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IL 	Interleucina 
D.O. 	Densidad óptica 
ELISA 	Ensayo innuinoenzimático ligado a enzima 
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IV 	Intravenosa 
1.0 	Leishmaniasis cutánea 
LMC 	Leishmaniasis mucocutánea 
1,V 	Leishmaniasis visceral 
I.CD 	Leishmaniasis cutánea diseminada 
ml 	mililitros 
Th 1 	Linfocitos Thl 
Th2 	Linfocitos Th2 
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INTRODUCCION 

Las Leishmaniasis son enfermedades cutáneas, mucocutáneas y viscerales 

causadas por protozoarios intracelulares del género Leíshmania. Según la OMS son 

80 países donde se presentan casos de Leishmaniasis humana, y pocos cuentan con 

los adelantos tecnológicos y capacitación del personal pata manejar la mayoría de 

los métodos de diabólico debido a que es un problema fundamental de países 

subdesarrollados. Normalmente para llegar a la identificación de Leishmania se 

sigue una secuencia que inicia con el criterio clínico-epidemiológico, bases 

parasitológicas (comportamiento in vivo e in vitro); así como la aplicación de 

métodos serológicos. En México el diagnóstico depende de las manifestaciones 

clínicas, la aplicación de técnicas inmunológicas como la Intradermorreacción 

(IDR) con leishmanina, técnicas parasitoscópicas corno improntas y biopsias 

(puna o quirúrgico) y aspirados en medios específicos así corno de métodos 

serológicos en los cuales se, determina la respuesta al agente, identificando los 

anticuerpos antileishmania por Ininunoíluorescencia Indirecta (III). Se han 

realizado pruebas por inmunoensayo enzimático (ELISA); sin embargo la 

especificidad del ELISA no es del todo satisfactoria pues existe reactividad cruzada 

entre las isoliemaglutininas de grupo sanguíneo y los antígenos de superficie 

(glicoconjugados)de Leishmania mexicana mexicana y probablemente de 

anticuerpos antiflora microbiana. En este trabajo se pretendió obtener un antígeno 

libre de reactividad cruzada para eliminar la inespecificidad en el serodiagnóstico de 

la Leishmaniasis. 



FUNDAMENTACION 

El problema de la Leishmaniasis en México no se conoce con exactitud, se 

estima que puede haber hasta 10 mil casos nuevos cada año, con la aparición de 

nuevos focos endemicos en Nayarit, Jalisco, Veracruz, Oaxaca y Sinaloa. Es un 

importante problema de salud pública ya que en el caso de la forma cutánea 

diseminada conlleva problemas psicológicos y socioeconómicos desfavorables 

incapacitando a la persona afectada para llevar una vida normal. Se ha reportado que 

el diagnóstico serológico de la Leishmaniasis por el método de ELISA indirecto 

presenta problemas de inespecificidad en el suero de sujetos sanos con grupo 

sanguíneo 13 y en menor grado con A y O. Marcus expresó la posible interacción 

entre un antígeno parasitario y el antígeno de grupo sanguíneo del huésped de la 

siguiente manera: "Si el agente infeccioso posee un antígeno A, el anticuerpo anti-A 

poseído por personas de grupo sanguíneo B y O podrían contribuir con los 

mecanismos de defensa del huésped, así individuos de grupo sanguíneo A podrán 

ser parcialmente tolerantes al parásito y exhibir una respuesta inmune inefectiva; al 

respecto Balta y col. propusieron que los parásitos de Leishmania pueden utilizar 

un sistema de imitación de los antígenos de grupo sanguíneo del huésped para 

evadir los mecanismos de defensa del huésped. Además de que los carbohidratos 

constituyentes 	del parásito están inmunológicamente relacionados con los 

antígenos de grupo sanguíneo. Por lo que es importante su estudio. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En México el diagnóstico de la Lcishmaniasis se basa en criterios clínico-

epidemiológicos, parasitológicos y en el caso de las fonnas mucocutáneas, cutáneas 

diseminadas y viscerales confinado con técnicas serológicas que utilizan 

microorganismos intactos: Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) y aglutinación 

directa o bien, proteínas provenientes de la ruptura del parásito como el 

enzimoinmunoensayo (ELISA), fijación del complemento, hemoaglutinación 

indirecta, partículas de látex sensibilizadas e inmunoelectrotransferencia 

(inmunoblotting). Sin embargo se ha encontrado falta de especificidad en la técnica 

de ELISA Indirecto cuando se procesan sueros de pacientes sanos con grupo 

sanguíneo 13 y en menor grado con A y O. Dado que los determinantes antigénicos 

reconocidos por las isohemaglutininas de los grupos sanguíneos son azúcares, se 

sugiere el estudio del antígeno que presenta reactividad cruzada con el grupo 

sanguíneo mediante su adsorción por cromatogratia de afinidad, ya que es más fácil 

eliminar el carbohidrato del antígeno de Leishmania que adsorber sueros 

individuales con eritrocitos para eliminar la inespeciticidad con las isoaglutininas; 

así como el corrimiento de los mismos sueros con antígeno extracto total de 

promastigotes de Leishnumia. 
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1. MARCO TEÓRICO 

Sinonimia. Las Leishmaniasis reciben diversos sinónimos dependiendo de la forma 

de la enfermedad y de la zona geográfica donde ocurren (1,2,3): 

Leishmaniasis Cutánea (LC): LC simple o localizada, úlcera de los, chicleros, uta, 

botón de oriente, botón de Aleppo, botón de Briska, forúnculo de Jericó, 

enfermedad de Borovsky, Pian de la selva de Yucatán. 

Leishmaniasis Cutánea Diseminada (LCD): Leishmaniasis anérgica hansenoide, 

forma alérgica lepromatosa leproide, leishmaniasis tegumentaria difusa o 

diseminada. 

Leishmaniasis Mucocutánea (LMC): Espundia, bubas brasileños. 

Leishmaniasis Visceral (LV): Kalthazar, fiebre de Dum Dum, fiebre negra esplénica 

infantil. 

1.1 DEFINICIÓN. Las Leishmaniasis son enfermedades causadas por protozoarios 

del género Leishmania, hemoflagelados que atacan a la piel y víseerds del hombre y 

de diversos animales. Son transmitidas por la picadura de la hembra de un pequeño 

mosquito piloso de los géneros Phlebotomus  (Viejo Mundo) y Lutzomyfa  (Nuevo 

Mundo) (4). 

Constituye una de las seis enfermedades tropicales más importantes a nivel mundial 

y la segunda parasitosis de importancia en latinoamérica, las leishmaniasis se 

presentan de manera endémica, preferentemente en las zonas tropicales y 

subtropicales de los paises subdesarrollados, alelando mundialmente a 12 millones 

dé personas, de las cuales enferman cada año 400 mil y con 350 millones en riesgo 



de contraer la enfermedad (1,4,5). Se estima que las epidemias recientes de 

Leishmaniasis en la India y Sudán cobraron 75 mil muertos tan solo en 1991 (6). 

1.2 AGENTE ETIOLÓGICO 

Las Leishmanias son protozoarios representativos de la familia Trypanoson►atidae, 

lo que implica que su ciclo de vida transcurre en dos t'orinas: Una forma flagelada 

extracelular o promastigote, que se encuentra en el tubo digestivo del insecto vector 

o experimentalmente en medios de cultivo acelulares, teniendo en estos casos una 

forma piriforme de 12 a 201.tm de longitud y 1.5 a 3.51.tin de ancho, consta de un 

nútleo central y un flagelo anteronuclear, que nace de un cuerpo basal situado por 

delante del cinetoplastO y sale del cuerpo por el polo anterior, carece de membrana 

ondulante. En el hospedero humano se encuentran en células del sistema fagocífico 

en forma aflagelada, intracelular obligada o amastigote los cuales son de forma 

redonda u oval, de 2 a 5 pm de diámetro con un gran núcleo excéntrico y un 

cinetoplasto que consta de blefaroplasto y cuerpo basal de donde nace un rizoplasto 

que se convierte en flagelo en el promastigote Para observarse al microscopio de 

luz, a pesar de que estos parásitos son visibles con las coloraciones de rutina, ya que 

su.núcleo es relativamente grande y muy basofilico, se ven mejor cuando se emplea 

Giemsa, Gallego, Wright y Feulgen. Con el Giemsa el núcleo se tiñe rojo brillante y 

el cinetoplasto morado (2,3,4,7,8). 

El metabolismo de Leishrnania se caracteriza por utilizar carbohidratos sobre todo 

dextrosa, por presentar fermentaciones aeróbicas, con la excreción de productos 

finales parcialmente oxidados: su respiración probablemente es catalizada por 

metales pesados, pero no se sabe si poseen un sistema funcional completo tipo 

citocromo (9). 
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Originalmente las clasificaciones se basaron en criterios de distribución geográfica, 

enfermedad producida en el hombre, diferencias en reservorios, virulencia en 

roedores, termosensibilidad y diferencias en el vector. En la actualidad los métodos 

más extendidos utilizados para la identificación de las especies se basan en métodos 

bioquímicos principalmente en el patrón de isoenzimas. Sin embargo, debido a sus 

limitaciones se han desarrollado técnicas basadas en la utilización de la biología 

molecular que a tráves de la caracterización de las secuencias del ADN del parásito 

permiten la diferenciación de especies. Sin embargo estas metodologías se hallan 

restringidas aun a laboratorios seleccionados (4,7). La clasificación taxonómica del 

género Leishmania fué modificada por la OMS en 1990, de acuerdo a la posición 

del parásito en el tubo digestivo del vector, dividiendo al género Leishmatzia en dos 

subgéneros: Leishmania y Viannia. Cl primero se desarrolla en la parte anterior al 

píloro (desarrollo suprapilórico), en el punto de unión del intestino medio y 

posterior. Viannia por su parte lo hace, tanto en el intestino medio como el posterior 

(4,10,1 I) (Cuadro 1.2.1). 



