de dif eren 
tes pacientes con manifestaciones cl1nicas 
de la enfermedad de Leishmania L .. · Mexicana 
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FIGURA NO. 15 

Mo1cad0t di PUOI 

....• { 
Morcodor de pno1{ 

.ti X 174 

1234$678 

} 

Po110n eiecttoforellco 
· d1 los liOt;AS de 

lo• mutslrOll'M'Oblemo 

Volor del punlo mtdio di 
101 po:o1 de d1Pó1i10 

o_.· 

6 cm·· 

Di110ncio rtcOuido por 
el Bromuro. de Efldlo. · 
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CORRIMIENTO ELECTROFORE'l'ICO DE LOS MINICIRCULOS DE LEISH 
MANIA L. MEXICANA PURIFICADOS EN AGAROSA NORMAL A LA CON 
CEN'l'RACION DEL o.a % • 

TABLA NO. 12 

5 MCL NO 

5 MCL NO 

5 MCL SI 

5 MCL SI 

5 MCL SI 

5 MCL SI 

r Hind III= Marcador de Pesos Moléculares 
<px 174= Marcador de Pesos Moléculares 
kDNA MC= Minicirculos de DNA de 

Difusa. 
kDNA GS= Minicirculos de DNA de 

Localizada. 

FIGURA NO, 16 

Mon::odor de pesos 

~ Hind m { 

Marcador pesos{ 

4> X 174 

123456 

Leishrnania L. M. 

Leishrnania L. M. 

} 

Patrones e/ectroforeticos 
del kONA de MC y GS 
Purificados. 
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FICUR;¡ No. i7 
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CURVA DE CALIBRACION EN Rf'S DEL MARCADOR DE PESOS MOLE-

CULARES cpx 174. 

Distancias de las bandas pertenecientes al Patr6n Elec -

troforético de <px 174. 

lra. Banda 4.95 cm 

2da. Banda 4.35 cm 

3ra. Banda 3.95 cm 

4ta. Banda 3.75 cm 

Sta. Banda 3.50 cm 

Dist. Recorrida Por el· Bromuro de Etidio ·6.0 cm 

CONSIDERACIONES. 
" ' .. ·,,.: ' 

A. - Punto Medio de los p~zo~ de dep6sit;;, se tomó como-

un el Valor de C~RO (O ¡;?;/' ''}. '• <)· \ < 

B. - La dist. recorr i~a .~~i e.f a~6m:~~'..dl'¿~;~:~'¡6 s.e toín6 

como· e1 .. ff.~~~~··~f:;;:-'~.~~~. ~~ri·,~~;;x~f~i.{~~~~;ó ·.·~m. 
c. - Para el cálculo .de. los •.valores•de·. Rf.,fué :·considera-

·' do .. · .. ··~'·:::_ ···;.·-·u ~~}'' ·.::~;.~\~f';- ... \;,_-=-"' :·~}:<:·~ .--<~ . ., .. -. :·_,"~ 
•. -~:-)· . .- ·,·,"·· -'F~~L' ·--·····-~- ··;:, 

. •. Rf. ~. 'oisé Rec;orrlda':pó';;, 1~'':~~¡:~'.J / ol~~; · Reco..:. 
,.>}· ·" ,.,_ ::':~.:·.:::,'.y,,:- f' .. :-:;>;t/c ... ~:.: 

.. _. : •• Jr~.i~~. ~.~:f.~.t.:'~:~.:.f~¿YiJ~.';.'. ~:r >~·>····· ·· 
D. - Se considero.••.al·: EB· ,(•· Bromuro:.;de:. Et1d10. ')","·como el 

, '·· · ... ·:.·:;.:: .. :~_. ... , ... "'.:· f:~--;>'. .... ~.-...... , ... · T:_. -~_:_- , .. · .. ,··"";<'..'·~---·. 
frente ·de avance.:debido ·<Cque·· es·•.el' que ·nos hace evi-

- • '':-'e '.; i::>,-~·.' '• 

dente. ~1· grádo de á~ari~e;'de,'lás·; muestr¡¡s del DNA y 

a que tie;ne' u~ d~spla~~mie'nto ~~;;;; ~ C:ualquier mues-

tra ·de DNA. 
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VALORES DE Rf DEL MARCADOR DE PESOS cpx 174. 

VALORES DE Rf pb DE q>x 

( X ) ( y ) 

A.- 4.95 cm I 6.0 cm O.S25 310 

B.- 4.35 cm I 6.0 cm 0.725 603 

c.- 3.95 cm I 6.0 cm 0.658 S72 
"· ·, 

D.- 3.75 cm I 6.0 cm 0.625 '. l~ 07.S 

E.- 3.50 cm I 6.0 cm 0.5S3 l,j53 

REGRESION LINEAL DE LOS VALORES DE Rf DE ~X .1.74. 

r = - o.9S313 , .. A= o.87689 , B = - 2.2971S x,10· 

174· 

VALORES DE Rf DE MC pb CORRESPONDIENTES . 

A.- 4. 05 cm 1 6~·o cm 0~675 

: 
B.- 4.45 e~ .. I 6.0 cm 0.742 

c.-· 4';s5': cm· f:6.o·: cm=· o.sos 
--,, 

': 9;9;c): . 

.. 5S7 •. 2 

300.0' 

. . . 

REGRESION LINEAL CONSIDERANDO SOLO LA DISTANCIA; . · 

VALORES DE DISTANCIA 

A.- 4.05 cm 

. B.- 4.45 cm 

c:- 4·.a5 cm 

pb CORRESPONDIENTES. 

· s79.5 

'5S9.0 

298.4 
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B.3.1. l\NALISIS, 

Una vez realizada la extracci6n del kDNA de los minic!r

culos de ~ej.shmAn1a i. mexi~ana de acuerdo a la técnica para la 

purificaci6n de minic!rculos (ver anexo no. 4), fueron purifica -

dos por la técnica de precipitaci6n con acetatos (ver anexo no. 5) 

esto con la finalidad de contar con el kDNA lo más limpio posi -

ble •. 

La extracci6n del kDNA se realiz6 a todas las muestras 

con.las que se contaba que fueron: 

a) • - Gus~avo Solis (GS) . - Produce Leishmaniasis ~ filf!!fill 
b) .- Heribé~t~ Frias'(HF) - Produce Leishmaniasis cutánea~ 

c) ,'- M~rid:u'z'.'., i~d'l":.:. Produce Leishmaniasis cutánea localizada 

d). - J~~ii s~~~f~~~ CJ~)- Produce Leishmaniasis ~ localizada 

e). - ddsta ¡¡{6~ (CRÍ - Produce Leishmaniasis lll!tlm localizada 

f) . ..., ~~~~~.;~;w)· - Produce Leishmaniasis cut4nea localizada 

g): '- Dono~:'chf?- ·Produce Leishmaniasis cutánea localizada 

, ···E'~:.:z~po~tante mencionar que de estas muestras las de in

terés pa;·~'e'(;royecto fueron solamente las muestras de Maricruz

(Mc) y.Gii;.távo'.solis, que producen L.c.L (Leishmaniasis cutánea 
•;' . ' .. ·-.-,- .. . 

loéalizacÍa) 'y,L;c:o (Leishrnanizisis cutánea difusa) respectivamen-

te, fué realizada 
·.: <·.:':<.·=-'e>' . '.~\·\».~,. 

para ,tomar,se.'en uri';rnómeiitoc:dado como ait·e~~ai:ivas en el caso de 

que er ·~~g;~~i~fr6;~~~~i~;~r~.'{' ;: ,, .. · ·. ;::·::, . 
Al cC:~tar··cari'los{~~¡,~':d~-:¡~s-~t·~~tras purificadas se 

corri6 ·un gel•~"' <i9af~~ª 11º~~ai al o,l~ ,f_i?ár~\lleterminar ·la. con -

centrac.i6n y c~Úciá<id'i i~s¡¡;~e~tr~s/c:.;~~:~~ 6'il~~r~~ •. ~n la figu

ra no. 15 i6s cl6~ m~~cadores de pesos q~e ~orÍ ~Hind III y <¡>X 174 
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ambos muestran muy buena resoluci6n lo que facilit6 la determina

ci6n en forma más adecuada del peso molecular de las muestras de 

kDNA, al analizar las muestras en el orden en el cual fueron co -

rridas electroforéticamente como aparecen en la tabla no. 11, el 

patr6n electroforético que proyecta la muestra de MC en el carril 

no.mero 3, presenta una banda al mismo nivel de la tercera banda 

del marcador de pesos molecularescpx 174 la cual corresponde al 

peso molecular de 872 pares de bases, ademas presenta dos bandas 

más una a la altura de 500 pb y la G.ltima a 300 pb aproximadamen 

con respecto al marcador de pesos moleculares. 

Al analizar el patr6n electroforético de la muestra del 

carril no. 4 la cual corresponde a Gustavo Solis (GS), las bandas 

presentan un peso molecular muy similar a las bandas pertenecien-

tes a la muestra de MC, solo .. que la concentraci6n es mayor en la 

muestra de kDNA de MC que .·de. GS, ·la ··concentraci6n calculada para 

la muestra de MC es de,600 .. ng: ¡·'J.o:mcl,:.de esta muestra se cuenta 

con un volumén total de.4o·~.;iic24o'o~g ), mientras que para la 
';:_ ~'.:_.·.,,--~.'.-¡ J:·::~'.:~:\;· '.·?.~_(:·t,·· ~< 

muestra de GS se cálcU:la.úna(éoncentraci6n de ·400 ng / 10 mcl , 
•· ' •• ~ ;,·e,_!, <·>- ,,~-:;! 

de esta muestra se. cuenta. con;ti~:.~olumén' de 40 mcl ( 1600 ng ) . 

A diferenci~ ~~1 1:~·:~~·~.;t;~i~o'.~:~iaá .~n .el carril no. s 

en donde la concent~~C:i6~::d~,é{~: .. ~J~~~;~' ~~ muy poca; tod~s las 

demás muestran un pátr6h héc'.:t;~f~~~¿~_o mJy ilirniúr á las mues -

::::. º::.:~o::;t1D~'.;if~~~~t~~ef ?i&~~k~f f ;Z¿tr¡~7~1~:-: 
círculos cie' I:ÍÚ.silm.!Ínl~ .f: mEi2.ü9.~na ;. : . ; ·.. . .. '.·.···· . 

· La ·. j~·ri~:ntraci6n) éa1i~<lci ;J: Ús ·~ue~~~as de kDNA de 

I:~.ish~i!.iiÍ~ i. mexig,ana •desp~é-;.de ser~r~;;.i.pitadas con acetatos 
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reflejan que cuentan con las condiciones necesarias para la liqa

ci6n con el Vector PBR322 el cual ya ha sido previamente digerido 

con la enzima ORA I. 

De este gel de agarosa se extrajeron las bandas que co -

rresponden a 872 pb , el gel de aqarosa fué recortado muy cuida -

dosamente en la periferia de las bandas de MC y GS y fuer6n tra -

tadas de acuerdo al anexo no.7 , para la purificaci6n de la banda 

y posteriormente las muestras extra1das fuer6n corridas electrofo 

réticamente en agarosa normal al 1.0 'I; , esto con la finalidad 

de poder determinar la concentración y calidad de las bandas ex -

tra1das. 

Al observar la figura n!imero 19 que corresponde al qel 

de agarosa· a1.o·.a 'I; , en este fueron corridas cuatro muestras que 

correspond_eri:~-';~;/Mc, GS y GS, las dos primeras corresponden a 

L.c.L. y las'ait'iTiias.do~corresponden a L.c.o., se puede deter -
;..,,;' .. :_· "' -

minar que la. con~entraci6n de MC duplica a las demá.s muestras 

haciendo me;.;Ci61'l ·que· la- cantidad de muestra dispuesta para el gel 

fueron· 2 Tiic? -

Podr1amÓs d~t~rminar que solo contamos con una sola ban

da de peso m~l~é::'uiar 'd~ .. a?;· pl:i eñ las 4 muestras corridas electro 

foréti~amenté é:.;n uña':é::'~~b~nt .. raci6'n de aproximadamente de 100 ng-
.. ' - ···-·. ,_.,._'.'•'·····;, .... -.,.;·,.. .. 

en 2 mcl pará'ia níuóist:X:.:.C:d~' :r.ic''.'e.n el carril n!imero 3, (de esta 

·muestra ~e ci~~~t~ cci~ ~f;~1Ü~en de 4 o mcl ) , con respecto a las 
•'.'o,·;,: 

otras mues~~as -s~ CUenta ---~~ra .·(1na·¡ COnCerltraci6n de 50 nq / 2 mcl 

( de esta muestra~ ~e ~u~~t~ ~b~ un volumen de 40 mcl ) • 

Con referenCia --~1 ~arrÚ ·ri~; '4', que aunque corresponde· 
·,--··-· .·. -- - ., .. - - -

tambien a Me, la b·anda no pi;-esenta la.misma intensidad como la 
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muestra corrida en el carril nümero 3, esto fué debido a que 

al momento de que estaba gelificando la agarosa el peine utiliza

do para la formación de los pozos de depósito el diente del peine 

que formar1a la cavidad nümero 4 presentaba en su parte inferior 

restos de pliistico que originó una perforación en el gel ocasio -

nando la perdida de muestra, no obstante la poca concentración 

que restó refleja las mismas caractéristicas que el resto de las 

muestras. 

Aunque en este momento se contara ya con los fragmentos 

de kDNA de :i.e.ishmªn.ia i. mexig_ana y con el Vector de PBR322 dige

rido con ORA I, era necesario realizar una comprobación miis ade -

cuada del peso real de las bandas pres_entadas por los patrones -

electroforéticos de todas las muestra~\ie-los kDNA's, para lo que 

se determinarón los Rf' s de tc:l~a~- ~-ª-~:-~~~~tras incluyendo el mar

cador de pesos moleculares_ el~ ~~f~ren.;_iá _-que fué cpx 17 4. 

Después de '_grÍífi¿ar el\pésó:inolecular en pares de bases 

y los resultados ele :io!:l:Rf.i !:!c'dei· ii~~c~dor de pesos cpx 174, se 

calcularon por Regre!:lióiÍ i.inéa'i>CRL) ;'el número de pares de bases 
- ·:.,·:: '.,_ .-::·;,,·, 

para los va1or_.,.i•_'il_~,L~f/~er:.:~r~ci~rítes a las muestras problema ; 

Al construir lr'curvá':d.e'¿i:l:1.i.br~~i6n del marcador cpx _174 _y al 

::::~;:·,.;f .~f f~i5~6~,Q:t:J'":º::.;:,:,',:.:r:;::·;:'. 
rés de-bas~si•C!é1:ma1:'~<l~())..;;ixi'G< ~i 'se.hiciera ú ¿omparación -

solamente_,~~ fo~ma visual:'.L~ cur'1~ de cÚibraciÓn del 11\arcador -

de pasos ~olecu1'á;~s' _ -~xfi1t~~é i~ai'i.~~da en papel milimétrico, 

pÚdiendose de ésta-ma~era ~~l.i:u1á'r el_ n(imero de pares de bases 

de las rnÜé~tras problema:~c:l~-~edf~ de la Ecuación de la Recta. 