Cuadro 1.2.1 Taxonomía del género Leis/unania 

REINO: Prolista 
PHYLUM: Sarcomastigophora 
SUBPHYLUM: Masligophora 
CLASE: Zoomastigophora 
ORDEN: KIneloplastida 
SUBORDEN: Trypanosornalina  

COMPLEJOS] [ESPECIES 

L. donovani 
L. donovani 	L. chagasi

1.. intantum 
— L. archibaldi 

GENEROS SUBGENEROS  
L Montea 	L. troPica 

L. killickf 

L. majar -E L, majar 

— Crithidia 

Leplomonas 

HerpeptoMonas 

—Leishmanla 1. aethlopica -E L. aelhiopica 

- L, mexicana 
1.. amazonenesis 

L. mexicana -- L. garhami 
L. pitanol 

- L. venezuetensis 

Blastocrithidia 

FAMILIA 
Trypanosomatidae Leishmania 

Saumieishmania" 

— Viejo Mundo: 
L. arabica 

No patógenas 	L gerbilli  
— para 	— 

el hombre: 	Nuevo Mundo: 
aristídesl 

L. enríen! 
L, deanei 

hertigi 

Trypanosoma 

Phytomonas 

No asignado 
L. lainsoni 

L braziliensis L. braziliensis L. peruviana 

— Endotrypanurn 

L. guyanensis 	L. guyanonsis 
L. panamensis 
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1.3 ANTECEDENTES HISTÓRICOS 

En el viejo mundo, la primera descripción de la leishmaniasis tegumentaria es 

atribuida a El-Razi en Irak alrededor del año 1500 de nuestra era. En 1885 

Altounyan publicó un trabajo sobre el padecimiento en Aleppo, Siria y Cunninghan 

en ese año observó por primera vez a los parásitos a los que supuso "esporas 

incluidas en una amiba". En 1903 Leishman describió los parásitos causantes del 

Kala-azar, Donovan los redescribió en el mismo padecimiento y Wright crea el 

género Leishmania en honor a Leishman. 

La historia de la existencia de la leishmaniasis en América data desde 1788, cuando 

Hipólito Ruíz botánico español, en Perú hizo una descripción de la presencia de 

"llagas corrosivas" en la cara de los nativos, los cuales atribuían estas a la picadura 

de un insecto llamado uta. 

En México se asegura que las leishmaniasis existieron desde la época precolombina, 

ya que Diego López de Cogolludo, relató que los primeros franciscanos que 

intentaron convertir a los ltzaes del Petén, encontraron numerosos indigenas con las 

"orejas podridas". El primero que describió la leishmaniasis tegumentaria en 

Yucatán y en México III Seidelin en 1912 quién le llamó "úlcera de los chicleros" 

por encontrar las lesiones ulcerosas con mucha frecuencia en las orejas de los 

trabajadores dedicados a la extracción de la resina del chicle. El primer estudio 

epidemiológico mexicano sobre leishmaniasis fue realizado en 1942 por Beltrán y 

Bustamante en campamentos chicleros de la península de Yucatán (4). 

En 1953, Biagi en Escarcega, Campeche, observó que la úlcera de los chicleros se 

comportaba en forma más parecida a la leishmaniasis cutánea causada por L. tropica 

que a la producida por L. braziliensis, que se suponía era la única especie que 

producía leishmaniasis tegumentaria en América y considerándola una subespecie 
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de aquella, la llamó L. Iropica mexicana. Este criterio fué avalado por Grarnham y 

Adler quienes la convirtieron en una nueva especie: Leishmania mexicana. 

1.4 DISTRIBUCIÓN GEOGRAFICA Y EPIDEMIOLOGIA 

Actualmente se sabe que las zonas de endemia afectan por lo menos 17 estados En 

primer lugar por su frecuencia y extensión están los estados del sureste, que 

comprenden desde el sur de Veracruz, Tabasco, Oaxaca, Chiapas, Campeche, 

Quintana Roo y SO de Yucatán. Otra zona corresponde a la llanura del Golfo y faja 

que se inicia en la costa tamaulipeca y penetra hasta Coahuila y Nuevo León, 

abarcando una porción al Sur de Texas. Así mismo, se han detectado casos en los 

estados Mediterráneos como S.L.P., Morelos, Puebla e Hidalgo (Huasteca). Por el 

pacifico se encuentran los estados de Nayarit, Michoacán, Jalisco y recientemente 

también en Sinaloa (Fig. 1.4.1). 

Generalmente la ecología en las áreas endémicas de esta parasitosis son las zonas 

selváticas, donde prevalece la selva tropical, siempre verde o perinnifolia y también 

en la pseudoperennifolia, los cuales se desarrollan a altitudes de O a 1000m. y en 

algunas zonas hasta 1500m,, sant, con temperatura media anual generalmente no 

inferior a 20 °C, con precipitación pluvial que oscila entre 1500 a 3000 mm de Hg. 

Por esto en algunas áreas en las que aún no se han detectado casos de la 

enfermedad, son sospechosos por reunir las condiciones ecológicas similares a las 

áreas de endemia conocidas. Sin embargo, el área endémica del Norte, la ecología es 

muy diferente y corresponde a zonas semidesérticas (12). 



Fig. 1.4.1 Distribución geográfica de las especies de Leishmania y de las 
leishmaniasis en México. 

Leishmania mexicana mexicana 

■ Leishmania braziliensis braziliensis 

Leishmania clonovani chagasi 

Leishmania braziliensis braziliensis (casos de LMC) 

Ca Leishmaniasis mucocutánca 

• Leishmaniasis cutánea localizada 

■ Leishmaniasis cutánea diseminada 

111 Leisbamaniasis visceral 
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La época del año en que ocurre mayor incidencia de la enfermedad es el periodo de 

lluvias debido probablemente al aumento considerable de densidad de población del 

insecto transmisor. La ocupación que se considera más relacionada con la 

enfermedad es la agricultura, aunque también se observa en personas que se dedican 

a la caza, explotación de maderas preciosas, en los que laboran en la construcción de 

vías de comunicación, en profesionistas que se encuentran en zonas de endemia, por 

actividades de explotación y agrimensura, es común en arqueólogos que trabajan en 

la zona maya (2,13). 

El sexo masculino es el más afectado, aunque ambos sexos scan igualmente 

susceptibles a padecer la enfermedad, la mayor incidencia en hombres se debe a la 

mayor exposición por razones ocupacionales. 

1.5 VECTOR. 

Los vectores invertebrados son pequeños dípteros pilosos de la subfamilia 

Phlebotominae, con 600 especies y subespecies, con 70 transmisores de 

leishmaniasis, de los cuales, 38 están distribuidos por todo el territorio mexicano y 

el único transmisor comprobado es Lutzomyia  (Nyssomyia) ohneca se supone que 

Ja►, diabólica transmite la leishmaniasis cutánea localizada y difusa en el norte de 

México y l.u. cruciata la úlcera de los Meleros en Oaxaca y Nayarit (4). 

Estos artrópodos se distribuyen por todo el país, pero son importantes sólo en la 

áreas de endemia de leishmaniasis. Lut7on yia se conoce vulgarmente como 

"papalotilla", del Náhuatl -papalotl-, que significa mariposa; recibe este nombre 

porque sus alas siempre descansan erectas como las de las mariposas, mide de 3 a 4 

mm de longitud, el adulto es encorvado, de color atezado, con, ojos negros 

conspicuos, cuerpo y alas pilosos . Sólo la hembra es hematofi►ga, aunque al igual 

que el macho también se puede alimentar de los azúcares de las plantas. Su hábitat 
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es la selva, descansando en madrigeras de roedores y en hendiduras de corteza de 

arboles. De 30 a 36 hrs. después de alimentarse, la hembra deposita de 30 a 50 

huevos en agujeros obscuros y húmedos cercanos a desechos nitrogenados, los 

cuales después de 6 a 12 días, se transforman en larvas y de 20 a 30 días después en 

pupas para convenirse en adultos de los 6 a 14 días posteriores, los cuales viven de 

2 a 3 semanas, aunque pueden vivir hasta 2 meses, teniendo un ciclo vital completo.  

de 53 a 100 días, dependiendo de las características de humedad, temperatura y 

alimentación. El horario de actividad es crepuscular y nocturno, aunque 

ocasionaln►ente se le pueda ver por el día. Su vuelo generalmente es en tramos 

cortos de unos cuantos metros o a saltos y a un metro a dos de la superficie, aunque, 

se ha descrito que pueden viajar hasta 1.5 a 2 km (14). 

1.6 RESERVORIO 

En la naturaleza se preserva la enfermedad en reservorios mamíferos domésticos y 

silvestres. En México, Velasco y Col., han comprobado que los reservorios son 

eanis Puniliaris  (perro doméstico) en Oaxaca y Nassua nado (Tejón) en 

Chiapas.(4). La infección en los reservorios se caracteriza por presentar con mayor 

frecuencia en la parte dorsal de la cola y en su parte media, en las orejas o en las 

patas, pequeñas ulceraciones cubiertas por costras serosas. 