103 



Tomandj como referencia la figura no. 15, para la deter -

minación de los/ valores de Rf, considerando para este fin la dis

tancia recorrida por las muestras entre la distancia recorrida 

por el bromuro de etidio bajo las mismas condiciones de tiempo. 

se tomo como punto de inicio o valor de cero el punto me-

dio de los plzos de deposito y como la distancia recorrida por 

el bromuro de etidio el valor de 6, ambos valores expresados en 

centímetros. 

La cu va de calibración para la determinación del nümero 
1 de pares de bases se realizó tomando como referencia las distan-
/ 

cías presenta¡as por cada una de las bandas de el patrón electro-

forético del marcador. d.e pesos moleculares <px 17 4, los cuales 
1 .· .•. 

fuerón graficados en el eje de las Y por ser la variable depen -
1 , .. •· 

diente, y en el eje de.las X fuerón grAficados los pesos molecu-

lares de cada/una de'las bandas del patrón electroforético del 

mismo marcadorq>x 174 por ser considerados como las variables in

dependientes,/ se tomó como referencia al marcador cpx 174 ya los 

pesos molecuiares de cada una de sus bandas son m1ís semejantes 
1 a los valores de las muestras problema. 

ParJ cAlcular. el, peso molécular de las bandas'd~l:patr6n 
electroforétlco de todas las muest~.;s problema sbÍci f.i~r~1' uÚli-
zados los vat~r~s d~.~f.~e}~ mu~s¿a d~ ~)~d'd.~b~~~"~;qJ~ el:Pª - . 

trón electroforético de· todas, ias Íilue;;t~á's'pr6bie');¡a':~6n muy simi-

•• ,. ••. A> •l'-<P~:.,.,., h,]:,~.;~~:.i:¡ ~ .• ~. ;., >ano.e 

problema. pertenecientes al ·patrón electroforético de. MC a la .cur-, , ' .+ .. ··· , :, , ·: >: ...... ', :> ?: , : , • , ;.,,.,•:,: : .. ,>.,., ·' 

va de calibración•y hacie~do'.uso de.la':Reg.reS:ión Lineal los vale 
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res determinados fuerón: 879 pb para la banda en la primera po

sición, 587 pb y 300 pb para las bandas en la segunda y terce

ra posición. Determinamos también por la semejanza en las dis

tancias de las demas bandas del patrón electroforético de las 

demas muestras poblema que tienen los mismos pesos moléculares 

que las bandas de MC. 

Haciendo uso tambien de los resultados de la Regresión 

Lineal fuerón cálculados los valores equivalentes de pares de 

bases para el patrón electroforetico de MC considerando en vez

de los valores de Rf la distancia de las bases en centimetros;

fuerón encontrados resultados muy semejantes en donde para la -

banda en primera posición fuerón determinados 879.5 pb, mien 

tras que para las bandas en segunda y tercera posición, fuerón

encontrados los valores de 589 pb y 298.4 pb respectivamente. 

Consideramos que contamos ya con la banda adecuada de 

kDNA de las muestras de MC y GS para llevar acabo la construc -

ción de la sonda, haciendo uso de el vector PBR322 (digerido 

con ORA I). 
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e.e.o. CLONACION DEL VECTOR PBR322 PIGERIDO CON PBAI

CON MINICIRCULOS PE LEISHMANIA L. MEXICANl\ POR 

EL METODO DE TAILING, 

CONSIDERACIONES : 

A.- PBR322 DIGERIDO CON DRAI Y TRATADO CON BAP 

B.- MINICIRCULOS DE kDNA DE MC Y GS PURIFICADOS 

C.- LA INCORPORACION DE LOS NUCLEOTIDOS dC A LOS kDNA 

DE MC Y GS, ASI COMO EN EL VECTOR LA INCORPORACION 

DEL NUCLEOTIDO dG ES SOLO EN EL EXTREMO 3 1 0H TERMI 

NAL. 

A),- TAILING DE LOS MINICIRCULOS DE kDNA DE Me Y GS, 

REACCION DE TAILING PARA kDNA DE MC 

TABLA NO, 13 

MUESTRA 

1.- kDNA DE MC 

2.- ·NUCLEOTIDO de 

3·.;.. 
. ·-.-.-.. ·.·,· .. · .. 
:cocL2 

4 .·- 'dNTP -
5.- BUFFER 5X 

6.- H20 .. DEST •. 

VOL. ;TOTÁL 

VOLUMEN/CONC. 

13 MCL ( 40.NG / MCL 

5 MCL (15 - .30 mmól/L) 

1 M¿L . c o ;15 m~o1/L > 

. 2 MCL ( lOO pmol/L ) 

. 6 foic1:/ 

'3 ·Me· 

,30 MCL 
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REACCION DE TAILING PARA kpNA DE GS 

TABLA NO. 14 

MUESTRA VOLUMEN/CONC. 

l.- kDNA DE GS 13 MCL ( 40 NG / MCL 

2.- NUCLEOTIDO dC 5 MCL (15 - 30 mmol/L) 

J.- CoCL2 l MCL o. 75. mmol/L ) 

4.- dNTP 2 MCL loo pmol/L > 

s.- BUFFER 5X 6 MCL 

6.- ·H20 3 MCL 

VOL. TOTAL JO MCL 

REACCION DE TAILING PARA EL VECTOR PBR322 DRAI/BAP. 

TABLA NO. 15 

MUESTRA 

l.- VECTOR PBR322 

2.- NUCLEOTIDO dG 

J.- CoCL2 

4.- dNTP 

5.- BUFFER 5X 

6.- H20 

VOL. TOTAL 

VOLUMEN/CONC. 

4 MCL ( 60 NG / MCL. 

5 MCL (15 - 30 mritol/L) 

1 MCL·( 0;1s·mmol/L) 

2 

4. 

':4 
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REACCION N!NEALING ENTRE EL VECTOR PBR322 Y LOS kPNA 

PE MAJ!ICRUZ !MCI Y GUSTAVO SOLIS !GS), 

TABLA NO, 16 

MUESTRA 

l.- VECTOR PBR322 TAILING dG 

2.- kDNA MC TAILING dC 

3.- ANNEALING BUFFER 10 X 

4.- H20 

VOLUMEN/CONC. 

6. 6 . MCL (3 O NG/MCL) 

19. MCL .(21.6 .NG/MCL) 

:4 MCL 

10.4 MCL 

VOL. TOTAÍ. •4ó MCL. 

TABLA NO. 17 

MUESTRA·· 

, .l. - VECTOR PB~322. TAILING dG 

2 • - kDNA cis TAILING . de 
~. .:' ; ... ' . "_:. : . : .. 

3.- ANNEALING:BUFFER 10 'x 

4.- .H20. 

6. 6 Mci: (3 O NG/MCL) 

l~ f.16i. c2;>6NGlMt;:Ll 

.·.~/~.'-~L·:: . 
:,·· 

VOL •. TOTAL 40 :M~L .· 
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8.4.1. TRT\NSFOBMACION PE E. COLI HB 101 CON LAS CLONJ\S• 

PE PBR322•MC Y PBR322·GB. 