Cabe señalar la probabilidad de que la leishmaniasis se incremente importante-mente 

puesto que los enfermos mismos de leishmaniasis Manea diseminada (LCD) 

pueden funcionar como reservorios ya que conviven íntimamente con los 

reservorios (Velasco CO. Leishmaniasis Cutánea Difusa en México. Presentado en: 

Reunión de la Sociedad Mexicana de Parasitología, Abril 1995, México D.F.). 
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1.7 CICLO DE VIDA 

La hembra de Lutzomyia es hematófaga e ingiere el parásito en forma de 

amastigotcs, en el intestino medio se transforman en promastigotes, los cuales se 

multiplican por fisión binaria de modo que al cabo de 4 o 5 días se le encuentra.en el 

intestino anterior y la proboscide como formas metacíclicas, que son el punto final 

del ciclo de vida en el insecto (7,10), pudiendo ser inoculados al picar a un 

vertebrado susceptible. En el mamífero, las leishmanias se transforman y 

multiplican como amastigotes en el interior de las células del sitema fagocítico 

mononuclear. Su distribución en la superficie del cuerpo o en las vísceras, 

dependerá de la especie de Leishmania, el tamaño del inoculo y posiblemente 

incluso factores existentes en la saliva del vector (como el maxadilan), capaz de 

potenciar virulencia y facilitar la dif ►sión del parásito al inhibir la actividad de los 

m►crófagos (15,16); así como de su virulencia y de las diferencias inmunitarias y 

genéticas del huésped (1,2,17). El ciclo se completará cuando otro llebotomo pique 

al individuo infectado (Fig. 1.7.1). 
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transmisión en 
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Fig. 1.7.1 Las moscas Phlebotomlls sirven como vectores para las distintas especies 
de Leishmania, transmitiendo promastigotes en el momento de picar al huésped 
vertebrado. La invasión de las células tisulares locales, con la conversión del 
parásito en amastigotes, produce lesiones cutáneas de diversos tipos y grados. Las 
moscas Phlehotomm ingieren amastigotes al alimentarse, éstos se multiplican y 
transforman en promastigotes, que luego son transmitidos. 
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1.8 FORMAS CLIN1CAS. 

Las manifestaciones clínicas dependen principalmente de las especies de parásito y 

de la constitución genética del huésped para desarrollar una respuesta inmune 

celular efectiva (18). En este sentido la infección en el hombre puede ser inaparente 

o subclínica, o bien presentar manifestaciones que varían desde úlceras cutáneas a 

comprometimiento extenso de piel y mucosas o presentar enfermedad sistemica, con 

afectación generalizada del sistema fagocitico mononuclear (8). 

En México, el principal agente causal es la subespecie Leishmania mexicana 

mexicana que aunque no siempre genotipicamente idéntico, ocasiona tres formas 

clínicas diferentes: la leishmaniasis cutánea localizada (LCL) o úlcera de los 

chicleros, ésta es la forma más frecuente y se caracteriza por un nódulo, pruriginoso 

que puede evolucionar hacia la ulceración o 'una placa infiltrada inclusive vegetante 

que púede durar meses o años en sanar excepto cuando se localiza en orejas, donde 

frecuentemente es crónica y mutilante (4). La leishmaniasis cutánea diseminada 

(LCI)) o leishmaniasis leproide, es incurable, deformante e incapacitante, se inicia 

por un nódulo no ulcerado en el sitio de la picadura del insecto que se disemina por 

vía linfática, tisular y hemática formando múltiples nódulos causando una afección 

generalizada grave que simulan una esporotricosis linfangitica o a graves lesiones 

en placas. Una característica importante es la atter& a leishmanina, PPD y 

candidina en el paciente con remisiones espontáneas en las épocas calurosas del 

ano. La leishmaniasis mucocutánea (LMC) o espundia, que se caracteriza por 

lesiones muy destructivas de mucosas nasales y ordaringeas, que pueden entorpecer 

la fonación y la deglución e incluso causan inanición, debido al intenso dolor. No 

cura espontáneamente y resisten a la quimioterapia específica (19,20). 

Las secuelas de la enfermedad están constituidas por lesiones cicatrizales como 

placas atróficas, deprimidas, en ocasiones discrónicas y con telangiectasia 

(dilatación de vasos capilares de pequeño calibre). En orejas se observan 
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mutilaciones que aparecen como muescas en el hélix y en mutilaciones mayores, 

solo se observa la concha, lóbulo y parte del hélix. La afección ganglionar regional 

afecta aproximadamente al 2% de los pacientes que cursan con el padecimiento 

(13). 

1.9 LA RESPUESTA INMUNOLOGICA EN LA LEISHMANIASIS 

La leishmaniasis es una enfermedad que presenta un amplio espectro de 

manifestaciones clínicas, las cuales regularmente inducen a la expresión de un tipo 

de inmunidad característica, que dependen de la capacidad de respuesta del huésped 

contra el parásito (Fig. 1.9.1). 

Las diferentes formas clínicas de la leishmaniasis dependen de una variedad de 

mecanismos inmunológicos que a su vez están condicionados por las características 

genéticas de cada individuo y por las diferentes especies de Leishmania que lo 

afecten (4,8,22). 

El primer mecanismo de defensa al que se enfrenta el parásito es a los componentes 

del suero. Se ha demostrado que Leishmania activa complemento por las vías 

clásica y alterna, siendo los promastigotes muy susceptibles a este sistema. Al entrar 

en contacto el parásito con.el inacrófago, éste se une a varios receptores sobre los 

mítcrófagos, incluyendo los receptores del complemento (CR I y CR3), receptores 

de manosa-fucosa (MFR), receptor de Ilbronectina (FNR), receptor de manosa N-

acetilglucosamina y el receptor de la fracción Fe de los anticuerpos entre otros; los 

cuales se unen directa o indirectamente a moléculas de superficie de Leishmania, las 

más importantesson la gpó3 y la lipofosfoglicana (LPG) (4,21,23,24,25). 

Dentro del fagolisoSoma, Leishmania tienen que enfrentar. mecanismos microbicidas 

dependientes e independientes del oxígeno. Los productos secretados por 

macrofagos son dos grupos de compuestos inorgánicos altamente reactivos, el 

primero incluye iones superoxido, peróxido de hidrógeno, y en algunas poblaciones 
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de fagocitos mononucleares, los productos de la mieloperoxidasa, y el segundo 

grupo incluye nitritos (NO2 ) y los óxidos reactivos relacionados tales como óxido 

nítrico y dióxido de nitrógeno. Investigaciones recientes han demostrado que hay 

una gran correlación entre la actividad leishmanicida de macrófagos murinos y la 

producción de nitratos (NO2) derivados del metabolismo de la L-arginina (26). El 

óxido nítrico es sintetizado a partir de un átomo de nitrógeno guanidino terminal de 

la L-arginina y un precursor de nitritos puede eliminar la ruta enzimática 

dependiente de hierro vital para la supervivencia de =amigotes dentro de 

macrolhgos (27). El promastigote es más susceptible a estos mecanismos que el 

amastigote, por lo que su sobrevivencia dentro del macrófago va a depender de su 

rápida transformación de promastigotes a amastigotes (metaciclogénesis). 

Leishmania entra, sobrevive y se multiplica dentro de fagocitos mononucleares 

(4,23,26). 

Las infección por Leishmania produce una estimulación de la respuesta inmune 

celular mediada por linfocitos 1' con la participación de las células presentadoras de 

antígeno, así como de la respuesta inmune humoral, mediada por linfocitos 13 

(19,20,22,28). 

La respuesta inmune celular es la principal responsable del control o eliminación de 

la infección. Dentro de los linfocitos T existen poblaciones heterogéneas con 

fenotipo diferente expresado en la superficie como marcadores moleculares, dentro 

de estos tenemos las poblaciones CD4+  y CD8'. Dentro de las CD44  existen dos 

subpoblaciones: Thl y Th2, las cuales se diferencian en su patrón de secreción de 

citocinas y el balance de estas determina el curso de la infección. Se sabe que las 

líneas celulares que transfieren protección pertenecen a la subclase 1'111, en tanto 

que las que exacerban la enfermedad son Th2. Además, los ratones susceptible 

BALB/c responden a la infección con Leishmania preferentemente con linfocitos 

Th 2, lo cual deriva en la progresión de la enfermedad. En tanto que los ratones 
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resistentes C57131/6 o C311/1-IeN presentan inmunidad protectora mediada por 

linfocitos CD4'' Thl. La resolución de infecciones por leishmania requiere de la 

expansión de células Th 1 que secreta o expresa sobre su membrana linfocinas 

capaces de activar macrófagos (IFNy, TNF e IL-2). Mientras que la producción de 

1L-4 e IL-3 no solo por los linfocitos Th2, sino también por células cebadas, 

exacerban las lesiones ya que dichas linfocinas pueden inhibir en forma indirecta la 

activación de macrófagos que se logra con el INF-y producido poi• Thl desviando la 

respuesta hacia la producción de anticuerpos, los cuales no son protectores. La IL-4, 

1L-5 e IL-6 juegan un papel muy importante en la producción de anticuerpos (Fig. 

1.9.1). Los macrófagos, por su parte, al ser activados por citocinas como el IFNy o 

el Factor Estimulador de Colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF) 

secretado por células Th 1 y Th2 en diferentes proporciones, adquieren in vitro 

habilidad citotóxica contra Leishmania. Aún más la resistencia a la diseminación del 

parásito parece estar controlada por linfocitos T cDr. La 1L-12 secretada por 

células mononucleares, neutrófilas, células 13 y células dendriticas, suprime a las 

células Th2 y promtieve la respuesta de Thl, en una forma dependiente de IFNy (29-

34). 

El macrófbgo es la célula central de la respuesta inmune y llena una triple función 

en la leishmaniasis: es la célula huésped para el parásito, es la célula presentadora 

de antígeno inductora de la respuesta inmune y además es la célula electora que 

finalmente debe eliminar el parásito (35,36). 

Se demostró que las células Thl y Th2 difieren en su modo de auxiliar a las células 

13 para la síntesis de anticuerpos. El incremento de anticuerpos está asociado con 

infecciones crónicas, mientras que su disminución con la curación de la enfermedad, 

el suero no transfiere protección (22,28). 