Se decidi6 antes de correr un gel de agarosa para deter

minar la concentraci6n de las clonas, una transformaci6n de la 

cepa de E.Coli HBlOl con las dos clonas obtenidas, la transforma

ci6n se realiz6 en base a la técnica de transformaci6n (ver anexo 

no.l), y en forma inmediata se realiz6 la extracci6n del ONA de 

base a la técnica de ·extracci6n de plásmidos (ver anexo no. 3) • 
·, ., ,-..• 

El DNA de:'..· las ··dos clonas se limpi6 por precipi taci6n 

y fué disuelto én '30 ·íncl de TE ix. 

e.·4.2. CORRIMIENTO ELECTROFORE'l'ICO DE LAS CLONAS DE • 

PBR322•MC Y PBR322-GS 

TABLA NO. 18 

MUESTRA VOL.MTRA H20 

l.- il Hind III 3. MCL MCL 

2.- PBR322 S/DRA, I 3. MCL MCL 

3.- PBR322-MC 5 MCL 5· MCL 

4 • .., PBR322-GS 5 MCL 5 MCL 
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FIGURA NO. 18 

CLONAS 

4. - PBR322-GS 
3. - PBR322-MC 

4 3 2 1 

~Hind III 
Banda de 4,36lpb 

La concentración estimada para la clona PBR322-MC es de-
70 ng/mcl y para la clona PBR322-GS es de 50 ng/mcl. 
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a,4,3, AHALISIS. 

El mátodo de TAILING consi.ste el la incorporaci6n de 
bases adenina, timina, citicina y guanina, debido a que la en 
zirna DRA I sobre el plásmido PBR322 y .los kDNA' s origina extre
mos rasurados, los cuales se suponi.a en.,teoria serian fácilmen
te ligados por la T4 ligasa no.ocuz::ri6 realmente asi, despuás 
de cuatz::,o: in~entos de. ~ratár,.d,e, Ügar, .el vector PBR322 digerido 
con .la ~nzi~':', DRA,I y, 19s: .. kDNA~s'de .Me y GS con la enzima T4 

ligasa. ~e ded.cii6: ~iú~bi.aJ.:' o, s~lécciÓrtar otro mátodo. 
:';~:~ ,.~l~j'~~f'o;'~b'.~l~HiÍn~' sedan incorporadas las bases 

. :~::c~::•. :~t :~~~t:t~~t1,f~K~iit···:::;:n::a::::s a:l::::::s d:::~ 
leados"en pr~~~n;~i~:~:'.:\í~,:~~if~·r annealing e incubados a 37 gra
dos por cua~~~ h¿~~~\1r~d~1a~os la uni6n del vector PBR322 y los 

', .. _.- ?\:~· ·, '·J··:. _. ·. ·: ··l . ~-· . ..: 

kDNA' s.;de·,:MccY•,Gs;féirmnda>·a'si,1as ·clonas. 
' .·i;~~·ct~dr~i~,~~f~~:;~~f~6~~~~c;un.g~l, de agarosa normal, la 

::·t:;~t é: iJ:"~~~~·~zf:r"~t~1~"~¡~.wr:::.:· .:·:· .:·::::: 
::sP:::~~:~i:::t·::::::;~~~si:::.~ºrJ~~r6:' .. d:s :ª e:1:::n y c::r::e q:: 

··1:º~u::ej:j::~:~n{~jJ~i~t6JJf~~fh;~~:g¡;t~::~::z::n:::º1:n~:::r::::: 
un Pº~~ más· fá~¡{\~ for~~c1óii" J5~A~·:clona.:· .. 

· .. ·, .. ·.::; ... :·:·,·. 
>Ai' ÓÍ:>~_~rvar, .la.Ügura;r)~~:~\s •eri .iós Carriles no. 3. y· 4 

que pertécen·, a . la cl~!'¡'de · J,>B,RJ.2~~M~y. P
0

B~J22;~,~-;'~~~~~~j:i ~a~.i.ilte 
correspenden 'al' m~sr!Ío: a:;~nc~ moiÍtrad.;: 1>.or la b~n'd~ •d.;.1 m~r6~dor ', 
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de pesos moleculares il Hind III, por lo que por comparaci6n se 

puede decir que el peso molecular de las bandas de las clonas es 

de 4,361 pb, también se cálculo que la concentraci6n de las clo

nas es de 70 ng/mcl para la clona de PBR322-MC y 50 ng/mcl de la 

clona de PBR322-GS de ambas clonas se cuenta con un volumen total 

de 30 mcl. 

La prueba definitiva sin duda alguna seria la secuencia

ci6n de las clonas para definir exactamente el nümero de pares 

de pares de bases, las semejanzas entre las dos clonas y si real-

mente se trata de dos clonas o es solo una, esto por la semej~n

za en los kDNA's de las ~eishmania~. 

Para la secuenciaci6n fueron enviadas las s.iguientes. 

muestras : Las clonas de PBR322-MC y PBR32_2:-Gs,·:.·.:P.Úismido ·PBRJ22· 

sin digerir, Muestras de.kDNA de MC y GS,·~.;d~si~s:muestras en 

las mejores condiciones de pureza. 

Las muestras para secuenciaci6n fueron enviadas a DIJANE 

WIRTH quien hasta este momento hab1a realizados los mayores estu

dios en ~eishmania y contaba con cepas bien definidas y con 

patrones electroforéticos bien conocidos. 

La conclusion· del estudio fué, que las clonas difer1an 

solo en tamaño 30 pares de bases siendo mayor la clona de 

PBR322:-MC y la:.se.cuencia entre los dos fragmentos de kDNA eran 

distirit()~ imtre:~1 t~atándose de dos fragmentos de kDNA diferen

tes'per.; l~_múesh~ .'enviada. no foé. la suficiente p6r'.lo q1;1;. requ;. 

· r1a'n tin~ • ~ui:;i,tr~· mayor Pªl'.°ª un segundo estudio q~~ 'servir1a ,de 

apoyo a "io~ antéri~r."c. 
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Fueron enviados nuevamente muestras de las clonas de 

PBR322-MC, PBR322-GS, PBR322 y kDNA's de MC y GS y además le fue 

r6n pedidas a PIJANE WIRTH muestras de Leishmªnia i. mexisana, -

la cual seria usada corno referencia en los estudios posteriores

para comprobar la especificidad de la sonda. 

La respuesta final del estudio especifica que los fraq

mentos de kDNA clonados en el vector PBR322 coresponden o se ase 

mejan en nürnero de pares de bases y secuencia a las muestras de

kDNA' s de MC y GS enviadas para comparación. 
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t.o.- PISCUSION. 

Por los problemas encontrados durante la fase inicial 

de la etapa experimental referente a la identidad de cepas bacte

rianas y plasmidos es recomendable, hacer un análisis previo de 

reconocimiento tanto de la cepa de E.COLI HBlOl* y del plásmido 

PBR322 aQn cuando se hayan reportado en buanas condiciones de 

uso, y evitar se perdiera tiempo en reanálisis durante la etapa

experimental. 

Respecto a los posibles cambios que pudo haber sufrido 

la cepa de E.COLI HBlOl, después de los pases rutinarios sin pre-

vio reconocimiento, se consideran, mutaciones a nivel de las en -

zimas propias de E. COLI que degradan el PBR322, si es que este 

ha logrado penetrar o bien mutaciones a nivel de la membrana de 

la E.COLI lo cual dificulto la entrada del plásmido, en un caso 

comparativo de transformaci6n realizado en la escuela nacional 

de ciencias biol6gicas de IPN, en el departamento de bioquimica, 

los resultad~s fuer6n semejantes oblig'.'ndolos a rea .. li~ar estudios 

adiciona les sobre E~ COLI y. PBRJ 2 2 , por e;,)tás · 'ra'zon.es.: cÓns idera ·;,; 

mos viabl~~·· 'y probe~hoso¿ :¡;,~. 'é:áinb'iós:~~ ~.'.iarit6 ¡~~ .:'i usó de las 

;t~~~r 1J~1~~~~\,~~1 i~~~r ¡~~~~lr~~~t~.r 1i:t 
nes· . de .:~:::Jt~~rd1eªi¡¡:;:~It~L~;·:~~J tt:if;fj;t~s :s::::c~:: 
las muestras que ser'vi~ia'ri el~ 'ref-~rencia en buen estado;· en este 

114 



caso se habla de las muestras de PBR322 digeridas con ORA I, en 

al91ln tiempo atras aproximadamente 5 meses antes de iniciar el 

proyecto el plasmido PBR322 habla sido utilizado como referen

cia en otro proyecto en ~l cual ya mostraba cierta degradaci6n 

al momento de ser utilizado electroforéticamente como referencia. 

cuando se analizan las fotografías tomadas a los geles 

de agarosa estos presentan una resoluci6n no muy buena respecto 

al grado de definici6n de las bandas, cabe hacer mension que la 

agarosa utilizada para estos geles era donada a veces por el de 

partamento de Virología o por el departamento de Inmunología, 

esto por falta de.presupuesto del departamento de genética mole

cular. 

Haciendo enfasis en la fotografía o figura no. 11, en 

la ·extrema :derecha ··carriles 7, s, y 9 aparecen unas muestras del 

plásmid~ . ·~a~~'2}~ \'ai cuales reflejan un patr6n electroforético 

en el. c~~L l~s ~and~s ~o tienen muy buena separaci6n entre si, 

esto pone· d~m~n°i~iest~ que. para la separaci6n adecuada de las 

bandas se· necesitan geles de agarosa no mayores· al 1.0 % en con 

centraci6n, .en· dond~ al pareéer el más adecuado a nuestro proyec

to es el· o.s··t .en concentraci6n ya que. a esta se favorece muy 

bien la separaci6n de las bandas en las' muestras asi como de los 

marcadores de'peso molecular, ya que en.arnbos .. 'las bandas de nues-

tro inte~~s<ti~nen PE!so molecular no mayor a 'las seis mil (6, 0001 

pares de '~Ú'e~. 
ÍJ;~·.\;~z d'etérminada la conheiit;aC:i'Ó~ y cáii~ad .del plás-

'.·.,. - .•. -·· ! :;:· •. ;-·, ',·•: ' 

mido PBR322f~ .• · e'íctraício de E;coir ·.¡~{'oi*'; '~1e 'c\é~idiÓ par:a' obtener 
•• • • • ' • _, ••••• " - • - • "::'.. ·:.-~'~·.:--- ~ _- • - • <', 

la banda de nuestro interés usar un ije!: LMP que .'fácÜitaria en 

gran parte la extraéci6n de ia banda de~~á·~a r··~~t~ porque los ge-
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les de agarosa LMP favorecen una mayor separación de las bandas 

de peso molecular bajo, al referirnos a este tipo de geles como 

se aprecia en la figura no. 13' la banda de interes que tiene un 

peso molecular de 4,363 pb posee una muy buena separación no ha 

biendo banda alguna que pudiera interferir, considerando las ca-

racteristicas que presentarian los patrones electroforéticos de 

las muestras en el gel de agarosa a diferente concentración, de 

beria de elegirse ahora que ya se tiene la banda de PBR322f' que 

seria nuestro vector un gel d~ agarosa cuya concentración permi-

tiera una muy buena separación de las bandas de los marcadores 

de peso molecular, en donde la concentración que favorec1o este 

·t in fué la agarosa al o. a t en concentración. 

Se considero que los posibles restós fosfato que exis -

tieran en los extremos rasurados del vector ··.'PBR322f' digerido 

con la enzima ORA I podrian interferir e11: la U~~·J·ión. de el vec

tor PBR322 y los kDNA's de los minic1rculos_~e-~ikishmsnia con la 

T4 DNA ligasa, por lo que se decidio '·t~.;,t~r -~oio al vector con 

la enzima BAP, corno se observa en la flgura· n.o·.14, en los carri

les 4 y 5, no hay una gran diferencia ~~ii~ '·01 avance electrofo

rético de la banda de 4, 363 pb ~r~ta~'.a·~~·~ t~at~da con BAP y la 

banda d1'.1.·mismo peso molecular tratada eón BAP respectivamente, 

esto debido a que la cantidad de restos fosfato es m1nima compa

rad.a con 'ei ·tamaño en pares de bases del vector. 

·.Al-contar tarnbien con los kDNA's de MC y GS cuantifica

dos' Y- en muy buena calidad, y sabiendo ademas que corresponden 

realmente al fragmento de kDNA donde se encuentra la secuencia 

de_, pares de bases que regula o que controla que las especies de 
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un mismo qénero se comporten de manera diferente, como en el ca-

so de MC y GS, donde ambas muestras pertenecen al mismo qénero 

que es Le.ishm.i!nia ,l. mexis;;ana diferenciadas solo por su localiza-

ción como localizada o diseminada. 

El analisis nümerico de los resultados de los Rf's que 

corresponden al patrón electroforético del kDNA de MC Y GS, com-

parandolas con el marcador de pasos moleculares X 174, cuyos 

datos de Rf sirvierón para la curva de calibración de donde fue

rón cálculados los valores de pares de bases para los Rf's de 

las bandas del patrón electroforético de MC y GS, reflejan que 
. > ' ; 

realmente contamos'.' con el kDNA de la•. mustras de MC 'i GS. 

ccimó se'.óbserva en la fiqura no. 18, la cual correspon
"r:··,·. 

de a la c1C:.nac.i6n·· de· los fragmentos de kDNA de MC y Gs con el .· . 
vector Pá~3di;l'l6r el método de Tailinq las bandas que aparecen 

en los.· ~~~~des 4 Y< 3 pertenecen a las clonas : PBR322-GS y a 

PBR3~2,:;~C· ;;~~~e~~iva~ente y se encuentran a concentraciones dife-
: ~ .. ·' . . . . . . . ' 

rentes," si: .. ciónparamos el peso molecular de estas bandas con la 

ültima b~;~d~. 'éleí ·marcador de pesos. molecular de 5, 300 pb, cabe 

menc.l.onar qu~ 1~~· ~lepas de ~BR322-,Gs y PBR322-MC, antes de co -

rrei:se .. · el¿c'trc:;f~réticamente transformarón .a las células de 

E.Coli ttsi·oi~,;·~~~o ;¡P~Y~: ~ü~ niié~fhecho de que se cuenta real 

mente. con. ~n DNA~clonado,de¡,~.ishrn.ª-n.!a ,l. me.KiQana (kDNA) a un 

vector que es PBRÚ:i; 
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10.- CONCLUSIONES. 

A.- El crecimiento de los parásitos de .t.eishm.ania .l· me

xi~ana, es favorecido en cantidad y calidad en el medio 

RPMI modificado, el cual es enriquecido con sangre com -

pleta. 