En la LCL, la hipersensibilidad tardía se desarrolla en forma temprana. Las 

características van desde la ulceración de la lesión, la imagen histopatológica 
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constituida por una reacción granulomatosa organizada, una baja producción de 

anticuerpos, la positividad de la prueba cutánea con leishmanina, la capacidad de los 

linfocitos del huésped para responder in vitro a ese antígeno con la producción de 

TNF, e IL-2 y con mucha frecuencia la cura espontánea (4,25,37). 

La LCD se caracteriza inmunológicamente por la ausencia de respuesta tardía al 

antígeno de Leishmania y la presencia de títulos altos de anticuerpos específicos 

circulantes. La inmunosupresión no es específica ya que se ha demostrado que los 

pacientes no reaccionan normalmente a antígenos no relacionados como son la 

lepromina y tuberculina (son anergicos) (4). La imagen histopatológica esta 

constituida por una reacción granulomatosa desorganizada, no es autocurable y se 

desarrolla una enfermedad difusa e incurable que se caracteriza por la aparición de 

lesiones que se diseminan ampliamente en forma de nódulos o placas. Estos 

pacientes presentan una disminución en la producción de linfocinas como IL-2, 

1FNy y TNFo.. El granuloma de estos pacientes muestra predominantemente una 

respuesta mediada por Th2, es decir, la producción de 1L-4, 11,5 e IL-10 es elevada 

(4,38). 

En un estudio hecho en la República Dominicana, se informó que los individuos con 

LCD no responden a la leishmanina, pero si al PPD y a la candidina. También se 

observó que la proliferación de células T se logra restaurar cuando las células 

linfociticas se pasan a través de una columna de lana, con la cual se eliminan las 

células adherentes o cuando se agrega indometasina. Por estos hallazgos se propuso 

que existe una población de células supresoras adherentes que son responsables de 

la anergia específica en la LCD (39). 

En la 1,1vIC parece haber ciertos transtornos en los mecanismos de protección en 

individuos aparentemente inmunocompetentes, pues los pacientes responden bien a 

la intradermoreacción, desarrollan una buena respuesta celular, pero también se 

encuentran elevados niveles de anticuerpos circulantes en relación a los pacientes 
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con La (38); y se ha demostrado la presencia de complejos inmunes además de 

anticuerpos específicos anti-IgG, particularmente en casos que exhiben múltiples 

lesiones en las mucosas. Es posible que estos complejos inmunes determinen la 

severidad de la infección, debido a que se encuentra activada la vía del 

complemento y éste producir necrosis del tejido donde se depositan los complejos 

inmunes. No hay regresión espontánea y la enfermedad es incurable. El granuloma 

de éstos pacientes muestra una mezcla de citocinas producidas por células T112 y 

Thl, caracterizada por la abundancia de 11,1\1y, 1L-2, IL-4, 1L-5 e 11.-10. 

En la LV existe supresión de la inmunidad celular hacia el antígeno homológo en la 

fase crónica, los niveles el anticuerpos específicos de las clases 1gG e IgM están 

muy elevados (a diferencia de los bajos títulos existentes en la LCL), existen 

complejos antígeno-anticuerpo circulantes que involucran inmunoglobulinas de las 

clases IgG, lgM e IgA, estos complejos producen la activación del complemento y 

dallo tisular (4). 
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1.9.1 	Los linfocitos Th-1 secretan preferentemente 11,-2 e IFN-y, las cuales 

estimulan la inmunidad mediada por células; en tanto que los linlbeitos Th-2, 

producen IL-4,1L-5 e 1L-6, linfocinas capaces de estimular la producción de 

anticuerpos. 
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1.10 DIAGNOSTICO CLINICO DE LAS LEISI-IMANIASIS TEGUMENTARIAS 

El diagnóstico clínico de la LCL consiste en la observación de una lesión ulcerosa,, 

indolora, redondeada, de bordes indurados y fondo limpio, en la piel del cuerpo. 

Cuando afecta las orejas, las lesiones son inicialmente nodulares y después se 

ulceran, dando lesiones destructivas, muy crónicas; a veces se convierten en 

vegetantes. Anteriormente en zonas endémicas eran más frecuentes las lesiones 

persistentes en orejas y es posible observar en la actualidad algunas con más de 40 

años de evolución. Además de las lesiones ulcerosas en la piel que son con mucho 

las más frecuentes, se observan otras de tipo infiltrativo nodular (placa infiltrada), 

placa atrófica e incluso lesiones vegetantes, acneiformes y herpetiformes, que se 

pueden confundir con Minoraciones u otras etiologias. 

Con respecto a la LCD se inicia en una lesión nodular que evoluciona lentamente 

para diseminarse siguiendo el trayecto linfático, hemático y tisular, similar a una 

esporotricosis linfática o leishmaniasis esporotriciforme, dando nuevas lesiones 

nodulares grandes o pequeñas, agrupadas en toda la piel, con excepción del cuero 

cabelludo, regiones axilares, palmares y genitales.En México se han reportado 

unicaniente dos casos con afectación en genitales. 

La LMC o espundia se manifiesta por lesiones destigurantes de mucosas nasales y 

orofaríngeas, son generalmente irreversibles y destructivas, la infección secundaria 

es muy común, lo que vuelve más grave la enfermedad, la mutilación y el 

sufrimiento son muy severos y la muerte sobreviene habitualmente como resultado 

de la desnutrición debida a la inanición y/o neumonía (4,8). 
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cada uno a su antígeno correspondiente. Sin embargo, hay que tener presente que en 

el mismo paciente pueden ocurrir los dos padecimientos. 

Otros padecimientos a tener en cuenta para hacer el diagnóstico dikrencial son: 

xantomas tuberosos, queloides, lobomicosis, linfoinas y sarcomas de células 

reticulares, aunque sólo clínicamente se pueda conlimdir con éstos. 

Cuadro 1.1 1.1 Diagnóstico diferencial de las leishmaniasis 



1.12 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO. 

El diagnóstico de leishmaniasis se plantea de diversas formas (1,16.40,41.42): 

A) La observación del parásito en forma de amastigotes intracelulares en frotis 

hecho de material obtenido por raspado de la base de la úlcera, luego de haber 

levantado la costra, o bien en biopsia (punch o cirugía) o aspirado del borde de la 

úlcera. Debe tenerse mucha precaución al obtener el material, ya que la toma 

superficial :con frecuencia es negativa, debido a la alta frecuencia de infección 

secundaria de las ulceras, con la consecuente destrucción de n►aeróli►gos. El éxito 

depende principalmente del tiempo transcurrido entre el inicio de la lesión y la toma' 

del material; en los primeros meses la positividad se acerca al 100%, disminuyendo 

a cifras inferiores al 25% en lesiones crónicas con excepción de la LCD; razón por 

la cual se requiere además de la intradermorreacción (ID13). • el diagnóstico 

inmunológico. 

13) Cultivo de microbiopsias a partir de lesiones cutáneas en medios especilicos 

como NNN, Sphneider, Diamond, Nakanmra, etc. Son fáciles, pero su aislamiento 

por cultivo durante el trabajo de campo es muy difícil, porque son susceptibles a la 

contaminación. En este caso el cultivo no deberá considerarse negativo antes de los.  

seis meses, teniendo el 50% de positivos. 

C) Los parásitos pueden aislarse también por inoculación en Hámster, inyectando el 

material de biopsia o microbiopsia en el cojinete plantar; el resultado es la aparición 

de lesiones características, lo cual puede sin embargo, tardar varios meses y sólo es 

de ayuda para la clasificación del complejo Lcishn►ania, pero no es de ayuda 

práctica. 

D) Cultivo de sangre, biopsia hepática, esplénica o de médula ósea en el caso de 

leishmaniasis visceral. 
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E) Reacción de Polimerización en Cadena (PCR). Para diagnosticar LV sintomática 

(LV o Kala-azar) usando sangre periférica en lugar de aspirados de tejido, para la 

cual los límites de detección son de un macrófago infectado con Leishmania en 8 ml 

de sangre, con 90% de sensibilidad 100% de especificidad. Reduce la necesidad de 

pruebas invasivas, aunque habría que evaluar su factibilidad en zonas endémicas. 

La cuantificación del perfil de respuesta inmune celular y de anticuerpos de la 

variedad IgM, IgG o ambas se ha determinado por pruebas como: 

1. Prueba cutánea de hipersensibilidad tardía o reacción de Montenegro con el uso 

de leishmanina. 

La cual se utiliza como base de una prueba de sensibilidad a los gérmenes tras el 

contacto previo. Es positiva en todos los individuos con lesiones cutáneas activas 

compatibles con leishmaniasis con evolución mayor a mes y medio a dos meses o 

que la hayan padecido. Consiste en .1a aplicación de 0.1cc de una suspensión de 

3X106 promastigotes de Leishmania/cc (destruidos por la acción fenol al 0.5% o por 

calor a 60°C, o bien por congelación-descongelación, ultrasonido y ultravibrador), a 

partir de un cultivo de RMPI o MEM suplementado con suero fetal de ternera y 

hemoglobina al 10%, preferentemente con una jeringa tipo tuberculina y aguja No. 

26, por vía I.D precisa, lo cual origina un levantamiento de piel de "naranja", se lee 

el resultado a las 48 hrs. y se interpreta de la siguiente manera: !Oración menor a 

5mm de diámetro, corresponde a una reacción negativa y una intimación mayor a 

5mm de diámetro, corresponde a una reacción positiva. donde el hallaigo 

morfológico del parásito no rebasa el 60% y se vuelve negativa por tolerancia 

inmunológica individual. Es positiva en el 99% de los casos de Lcishmaniasis 

cutánea localizada (LCL). En zonas endémicas no discrimina adecuadamente 

infección de enfermedad. 
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2. Aglutinación Directa. Se basa en la capacidad de interacción del suero con los 

promastigotes de Leislunania, es económica, fücil de realizar pero no es tan 

sensible. 