B.- La extracci6n y digesti6n del plásmido PBR322 es fa·

cilitado con el uso de reactivos de preparaci6n no mayor 

a 24 horas. 

c.- Las dificultades encontradas durante las transforma

ciones de la cepa HBlOl, se deben realmente a posibles 

cambios en la membrana de E. COLI HBlOl o bien a la modi

ficaci6n de las enzimas citoplasmáticas de la misma. 

ti.- La formaci6n de la clona entre el vector PBR322 y 

los kDNA's de MC Y GS de .t.e.ishm.ania l· mexi~ana es más 

recomendable por el método ·Tailing que por el uso de T4-

DNA ligasa •. 

E. - La: dificultad :en· la ligaci6n de el vector· PB.R322 y 
. '· ' 

los·. kDNA'~·.di;·.: MC y GS pudiera radicar el la falta de 

extremos:·pe:gajl'.lsos para ser ligados con T4 DNA l.igasa. 

F.;. Se·lo.gró la .construcci6n de las dos clonas de PBR322 

con. el·. kDNA de MC y GS los cua~es en el análisis de se 

cuencia resultar6n ser diferentes en tamaño y secuencia 

pero similares a los estándares de referencia de MC y -

GS. 

G.- No se logr6 la comprobación de la especificidad de 

la sonda construida debido a la féllta de recursos econo

mices por parte del departamento de genética molécular. 
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ANEXOS N0.1 

PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES CON CaCL2 

1. - Crecer la bacteria en medio luria sin antibi6tico, incubar -

a 37 grados cent1grados. 

2. - Incubar 100 ml de medio luria con 1 ml de cultivo bacteriano-

recientemente crecido (del paso_ 1). 
' . • eº : 

3 .- crecer la bacteria con agitación a 37 .grados' hasta una den"si:. 

dad 6ptica de 5 --~- 10. C~l~(M_fn~ , ,, 
' :: : 
,·:\· 

4 • - Moni torear ú: o; 6. ::cada·' 3ó ''iniñúfcis' :;e ;.:/ 

5.- A la_D.0_, 6ptima~:eni~~tO~~:~~t~~d se pasan las céluiás.en tu -

6 .- •oejari~h hÍ~16,pril-';3diri.iJúf~i;';/ ·· ._.·.· 
.:; ::,'::,, :'.' .' ;;: "; ,";t '::;::,.-;._e\ :/t: .-.~~':;:' 

1 • ..;. i::entrúú9¡¡:r: ª::3._·. Óiio'#iU:Eirir•1s'min; 

a . ..,. oeciant~r i ~ej ~r ·;;r. ~osl'~i.6n -• i~~ei~ida 
·. :<;::,.'··'·~- ·:;··.¡:-''··-. ·-;·;~._.::.:'.•.-.e•-~·;:: ·i·~~-- "'- ·:·.~; 

porl .min. -

deja~ es'curr.i'r. :;~:'.>• }: > . 
9 •. - Resüsp_.,nci~r ?:~~a; paqUete''.en.)10 ní1 'de •. cad2.; o ;,l. ~- tr 10. 

10 • ..;. o~ja:~,"-~'.~ifri~.:~~t:·.~·5::;niri;~ L >. · .. ~- · t>~~c. ·;: .. · 
11.:. Cent~ifuga~·:~:3;[~ó:o rpm ~or 15 -minf .• < ··:··.· , ',;'·.· .• •< 

12. - Decantar Y d.'.;jªP:~a;q.-eu're;;.t;ef.:se>n/.},611fa~~e~~i-~~;of P.1'61}_ •.. _·_.ML:f:;:.r.~ito,~._·p.'.o.~-r. 
13 ;- Resuspende~_~í , . 2;in1' de ciicL2· ~ª~ª~ 
50 ml de_ cultivo original:;--· . ?: .· ,, : . . . ' .. 

14. - se pueden almacen~r {~~ ~élulas a 4 grados ~e~ti~ra~os en -

CaCL2, la ef icien~ia de t~~nsfor~aci6n incrementa de ~ ~ 6 vrces

durante la.s primeras .12 · - 24 horas de almecenaniie~to. -: 
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'l'RANSFORMACJ:ON. 

i.- Adicionar a 200 mcl de Células competentes, 10 mcl (500 -_ng) ·• 
de kDNA ligado. 

2.- Reposar en hielo por 30 min. 

3. - Dar choque térmico a 42 grados· centic;fri!do~- por;9~ seg.-· no· mo..;· 
~ ~--:. ;: : ---. ',' : .. :-;-:';-:-; ·:· -.- ' " . :./::::_· _:-~: 

ver los tubos. , .--,_., __ ,,_:_ }'- -:.,--- -,_-- .-.--

4. - 'l'ransferir rlipidarnente lo-s ;tuboii-~a'·liieio: por ·1 a· 2 ·- min. _ 
:·,.".\·•_:; ,. <'::·1' .·e·.:· 

5.- Adicionar 800 mcl de medio foria ~ ii'iC:ubar' .\s miri; a'37-gra -
.·,.:·.::_~·:e-.'· ,.;~~.: './( ;,.; 

,f' dos cent1grados. 

con tetraciclina corno -anÚbiéÍÜco·.:· 

... 
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ANEXO NO. 2 

PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES CON CaCL2 
MODJ:FICADA. 

l.- Hacer una diluci6n 1:25 de un cultivo de toda la noche en 

caldo luria fresco sin antibi6tico y crecer a la temperatura ade 

cuada hasta que tenga una o.o. de 600 nm. 

2.- Centrifugar 20 ml de cultivo a_ 6,500 rpm por 5 min, desechar 

el sobrenadante. 

3. - Afiad ir 10 ml de Tfm l ,· mezclar . suavemente, centrifugar a-

6, 500 rprn por 5 min, de~ecii~i e¡·~obrenadante. 
4. - Agregar 10 .ml de Tt~,'~--~J:ii.o; ·reposar 45 min en hielo, centri 

' ' .. ·:· '· 

fugar a 3 , 500 rpm; : ~~pii'ai·- el sobrenadan te. 

5. - Agregar Tfm 3 ;· '. 2' in1,': _ref;':'_spender suavemente. 

pH 7.5 10,0 mM 
.':";"<. 

Naé:1 0.15 mM 

Tfrn 2:· .. CaC12 .· 50.0 mM 
-· 

Tfln 3: TrÚ-Hcl pH 7.5 lO.O mM 
'• 

cac12 50.0 mM 

Mgso4;7 H20 10,0 mM 
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ANEXO NO. 3 

EXTRACCION DE PLASMIDOS. 

1.- Centrifugar el medio de cultivo y resuspender el paquete bac-

teriano en 2 ml de ssc lX. 

2.- Agregar 10 ml de: 
Glucosa 
Tris-Hcl pH a.o 
EDTA 

"Lisozima 

50 rnM 
25 rnM 
10 rnM 
5 mg/ml 

Dejar a temperatura ambiente durante 5 min. 

J.- Agregar 20 ml de una solución recien preparada.de: 
NaOH 0.2 N 
sos 1 t 

4 • _ ::~:;ª;::~:
1

:e d:::n::1::1Z:~fri~dª. ~n h~eio; ~-~~~g~r ·una'."' 

solución de ac~~~t~0g; p~t:si~ que se _p~ep~~á~ ~l~;·; ,;; . 
CHJ:COOH

0

••• GÍaci~i-······ . \.' •. ; __ ·~·.:,:_~._-11·: 5, ni1<"/':: '; 
. ··'!' . ..:·:·.; ·:.;: - :"--... .,, 

Ajustar elpH_a• _4,9 co~'Jfcl fumante•y afÓrár' a.:·100 ml con -
,- .: ·.,::, ... ~ -; : !;". ,·, -~ . ;:: : , . ,:.:·': :·: ~ ~ -. 

agua, dejar en lifeie> 'P'6rf(iO~:miii'; · • ·• ;•<· ' · · 
5.'". centrúíi~ar • ~~~;i2·iod~··;,.~;;;')is~~o~o 9Ji;;··~i~/4 gracios. 

6. - Tran~fe~Í.r el so.m~re ..... z}c;:_,ªl(¡a'r~n .. ;b~l.,~e;n~;,yf\_.d'.:e?J··af'rr ___ ~_:as~o-;y agregar O. 6 volúme 
nes de'_is'ópropano~•;·· .. ;;;, ···:·'. ,., ·_temperatura ambiente -

durante ls ,111in. '.:{''' '!) ;, , :, · 
1.- centrifugar /l/~~·º.º~º;;~~~-·CN~·~º? g)/25 min/4 grados. 

B. - Decantar el(sobrena.da~t~>_: ev~porar 'el solvente, lavar con eta 

nol al 70 t f-r1ó y ~~~Ú1f~~~r ?~:12; ooo rpm' ( 15, ooo g) ¡ 10 min •. 
- . . ~ ·' ... -~· - ,,, . ·: •. ' .• '.:. - ' .. ~,- . •" ·' • . : ' ' ' ¡'' . • • '.' • ' '·. -· • 

9. - Decantar d EiobrehacÍant.:., ;~-~car el precipitado y resu~pender'."' 
en 2 ml d~ TE ix. 

~ . ",• . 
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10. - Agregar 200. rncl de RNAsá (10 rng/ml) e incubar a 37 grados -

·por 1 hora. 

11.- Verificar la calidad y .cantidad del pUsmi.dÓ en·un gel de

agarosa a1.: cí; a.%. 
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ANEXO NO. 4 

PURIFICACION DE HINICIRCULOS. 

1.- Colectar los parlisitos de preferencia en fase logar1tmica y -

centrifugarlos 15 min. a 3,000 rpm. 

2.- Lavarlos con ssc lX y transferirlos a tubos de eppendorf. 

3.- Lisarlos con una soluci6n que contenga: 
sos 1 t o 
EOTA 2.0 mM o 
Tris-Hcl 0.5 mM pH 6.8 

sos 
EOTA 

2t 
so.o mM 

4.- Al'iadir 500 mcg (300 mcg/ml) d.e prote1nasa k y dejarlos incu -

b~ndo a 55 grados de 2 - 3 horas. 

s.,.. Pasar las muestras por jeringa·s de insulina .con agÚja de 21 -

:.:

3 

c::::::u:::e:~ miCrÓfuga de. 30 a~ ~o ~in;: 
7. - Colectar la pastilla y i~j~~i~,·~Ón ':TE ,;;ari~s ..;,:eces ~~~ante -

. - '.,.~ . .' ... ,-. .:'f :··· 
30 min.en microfuga·:· · );'°'· .. . >·.,_/ .: .. :· ·<: 

a.- Resuspender la paiti:ú~· én'-'70 rncl de H20 y ~Íi~di~·: 

· 1ó ,md?d~ B~fierhd~. ora\:I ,. / / , •. 

· .. ic, ~~~.~;: J~ :s,~ª~~~Fh~· 2i>.;~ :. .• . . . 
·10'.inc:L·d~:ÉnZiiiia~(ói'a.r)3 :u.1'iiíci) ·•·an· dos .• pasos: · 

.. , ... · -- .-. :.·-: -:=: .... ··1 ·: <i __ ; . .-::,- ' ·- ~--.' .:_'·!· :;:";'.-. • ,.; 

. Incubar.' a .3 j '<iri~§~,: P9J: 3 ····~~~~.~ ;.~~~l?y~.s:~;~~; ~á seg~."~ ...... adi -
~i6n·· de ·~nzi~~:·:L. \' · •. • ... . .. ·. >•. 

'.: ,, •• : ,_· • • 1 • ' ~:·-·· ••• • ' • • - • ¡\.:. .. ,,~ • 

9. - Verificar i~ dig~~:Ú6n en un g~Í.de ;¡\garosa ~l:o:s't en con._: 

centr~b¡~" ~·e· . :. · ·· ·· < · , , . : >, X 
10. - PurÍ.f i~ar' de ~er necesai'io l~~·~in¡¿i~~ulo~ de k~NA. de· Leish 

mania en LMP agarosa al '!:~ t en conc~riti-'aci6n: .·•· 
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ANEXO NO. S 

PURIPICACION CON ETANOL. 

1.- Para un volumen de muestra de DNA agregar medio volumen de -

acetato de amonio 7. 5 M y dos volumenes de etanol. 

2.- Dejar reposar 30 min en hielo seco. 

3. - centrifugar ls min •. '. 

4. - Decantar el sobr,e~ad_anta" y dejar en posici6;, invertida por -
. '.'·,":' '~· . 

3 min ~ : · .· .. {:~~:~ ~.:.~~\ .;:~\;. ,_ · ~~¡-~~:.~ -.~::_:;~···. ·.: -<. . .·. , 

s.- Lavar la pas_Üi_Ú '66ii et'anol':a1.C70 %;,'realizar d_os lavados. 

6.- En cad~.:;1~v'a~~ .c:.ii~hüÜiar de 5;..: 8 mbl en eppendorf. 

1.- Resuspend1fr {; pastill<t-~¡{;~·gH¿(), , 
"- ~ ~;.{: :- ;. 
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ANEXO NO. 6 

PURIFICACION CON FENOL-CLOROFORMO-ISOAMILICO. 

1. - Extraer con un volumen de fenal por cada volumen de muestra -

2.- centr1fuqar 15 minutos. 

3. - Extracci6n con fenal-cloroformo volumen a volumen con· la mues 

tra. 

4.- Centr1fuqar por 10 min. ;.. '.· !' 

5. - Extracci6n con cloroformo-isoamilibo·:~oÚÍrne~ f,t:i~ll\e~ con - ' 
;.''.;:,::·J~ ·, '.,• ' ,._ ~ ~ . ~ . :;·::,·· 

. . .;: 7 . ··~ ; ... \,·.·:~·~.· 
..·:··¡"·,:.·;:.,.~: .. t .. ::-:~-- :"' .-:::;. (·: 

: ·; '· . ~· 

7. - Adicionar un volumen ~e :~~~tito de ~in6~.iéi 5 M o))~én. o; 2 volu 
,.·, -. '- ' . -, ... _ ·,: ·. . .; -···: ):; ___ ;,_ . . . - -~~ 

menes· de acetáto de s6dio; ~·~~; M;/J;, ·· '.'.~ \. .· D 
8. - AÚcion~~- ai" mismo'' túb'o:2 :volumen'es :de ~tanol absoluto. 

·. "· .,, -. . .~ 

la muestra. 

9.- centri:fuqar ls.min a: 
10. - Lavar cbn e~an~L~i 70· .% 

. : ' - '·' ~ . ' 

•. 11.- Resuspender en. 10 mcl de 

126 



ANEXO NO. 7 

RECUPERACION DE DNA DEL GEL DE AGAROSA. 

. ·. \ 

1.-.cortar.el·gel de agarosa que contenga el fragmento de DNA. 

2.- Tri.tu~ar'e(gei de agarosa con una punta de micropipeta. 

3. - E~ una punta de una micropipeta colocar un trozo pequeno de 

algo~6n por"i~ p.arte interna, adicionar entonces los trozos del -

gel de,agarosa. 