3. Ilemaglutinación Indirecta. En la cual se utilizan soportes particulados para hacer 

reaccionar los anticuerpos sérícos con el antígeno adherido previamente. Es útil para 

las formas viscerales. 

4. Prueba de Inmunolluorescencia Indirecta. Es una técnica histoquímica para la 

detección y localización de antígenos en cortes de tejido o detección de anticuerpos 

contra antígenos previamente pegados a placas de vidrio, el anticuerpo específico es 

conjugado anti IgG o anti IgM con compuestos fluorescentes, resultando un trazador 

sensible. Es útil y reproducible pero da variaciones inespecíficas y para las formas 

• cutáneas (LCL) es poco sensible y no es confirmativa. 

5. Inmunoelectrotransferencia (Western blot). Permite identificar y caracterizar 

bioqufmicamente antígenos anteriormente desconocidos, presentes en una mezcla 

compleja, las cuales se resuelven en geles de separación analítica y luego las 

moléculas se transfieren a membranas (secantes) para la identificación de los 

agentes individuales mediante antisueros específicos. Con el empleo de geles de 

poliacrilamida•duodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS), de enfoque isoeléctrico o de 

"mapeo" peptidico, en la separación inicial es posible obtener datos sobre el tamaño, 

el punto isoeléctrico y las relaciones moleculares de los antígenos investigados. Es 

específica ya .que salva los obstáculos de las lb:cuentes reacciones serológicas 

cruzadas de la leishmania con otros parásitos, principalmente Dypanosonió cruzi, 

Plasmodium, Schistosoma,' Mycobacterium leprae. (43). Pero en algunos casos el 

antígeno se desnaturaliza tanto por el gel separador y los procesos de aislamiento, 

que algunos de sus cpitopos son destruidos de forma que ya no pueden unirse a 

ciertos anticuerpos. 
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6. Prueba de ELISA (Linked Immunosorbent Assay). Con resultados satisfactorios, 

pero varían según la forma de leishmaniasis presente. Es más sensible que 11:1 y 

apropiada para estudios a gran escala asf como fácil de realizar. 

1.13 TRATAMIENTO 

Los antimoniales son los medicamentos de elección en todas las formas clínicas de 

leishmaniasis. Los más utilizados son los antimoniales pentavalentes como son la 

metil glucamina-antimoniato (Glucantime) y el gluconato de antimonio y sodio 

(Pentostam) aunque hasta la fecha no esté bien establecido su mecanismo de acción. 

Ambos medicamentos se utilizan por vía parenteral con dosis de 20 mg de 

antimonio por kilogramo de peso por día durante 20 días (dosis recomendadas por la 

Organiiación Mundial de la Salud). El uso de glucantime en forma intralesional ha 

dado mejores resultados • lo cual disminuye la dosis administrada y los efectos 

tóxicos que estos pudieran ocacionar. También la anfotericina 13, el nifurtimox, la 

rifampicina, el ketoconazol y el alopurinol, muestran cierta efectividad. La 

paramomicina contenida cn liposomas inyectados por vía intravenosa, al igual que 

los antimoniales ha dado buenos resultados. De éstos últimos, se dice que en esta 

presentación son 700 veces más activos que cuando se usan en forma .libre. La 

pentamidina y la anfotericina 13 es otro medicamento útil particularmente en la 

terapia de Kala-azar resistente a antimoniales a dosis de 2-4 mg por kg de peso por 

día, vía IM por 10-15 días. En las LC la aplicación una sola vez de este 

medicamento, a la dosis total de 360.480 mg en infusión venosa basta para producir 

la curación. El calor local puede utilizarse como coadyuvante de la quimioterapia en 

la LCD. La inmunoterapia con factor de transferencia (FT) preparado a partir de 

linfocitos de sujetos positivos a la intradermorreacción de Montenegro también ha 

demostrado beneficios. También se han obtenido buenos resultados tratando 

pacientes con una "vacuna" de leishmanias muertas y BCG vivos aplicada cada 7 a 
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15 días por 3 a 5 veces. Otra terapia es la regulada y localizada con ondas de radio o 

termoterapia, de una frecuencia de 6.7 ml Z que alcanzan una temperatura de 50 a 

52°C con gran éxito (en publicación). 

1.14 CONTROL 

El control epidemiológico de la leishmaniasis depende de la eliminación de los 

vectores y reservorios así como de la detección y tratamiento de enfermos. Sin 

embargo, existen razones de orden técnico y social, que dificultan el adoptar 

medidas efectivas que rompan la cadena de transmisión en estos aspectos (45). En el 

medio oriente, los programas de vacunación contra la leishmaniasis, han consistido 

en la inoculación de cepas atenuadas de leishmania en lugares del cuerpo no 

visibles, para evitar que la infección natural deje cicatrices destigurantes, sobre todo 

en la cara. Esta clase de inmunización, llamada lcishmanización, es una infección 

controlada, que sin embargo, puede ser tan severa como la infección natural en 

algunos individuos (46). Aunque se han logradó avances importantes en el 

desarrollo de vacunas contra la leihmaniasis, todavía no hay un inmunógeno cuya 

aceptación sea general (47). Las vacunas de parásitos muertos se tienen que 

administrar por vía intramuscular y han dado resultados muy variables (48) ( cuadro 

1.14.1). 
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Cuadro 1.14.1 Productos inmunogénicos probados en la Leislunaniasis 

PROBADO EN: 

PRODUCTO 

VACUNAL 

HUMANO ANIMAL PROTECCION 

Promastigotes 

atenuados 

÷ 

En Medio 

Oriente 

Ratón Parcial 

Promastigotes no 

virulentos 

— Ratón Parcial 

Macrófagos 

infectados muertos 

— Ratón Parcial 

Glicoproteína gp63 — Ratón 

(resistente) 

Ratón 

(susceptible) 

>95% 

Parcial 

LiPorosláglicano 

(LPG) 

— Ratón 

(resistente) 

Ratón 

(susceptible) 

100% 

Parcial • 

Proteína p14 — Ratón ? 

Glicolípidos (GIPLs) 

3 y 5 

Ratón ? 

30 



2. OBJETIVOS 

OBJETIVOS GENERALES 

Obtener un antígeno específico para Leishmaniá sp. que no de reactividad cruzada 

con isoaglutininas del sistema de grupos sanguíneos ABO. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Eliminar glicoproteinas de Leishinania mexicana mexicana, antígenos de reacción 

cruzada para grupo sanguíneo usando una cromatogratia de afinidad con Sepharosa-

Concanavalina A (Con A) y un inmunoadsorbente de Sepharosá 413-iSoaglutinina 

anti A y anti B. 

Montar un método útil de ELISA con antígeno partículado que determine 

anticuerpos contra Leishmania mexicana mexicana 
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3. MATERIALES Y METODOS. 

3.1 PARASITOS 

Las cepas de Leishmania mexicana mexicana fueron proporcionadas por el Dr. 

Oscar Velasco y la nen C. Beatriz Rivas del Instituto Nacional de Diagnósticó y 

Referencia Epidemiológicos (I.N.D.R.E). Fueron aisladas de las lesiones de 

pacientes con leishmaniasis cutánea diseminada y mantenido en cultivo en medio 

NNN. 

PROCEDIMIENTO. 

Se realizó un pase al medio RMPI (sigma), suplementado con hemoglobina al 10% 

y se mantuvieron a temperatura de 22 °C, hasta su crecimiento a fase estacionaria, 

aproximadamente 7 días. 

3.1.1. OBTENCION DEL ANTIGENO SOLUBLE 

El cultivo se centrifugó a 6000 r.p.m. durante 20 min., se tiró el sobrenadante. El 

botón obtenido se lavó dos veces con PBS a 6000 r.p.m. durante 20 min., se decantó 

el sobrenadante, se llevó a 10 ml con PBS. Se realizó 10 veces la congelación del 

antígeno en una mezcla de hielo seco-etanol y descongelación en baño maría a 37 

°C. Lo obtenido se centrifugó a 10,000 r.p.m., dUr. 1 hr., el sobrenadante se colectó 

en una botella estéril. El antígeno se estabilizó con formalina al 0.1% y timerozal al 

0.01% 
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3.1.2. OBTENCION DEL ANTIGENO l'ARTICULADO 

El cultivo se centrilbgó a 6000 r.p.m. dur., 20 min., se desechó el sobrenadante. 

botón obtenido se lavó dos veces con PBS a 6000 r.p.m. dur. 20 min., se desechó el 

sobrenadante y se llevó a I() tul. con PBS con formalina al 0.1% y timerozal al 

0.0 I %. 

3.2. PRECIPITACION DE IgM 

Los anticuerpos anti-A y anti-B son generalmente de tipo IgM, conocidos también 

como naturales o aglutinantes, los cuales se desarrollan regularmente después de 

que el individuo ha sido expuesto a la inmunización ambiental; por lo que se llevó a 

cabo su purificación a partir de plasma fresco congelado, por precipitación en agua 

boricada (ácido bórico al 0.7% en agua destilada) en una proporción de 1:10 a 4 °C 

dur. 24 hs., se separó el sobrenadante y el precipitado se centrifugó a 6000 r.p.m 

dur. 30 min. Se disolvió el precipitado en 3 ml de PBS, 	7.4 a 37 °C y se 

centrifugó la solución a 3000 r.p.m, 10 min. 