4. - Colocar la punta de la micropipeta con el gel· dentro de· un -

tubo eppendorf 5 min en nitr6geno liquido~. 

5.- Centrifugar el eppendorff 5 min. 

6.- El DNA pasará al tubo eppendorf. 

7.- Checar la recuperaci6n de DNA en un gel dé ~~a/Clsa •. 
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ANEXO NO. 8 

PREPARACION DE GELES DE AGAROSA. 

Volumen (ml) 300 

Agarosa (g) 2.4 

TAE SOX (ml) 6. O 

EB (lo mg/ml) en ml lS 

lSO 

l.2 

3.0 

7.S 

ANEXO NO. 9 

PREPARACION DE BUFFERS. 

Volumen (ml) 2,000 1,000 

TAE SOX (ml) 40 20 

EB (lo mg/ml) en ml 100 so 

H20 c.b.p. 2, 000 1,000 

100 

o.a 

2.0 

s.o. 

soo 

10 

2S 

soo· 

: 

so 

0 •. 4. 

1.0 

2.s 

2so 

s 

· 12.s 

2so 
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ANEXO NO. 10 

PREPARACION DE BUFFERS 

fil!EEfili TAE CTRIS ACETATO! : Para un litro de solución stock a una 

concentración sox. 

fil!EEfili TPE CTRIS FOSFATO! 

lll!E.E.EB TBE CTRIS BORATO! 

BUFFER TE ITRIS EDTA! 

a).- 242 g Tris base 

b),- 57.l ml CHJCOOH Glacial 

c),- 100 ml EDTA 0.5 M (pH 8.0) 

Para un litro de solución stock a una 

concentración lOX. 

a) .•. -'.:108 g Tris base 

b).- 15.5 ml CHJCOOH Glacial 

. c:>.-.'46.~m~-~DTA 'o.s ~ (pH 8.0) 

Par~ un Útro de's~l~cic;n stock a. i.tna 
<·; .,_ .. ,, ·--< <;:;·~ . -\';- -~;· .. · -~ 

conc'7~º~~~~-~~~-· ~:-~~-~-,. _Júi;! ;·.>:.:; 
a>.-> 54'..9 ;¡;¡::i_-;; 'basé·; .. :'. 

. ·_<.')',:~-,- ' ...... · '• •' '. 

~> .~. 21 .5 g:·.'..Aé:i.Cic,;¡;gri~c>: 
.,·--:;.';•. ., ; . :~ . ··' .. 

~::. _:·:.;;':.<:/!. ,. ~¡~ ~~>;., ' 
eára un litró d.; ~oii.tci6n'stock a una -

~; . 
. • boncéntra~i¿~~{{/. ' •· ·· 

a):- l2Ll ~;ris ~as~'.::'ajustár a pH -

.á.o/~~¡/4; ~i-~~·Ji·6(~~~~:· 
'b).- 372,2g .EDTA.2ttio;aj~~~ara -

pH a.o con NaOH~· 
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A.~EXO NO. 11 

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA E.COLI HB101 

Y LEXSHMAIA. 

E.COLI HB101: 

CALDO LURIA (CON O SIN ADICION DE ANTIBIOTICO) 

Ingredientes por litro 

Bacto beef extract 

Bacto peptona 

3.0 g 

5.0 g 

Bacto lactosa 5.0 g 

ajusta pH a 6.9 a 25 grados cent1grados 

AGAR LURIA (CON O SIN ADICION DE ANTIBIOTICO) 

Ingredientes por litro 

Bacto beef extract 

Bacto peptona 

Bacto lactosa 

3.0 g 

5.0 g 

5.0 g 

Bacto agar 2.0 g 

ajustar pH 7.0 a 25 grados cent1grados 

CONCENTRACION DE ANTIBIOTICO. 

TETRJ\CICLINA 30 MG/MCL · 

AMPICILINA : 40 MG/MCL 
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ANEXO NO. 12 

PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO PARA LEISHMANIA 

MEQ1Q .l2f; SENEKJIE. 

Bacto - beef 

H20 destilada 

s.o g 

200 ml 

Hervir y filtrar filtrar con papel Wathman no. 42, lle -

var al volumen original y añadir: 

Bacto - peptona 

Bacto - agar 

Nacl 

4.0 g -

,: 6~-0 g 

::i.·o _g>-

Ajustar el pH a 7. 2 -. 7. 4 ~on,N¡ioH; i.~t~~i).i~ar en auto-

. .·:.··.·· 
MEDIO RPMI - 1640; __ 

1, - Medir aproximadamente_ g'o°':!Di'd_;' ag~a de"~t:Ü'ada Y::desi~nÚada-
en un· mátaz:. ·._,:·~ ~/~::? '.::.·;;':'.~' ::;,< ¡•.¡-~ ~·;.:~~~:_ - :~·-,.: -·-- ~;\ ... :~ :-~~<~/:·.-y·:~ <~~:r .. ;~ ,:_\,: ;. 

2. - Áñadir el: cJ~t:=éii<>'~~e un ª.~b.r;,,,de m:~.~ió- ~l ;?~; á una ~empe.; 
ratura de' 15 '-' ''3o, grados_ centíg~ados~~ :; ./ ',, i .- i;; 

. -,:;:, :::.:-
3 • .;. Agit~i:' si.iaveme!nté:.)iasta, que: se ciisueiva;e~':~olvo P?r corn> ' 

p1_~_t~._-,_> /: ·' __ -_. __ ::- • __ :_·_-__ ,_ --·r .. _ .•. ';,;: ., ' -- .::,'' __ :: -:- " · · ;:r · ~\'"- ··:·:-~ · .. ,.--:· ___ -:~t. ... .,_: -
4;- DÜÜir-_ai volumen el~ 100°. ml. •: _/> ; 
5.;. Ajil~'t'.;'~ ~]_ ~~ ~6h • NaoÍi' o HCL dependiéndo del valor iriiC:ial 

obtenidó;•ester¡ii~~i por _ni~ilipore (o; 22 micro~~Úosty-distd-'-
• ' , '.°· . .-.... ,_, __ , 

bu ir en fra'scos ·~sté'rÜes de ioo mi', guar?~r hasta su ~so a 4 gra 

do_s centrl~~~do~. : 
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SOWCION m: ~. 
NaCL 9.0 g 

CaCL 0.2 g 

KCL 0.4 g 

Bicarbonato de S6dio 0.2 g 

Glucosa 2.5 g 

H20 destilada 1.0 lt 
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ANEXO NO. 13 

CALCULO PARA LA EFIC~ENCIA DE TRANSFORMACION. 

PRIMERA TRANSFORMACION 

1. - VOLUMEN DE CELULAS TRANSFORMANTES ESPREADAS POR CAJA DE AGAR

LURIA CON ANTIBIOTICO (VC). 

2. - NUMERO DE COLONIAS CONTADAS POR 100 MCL DE MUESTRA DE CELULAS 

TRANSFORMANTES. 

3.- EFICIENCIA DE TRANSFORMACION. 

CALCULOS. 

1.- VOLUMEN ESPREADO 100 MCL 

2.- NUMERO DECOLONIAS 230 COL 
:. -·' .-- ' 

NO. COLONIAS POR ML = ( 230 COL) '(:1,,000 MCL:) / .c1.oo MCL) 

. 2;300',coL/ML . > 
NO. COLONIA POR: MICROGAAMO.DEPBR322 

=. ( 2,300.COL ). -( 

1.15' X lO 

.(. 200' NG) 
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