3.2.1 PURIFICACION DE IgM 

La cromatografia en columna emplea el principio de intercambio de iones en 

tamices moleculares. Lás substancias empleadas en la separación de proteínas son 

polímeros de gel de dextrán (Sephadex), gel de poliacrilamida y derivados de 

celulosa; el primero de los dos polímeros permite que penetren macromoléculas a 

los gránulos de la sustancia; de este modo se aumenta la capacidad de la misma; el 

grado de penetración de las macromoléculas dentro de los gránulos del gel depende 

del peso molecular de la sustancia. Las matrices de gel son muy hidrofilicos y el 

mayor volumen de la columna está sujeta a contracción y expansión dependiendo de 

la (berza ionica y del p11 del buffer adicionado. El Dextran (Sephadex) tiene un 

rango de tamaño del poro adecuado a la separación de moléculas con pesos 
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moleculares de varios cientos, arriba de 200,000. Las moléculas con peso elevado, 

no penetran al poro y aparecen en el volumen vacío, las moléculas más pequeñas, 

que el poro penetran al gel dependiendo de su tamaño y forma y aparecen más tarde 

en la muestra procesada. Sephadex G-200 excluye proteínas por arriba de PM 

800,000 y es útil para el aislamiento de IgM. 

PROCEDIMIENTO 

Se calentaron 17 g (peso seco) de Sephadex G200-40 en aproximadamente 750 ml 

de PBS, en un baño de agua hirviendo durante 5 lis. Esto proporcionó un 

abastecimiento de gel suficiente para una columna de 100 por 2.5 cm. Se enfrió el 

gel a temperatura ambiente y se desgasiticó al vacío ya que las burbujas de aire en el 

gel deforman las bandas de proteína durante el corrimiento. Se vació el gel dentro 

de la columna a lo largo de una columna de vidrio para evitar la formación de 

burbujas, teniendo cuidado de que la columna estuviera vertical, dejando destapada 

la columna durante el empacado. La columna (le 100 por 2.5 tarda generalmente 5 

lis, para su sedimentación. Se empacó la columna haciendo pasar por lo menos dtis 

volúmenes de solución amortiguadora. Se colocó la muestra con una pipeta Pasten 

teniendo cuidado de no remover la superficie del gel, ya que puede causar la 

distorsión de las bandas. Se corrió la columna con PBS libre de azida de sodio 'y 

finalmente se colectaron muestras de 2 ml . 

3.2.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DI. LOS 

ELUATOS OBTENIDOS 

La aglutinación es una reacción inmunológica que se efectúa cuando se combinan 

antígenos particulados con sus anticuerpos específicos. Es altamente sensible y Men 

(le realizar, comparada con la precipitación, sin embargo, no ,permite la 
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cuantificación exacta de anticuerpos y los resultados solo pueden expresarse en 

t'unción de la dilución mayor del suero que aun permite la observación de un 

aglutinado. Permite detectar anticuerpos cuando estos se hallan a concentraciones 

por arriba de lpg/ml. 

PROCEDIMIENTO 

A los eluatos obtenidos se les determinó su actividad biológica por 

microaglutinación frente a eritrocitos de grupo A para el plasma de grupo 11 y 

eritrocitos de grupo 13 para el plasma de grupo A, de la siguiente manera: Se colocó 

una gota de solución de PI3S a cada uno de los pozos de la placa de 

microaglutiaación con una pipeta de 50 Id, con otra pipeta se agregaron 50 pl de la 

solución de anticuerpo (eluatos) en el pozo 1 haciendo diluciones al doble con los 

microdilutores hasta el pozo 12. Finalmente se agregaron 50 pi de eritrocitos 

humanos (antígeno) previamente lavados con l'13S y resuspendidos al 1% a todos 

los pozos incluyendo el 12. Se taparon las placas, se agitaron dur, 5 mili, y se 

incubaron 1hr. a 37 °C. El título leído fue la dilución mayor en la que todavía se 

observaba aglutinación macroscópica y así se reportó. 

PREPARACION DE LOS INMÚNOADSORBENTES 

La cromatogratia de afinidad es uno de los métodos de separación que li►cihta la 

purificación de cualquier biomolécula, basándose en su función biológica o en su 

estructura química individual. En este tipo de cromatogratia se inmoviliza una 

sustancia (antígeno o anticuerpo) a un soporte insoluble y la molécula a separar se 

absorbe de manera específica y reversible; uno de los soportes más empleados es la 

Sepharosa 413 (Dialactosa,4-3.6-anhidro 1. galactosa) que al ser tratada con 

bromuro de cianógeno sus grupos hidróxido son activados para formar grupos 

imidocarbonato que reaccionan con sustancias con grupos autillo primarios que dan 
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como resultado enlaces isourea. Otro de los soportes empleados es el gel formado 

por moléculas de antígeno polimerizadas con glutaraldehído. 

PROCEDIMIENTO 

3.3.1 ACT1VACION DE LA SEPHAROSA 

Se pesaron 10 g. de Sepharosa 413 en peso húmedo y se adicionaron 25 ml de agua 

destilada, lavándose seis veces con la misma cantidad de agua, se ajustó el p1-1 a 11 

con Na011 2M agitando constantemente y se adicionó 1g de CNBr sólido con 

agitación. Finalmente se llevó a pi-1 II por adición de NaOH 2M y se lavó con 

Nal-IC03  0.1M. 

3.3.2 ACOPLAMIENTO DE PROTEINAS ANTI-A Y ANTI-B A SEPI1AROSA 

4B ACTIVADA. 

La sefarosa activada fué adicionada a la solución de proteína previamente preparada 

por disolución de 300 mg de proteínas en 50 ml de NaLICO3  0.IM a p11 10. La 

suspensión se agita suavemente a 4 °C por 16 hs. Se lavó hasta que no se detectó 

absorbancia en el filtrado. 

3.3.3 ELUCION DEL ANTIGENO SOLUBLE 

El inmunoadsorbente se empacó en una columna cromatográlica y el antígeno 

soluble de Leishmania mexicana mexicana se dejó reaccionar durante media hora y 

luego fué eluido hasta que no se observó absorbancia significativa. El 

iimmnoadsorbente se regeneró con lavados con PBS para ser reutilizado. Se 

almacenó en refrigeración. 
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3.4 PREPARACION DEL INMUNOADSORBENTE DE SI PH 4B-Con A 

Los estudios en la superficie celular de promastigotes y amastigotes de Leishmania, 

han conducido a la conclusión de que existen moléculas ricas en carbohidratos, que 

son reconocidas específicamente por lectinas (49). Las lectinas son proteínas de 

origen animal o vegetal, que reconocen carbohidratos específicos, y que pueden 

aglutinar células y/o precipitar glicoconjugados (50,51) . Estas substancias poseen 

por lo menos dos sitios de unión de carbohidratos, no tienen actividad enzimática, 

pueden ser solubles o estar unidas a la membrana plasmática (52). Estas han sido 

empleadas para la detección, aislamiento y caracterización de carbohidratos que 

constituyen glicolipidos, polisacáridos y glicoproteinas del parásito (53). Las 

lectinas representan una herramienta útil para investigar diferencias entre cepas de 

parásitos. Algunas de ellas como la Concanavalina A (Con A), la aglutinina de 

Ricinos canallas (RCA) y la aglutinina de cacahuate (PNA) se han utilizado para 

caracterizar la superficie celular del parásito. La única :cetina que aglutinó y marcó 

la superficie de los promastigotes de L. Mexicana fié la Concanavalina A conjugada 

a isotiocianato de flouresceina (FITC). Esto indicó que esta lectina evidenció los 

grupos antigénicos que contienen residuos de :panosa y glucosa expuestos sobre la 

superficie del parásito. 

PROCEDIMIENTO 

Se preparó una suspensión de lOg de Sepharosa 413 acoplada a Concanavalina A 

con 50 ml de agua destilada lavando durante ú veces y desechando el sobrenadante. 

Se montó la columna cromatográlica (de 0.9 por 10 cm) con Con-A sefirosa 

(Pharmacia Fine Chemicals, Pisataway, Ni.) equilibrada con 0.01M de buffer salina 

de tris (hidroximetil aminomelano), p11 7.2 conteniendo CaCI le y MIK:12  10'3. Se 

colocaron 3m1 del antígeno soluble de Leishmania mexicana mexicana dentro de la 
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columna y se dejó reaccionar durante toda la noche a 4 °C. Se colectaron las 

fracciones de 2 ml y se determinó la concentración de proteínas por el método de 

Folin-Lowry (51,54). 

3.5 TITULACION DE ANTICUERPOS POR ELISA 

Los inmunoensayos enzinulticos fueron descritos en 1971 por S. Avrameas y B. 

Guilbert en Francia, E. Engvall y P. Perlmann en Suecia, y B. van Weemcn y H. 

Schuurs en Holanda. Estos fueron utilizados para la cuantificación de antígenos y 

posteriormente para la titulación de anticuerpos. Se basan en la especificidad de la 

reacción antígeno-anticuerpo y en la sensibilidad del sistema indicador, utilizando 

para ello antígenos, haptenos o anticuerpos marcados con una enzima (55,56). 

Pueden ser de dos tipos: Ensayo Inmunoenzimático Homogéneo (EMIT--,  enzyme-

multiplied immunoassay technique) y el ensayo inmunoenzimático heterogéneo 

(ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay). En los primeros una enzima es 

acoplada a un antígeno que al reaccionar con el anticuerpo hace que se altere la 

actividad enzin►ática, la ventaja de este tipo de ensayo es que no requiere de una 

fase sólida para la separación de reactivos que no reaccionaron, pero funciona 

únicamente para substancias de bajo peso molecular como en la detección de niveles 

terapéuticos de fármacos. El ELISA por su parte se basa en la utilización de una fase 

sólida con el fin de separar el antígeno o el anticuerpo libre del complejo antígeno-

anticuerpo (Ag-Ac). En éste el material que se utiliza como fase sólida para adherir 

el Ac o el Ag pueden ser tubos, microplacas, esferaS, discos; los cuales pueden ser 

de celulosa, nylon, polivinilo, poliacrilamida, poliestireno y partículas de agarosa. 

La inmovilización del antígeno o anticuerpo en la lhse sólida es por enlace 

covalente o por adsorción continua de interacciones no_ covalentes, altas 

concentraciones de antígeno o anticuerpo reducen los enlaces inespechicos y mejora 

los específicos. Se debe determinar la concentración óptima de revestimiento para 
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cada ensayo. Los ensayos inmunoenzimaticos heterogéneos (ELISA) pueden ser 

1)Directos, 2)lndirectos, 3)Sandsvich o de doble anticuerpo y 4) Por inhibición 

Competitiva. Cada uno de los cuales se ilustra en la fig. 3.5.1 

La calidad de un ensayoinmunoenzimático depende de la pureza de el antígeno o 

hapteno utilizado para la inmunización por tanto de la especificidad del anticuerpo y 

también de la enzima elegida. Esta Ultima debe ser económica, de alto grado de 

pureza, elevada actividad específica. estable al almaCenamiento y resistente a 

cambios de 	y temperatura, soluble y no dar enlace cruzado. Las más 

comúnmente empleadas son la peroxidasa de rábano picante, la fosfatasa alcalina y 

la p-Dialactosidasa; la actividad enzimática se mide principalmente por fotometría. 

La enzima puede acoplarse a anticuerpos o antígenos por varios procedimientos. La 

reacción deberá ser altamente eficiente además de que el conjugado deberá ser 

estable, con un cambio mínimo en la inmunorreactividad y en las propiedades 

catalíticas de la enzima acoplada. El glutaraideltido es uno de los agentes más 

utilizados para la conjugación y ésta puede ser por el método de uno o dos pasos. El 

glutaraldehído reacciona con los grupos epsilon-amino de la proteína, los 

conjugados hechos por la conjugación de un paso, se polimerizan en exceso y sólo 

una pequeña porción de enzima se conjuga al anticuerpo o al antígeno y aunque la 

actividad del conjugado se retiene la afinidad del antígeno disminuye. Para evitar 

égla desventaja, se utiliza el método de glutaraldehído en dos pasos, en el cual se 

deja reaccionar la enzima con el glutaraldehido y una vez activada la enzima, ésta 

reacciona con el grupo amino del antígeno o del anticuerpo. 

El método del peryodato se baSa en la oxidación de grupos OH, dado que enzimas 

como la peroxidasa contiene varios grupos oligosacáridos. La peroxidasa se trata 

primero con 1-fluoruro-2,4-dinít•obeneeno para bloquear los grupos amino libres y 

así evitar la autoconjugación. 1..os grupos OH de la peroxidasa activada se dejan 

reaccionar con los grupos amino libres (alfa y épsilon) del anticuerpo formando una 
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base de Shiff, las cuales se reducen con borohidruro de sodio para dar enlaces 

estables. Los derivados de maleimida (N,N-0-fenilendiaminaleimida) y la(m-

maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida) que reaccionan con grupos sullbidrilo de 

la enzima, se utilizan principalmente para acoplar a beta-D-galactosidasa, debido a 

que esta enzima posee un gran número de grupos sulthidrilo. La purificación de los 

conjugados se realiza por precipitación con sulfato de amonio o por filtración en gel 

(Sephacryl 200, Ultragel Ac-A-44). El sustrato debe ser barato, soluble y de fácil 

uso. Para la peroxidasa hay una amplia variedad de substratos oxidados por 

peróxido de hidrogeno pero presentan problemas de solubilidad, siendo la mas 

usada y adecuada la 0-fenilendiamina (OPD). 
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PROCEDIMIENTO 

La titulación de anticuerpos se realizo en 46 sueros positivos a Ieishmaniasis y 49 

sueros control negativos de grupo sanguíneo A,13 y O mediante el ensayo 

inmunoenzimático indirecto en fase sólida (ELISA). Se sensibilizaron las placas de 

microcultivo de 96 pozos con 100 pl de antígeno a 8 pg/ml en solución 

amortiguadora de carbonatos, p1-1 9.6, I 8hrs a 4 °C. La placa se bloqueo con PBS-

0A 1%-leche al 5% por 1 hr. a 37 °C El suero se agregó por a dos diluciones 

(1:200 y 1:400), y se incubó 1hr. a 37°C. Posteriormente se agregaron 100 pl del 

conjugado anti IgG o anti IgM-peróxidasít de rábano picante en PBS, se incubó 

durante 1 hr. a 37°C. Se agregó el sustrato OPD-1-1202, se estabilizó el color con 

1-12S0.1 2.5N y se leyó la D.0 a 490 nm. Entre las incubaciones, las placas se lavaron 

con PBS-Tween 20 al 0.01%. 

3.6 DETERMINACION DE LA PROPIEDAD SECRETORA 

Los antígenos eritrocitarios también pueden presentarse en forma soluble en las 

secresiones tales como la saliva y el jugo gástrico, hasta en un 78% de los 

individuos. A estos individuos se les denomina "secretores", ya que poseen el gen 

"Se" en forma homo o heterocigota. Los antígenos solubles (sustancias) pueden ser 

del tipo "A", "13", o "FI" y se pueden detectar aun cuando existan en 

concentraciones muy bajas, porque reaccionan con los anticuerpos correspondientes 

e inhiben la capacidad del anticuerpo de aglutinar a los glóbulos rojos que poseen el 

antígeno aglutinante. La reacción es de inhibición de la hemoaglutinación y cs una 

forma de medir la actividad o la relativa potencia de estas sustancias solubles de tipo 

"ABH" en la saliva. Se aplican los mismos principios generales para las pruebas de 

hemaglutinación. Se debe estandarizar la suspensión de eritrocitos y los antígenos a 
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titularse .En cada prueba deben incluirse controles positivos y negativos y los 

resultados se Icen de la siguiente forma: 

Aglutinación positiva. Esta indicada por un revestimiento rojo, granular y dilbso en 

el fondo del tubo. 

La falta de aglutinación esta indicada por la formacion de un botón rojo en el fondo 

del tubo. 

La aglutinación parcial esta indicada por un aspecto intermedio entre el 

revestimiento dili►so del fondo del tubo y el botón rojo (toma la forma de un anillo 

con el centro vacio). 

3.6.1 TITULACION DE ANT1SUEROS COMERCIALES 

Se adicionaron 50 121 de PBS a cada pozo de microtitulación, luego se colocaron 50 

1.11 del suero correspondiente al primer pozo mezclando 5 veces y diluyendo al doble 

Sucesivamente hasta el pozo No. II, dejando el pozo No. 12 como testigo negativo. 

Se adicionaron 50 tal de una suspensión de erit•ocitos homólogos al 1% a todos los 

pozos y se incubó a 37 °C durante 20 min, finalmente se leyó visualmente. 

3.6.2 T1TULACION DE SUEROS TESTIGO NEGATIVOS POR INHIBICION 

DE LA HEMAGLUTINACION 

De acuerdo al titulo obtenido anteriormente se diluyó el suero hasta tener cuatro 

unidades hemaglutinantes (4 UllA). Se adicionaron 50 ¡t1 de PBS a todos los pozos 

de la placa. Después se adicionaron 50 Id de saliva al pozo No. 1 y 2, haciendo 

diluciones al doble y sucesivamente del pozo 2 al I I con 50 Id de la muestra, 

dejando el No. 12 como testigo positivo. Se adicionaron 50 µl de suero homólogo 

con 4 UHA a todos los pozos. Finalmente se incubaron a 37 °C durante 20 min., y 
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se adicionaron 50 pl de eritrocitos homólogos a todos los pozos. So leyeron los 

resultados vistilamente. 

3.7 DETERMINACION DEL TITULO DE ANTICUERPOS POR ELISA 

COMPETITIVO 

La determinación de anticuerpos se realizó en los sueros controles negativos a 

leishmaniasis por el ensayo inmunoenzimñtico competitivo de ELISA; utilizando 

saliva de individuos secretores de grupo A,B, y O como fuente de antigeno de 

competencia. Se sensibilizaron las placas de microcultivo de 96 pozos con 100 

lig/mide antigeno no eluido (A1) en solución amortiguadora de carbonatos, p1-1 9.6, 

el antigeno eluido en el inmunoadsorbente de Seph4B-antiA (A2), el antigeno 

eluido con el inmunoadsorbente de Seph413-antiB(A3) y el eluido con Seph413-

ConA (A4) a una concentración de 8 ttc/ml, durante 18 hrs a 4 °C. La placa se 

bloqueo con PI3S-0A 1%-leche 5% durante 1hr, a 37 °C. En los pozos testigo se 

agregaron 100 1.t1 de suero diluido 1:200, en los demás pozos se colocó la mezcla 

siguiente: en un tubo pequeño, se colocaron 100 Id de una dilución 1:100 del suero 

y se le adicionaron 100 pl de saliva (antigeno de competencia) para tener una 

dilución final de suero de 1:200, se incubó u 37 °C durante 30 min. Se tomaron 100 

pl y se adicionaron a los pozos donde ya se tenia pegado el antigeno. Una vez 

agregado el suero la placa se incubó a 37 °C durante 1 br. Después de agregó el 

conjugado ami IgM o IgG unido a peróxidasa de rábano picante, la plací►  se incubo 

1 br. a 37°C. .Posteriormente se agregó el substrato OPD-112SO4, se estabilizó el 

color con 112SO4  2.5N y se leyó la D:O. u 490tun. Entre las incubaciones, las placas 

se laVaron con PI3S-Tween20 al 0.01%. 
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3.8. TECNICA DE ELISA CON ANTIGENO l'ARTICULADO. 

Los promastigotes usados para cubrir los pozos fueron cepas tipificadas de 

Leishmania mexicana mexicana_ cultivadas en medio RMPI (sigma) suplementado 

con hemoglobina al 10%, mantenidos a 22 °C hasta su crecimiento a frise 

estacionaria, aproximadamente 7 días. I.os promastigotes se cocecharon por 

centragación a 500 g durante 10 min. y se lavaron tres veces con PBS. Se les 

adicionó formalina al 4% y se ajustaron a 5X107  promastigotes/m1 en buffer de 

carbonato/bicarbonato, pH 9.6 (donde se realizaron también las diluciones).EI 

antigeno soluble para comparación se preparo por centragación dd antigeno 

lavado como se indicó anteriormente. 

PROCEDIMIENTO 

Las microplacas de poliestireno (Costar, I ligh Binding) se cubrieron con 100111 de 

antígeno/pozo ajustando a una concentración de 5X107  promastigotes/ml en 

solución buffer de bicarbonato de sodio 0.05M, p11 9.6, después de la incubación a 

37°C durante 2 hrs., se decantó la solución de antígeno y los pozos fueron lavados 

tres veces con solución de PBS 0.01M+0.05% Tween, p1-1 7,2. Se adicionaron 100 

1.1.1 de BSA a cada pozo, la placa se hicubó I hr. a 37°C y se lavó 3 veces. Se 

adiciónaron 100p1 de los sueros positivos y controles negativos a dos diluciones 

1:200 y 1:400, y se incubó la placa con el suero de cabra anti-IgG de humano 

conjugado a peroxidasa de rábano durante 1hr. a 37 °C. Posteriormente se agregó el 

substrato de 0PD-1-1202, se estabilizó el color con 1-1 2SO4  2.5N y se leyó la D.O. a 

490 nm. Entre las incubaciones, las placas se lavaron con PBS-Tween 20 al 0.01%. 
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3.9 MATERIAL Y EQUIPO 

Material Biológico 

Cepas de Leishmania mexicana mexicana 	MHOM/MX/84/1SEIGS y 
MHOM/MX/93/1NDRE FD. Las cuales fueron representativas de aislamientos de 
leishmaniasis cutánea diseminada de dos casos humanos. 

Los sueros usados como controles negativos fueron 50 sueros de donadores sanos 
que recurren al Centro Nacional de Transfusión Sanguinea: 18 de grupo A.4 ; 1 A.  
11 B-  : 1W y 18 0 + , los cuales tienen valores normales de nto., Hb; ALAT y son 
negativos a sililis, HIV; asi corno al virus de la hepatitis B y C. Todos procedentes 
del Distrito federal. Los sueros de LCD y LCL son de 46 pacientes. 

Plasma humano fresco y congelado de grupo sanguíneo A y 13. 

Anti IgM y anti IgG de cabra antihumano. 

Reactivos 

Albúmina sérica bovina. Merck 

Agua bidestilada 

Acido cítrico Merck 

Carbonato de sodio. Beaker 

Carbonato de sodio anhidro. Beaker 

Cloruro de potasio. l3eaker 

Cloruro de sodio. Beaker 

Fosfato dibásico de sodio anhidro. Técnica química 

Fosfato de sodio dibásico dodecahidratado.Beaker 

Fosfato monobásico de.  potasio. Beaker 

Hidróxido de sodio. Técnica química 

0-fenilendiamina. Sigma 

Peróxido de hidrógeno. Henke!' 

Reactivo de Folin-Ciocalteau. Sigma 

Concanavalina A (Con-A). Sigma 

Tween 20. Sigma 

Sepharosa 413. Sigma 
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Bromuro de cianógeno. Sigma 

Papel indicador 0-11 

Tartrato de sodio y potasio. 

Sul t'ato cúprico I% p/v 

Sephadex G-200 

Material 

Algodón 

Espátula de acero inoxidable 

Matraz Erlenmeyer 125, 250, 500 y 1000m1. Pyrex 

Matraz volumétrico 50, 100, 1000 ml. Pyrex 

Mechero Bunsen 

Pipeta graduada de 0.1, 1.5 y 10m1. Pyrex 

Pipetas tipo Eppendorfde 20-100 pl, 10-100 y 100p1. 

Piseta 

Placas de microtitulación 12.7 por 9.5 cm. Costar, 1-ligh Binding 

Tubo (le ensaye 13X100. Pyrex 

Vasos de precipitado de 50, 100, 250, y 500m1. 

Columna cromatogratica. Kimax 

Agitador Vortex genie. Scientilic Industries Inc. 

Balanza analítica, Mettler 1-! 80. 

Centrifuga. Solbat 

Equipo de destilación 200m1. l'yrex 

Espectrofotómetro ELISA. Dynatech MR 250 

Incubadora, Riossa EC 

Refrigerador. Phillips 127 volts-VA. 
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ACOPLAMIENTO DE SUEROS DE GRUPO SANGUINEO AYBA LA SEPIIAROSA 
413 ACTIVADA 

PRUEBA DE ELISA 
INDIRECTO 

INHIBICION DE LA 

HEMAGLÚTINACION 

ACTIVACION DE SEPIIAROSA 413 PURIFICACION DE IgM 

ELUCION DEL ANTIGENO SOLUBLE DE teishmania mexicana mexicana CON 

LOS INMUNOADSORBENTES Y LA SEPH4B-Con A. 

so) 

3.10 ESQUEMA DE TRABAJO 

CEPAS DE Leishmania mexicana mexicana 

OBTENCION DEL ANTIGENO SOLUBLE Y EL PARTICULADO 



4.1 ANÁLISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR 

El análisis de varianza (ANDEVA ) (57), es una técnica mediante la cual la 

variación total presente en un conjunto de datos se divide en varios componentes, 

cada una de las cuales tiene asociada una theme de variación específica, de manera 

que en el análisis es posible conocer la magnitud de las contribuciones de cada 

fuente de variación a la variación total. Este modelo supone que hay K poblaciones 

distintas con sus respectivas medias, y que tienen todas la misma varianza, además 

se supone que estas K poblaciones constituyen juntas una gran población con media 

llamada Gran Media. Se desea probar la hipótesis nula de que todas las medias de 

los tratamientos son iguales. 

En éste modelo, la desviación de una observación con relación a la gran media 

(desviación total) se descompone en efecto de tratamiento (desviación entre 

tratamientos) o desviación de cada tratamiento con relación a la gran media y, error 

residual (desviación dentro de tratamientos) o desviación de cada observación con 

relación a su propio grupo. 

Si la hipótesis nula es cierta, se esperará que los estimadores de la varianza sean 

aproximadamente iguales y el cociente 

CM trat /CM error S2  crac/ 82  error 

que es una variable I' de Fisher será la unidad. Por el contrario si 1-lo. es falsa; es 

decir si los efectos de tratamientos no son nulos, esta razón tenderá a ser 

significativamente mayor que la unidad. Así, se rechazará 	si CM trat. CM 

error es mayor que la 1? de tablas: (F teórica) F 	„;„., eje„,„. 

g.l. trat. 	K-1 

g.l. «rol= N•K 	Donde: 

K= No. de observaciones en un grupo 
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N= No. de observaciones en las K muestras juntas. 

entonces se concluye que existe diferencia entre grupos, o en caso contrario que no 

existe diferencia, o que si existe es debida al azar. 

El análisis aún no está terminado porque ahora aparecen otras preguntas: 

¿Son todas las medias de los tratamientos signilicativamente distintas unas de 

otras? Si no, 

¿Cuáles difieren significativamente entre si? 

Una vez obtenido un valor significativo de F, el paso siguiente consiste en realizar 

una prueba mediante la cual podamos comparar todos los pares posibles de medias. 

Esta clase de prueba se aplica sólo cuando se obtiene un valor significativo de F. 

Para nuestros propósitos utilizaremos la prueba de Student-Newmann-Kuels (SNK), 

que es considerada, en general, como una prueba confiable de recorridos múltiples. 

4.2 PRUEBA DE STUDENT-NEWMANN-KUELS 

Esta prueba esta basada en el concepto general de que cuando aumenta el número de 

grupos de tratamientos, hay mayor probabilidad de que los extremos o las regiones 

próximas a los extremos presenten una diferencia significativa falsa cuando son 

comparados mediante la prueba t. En otras palabras, si sacamos de una Oblación 

bastantes grupos de tratamientos, los extremos pueden presentar diferencias bien 

significativas, a pesar dé que pertenezcan a la misma distribución de medias. por 

tanto necesitamos evaluar las diferencias entre los extermos y cerca de los extremos 

mediante una prueba que incorpore un Iiictor de corrección que toma en cuenta el 

número de medias que están siendo comparadas (k). 

La prueba de Student-Newmann-Kuels, o SNK, suministra una especie de escala 

móvil de diferencias mínimas que deben ser igualadas o excedidas para establecer la 
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significación. En otras palabras, si tenemos cinco medias de tratamientos que se 

ordenan en valores crecientes desde X I hasta X5. debe existir una diferencia 

mínima mayor entre X5 y XI que entre X4 y X3 o entre X3 y XI. 

Primero se calcula el error estándar de la media, utilizando la media de los 

cuadrados del residuo como estimación de o . 

El número de repeticiones entre tratamientos es sustituido por n. 

Sx = S2  /n 	ó 	S x  = S2  / n/t, 

Luego se hace una tabla que contenga los valóres de K. Por ejemplo, K=2 está 

asociado con dos medias cualquiera que sean adyacentes; K=3 se asigna a la 

comparación de dos medias que son los extremos de tres medias, y K=4, se emplea 

para determinar la diferencia míniMa que debe ser encontrada entre dos medias que 

son los extremos de cuatro medias. De la tabla I del apéndice se obtienen los valores 

de q asociados con los g.l. y los respectivos valores de K=2,3 y 4. Finalmente, 

multiplicamos cada valor de q por Sx  , que tenemos ya calculado. Esto nos da los 

valores de qSx  y Cada uno de estos valores es la diferencia mínima que debe 

encontrarse entre dos medias asociadas con un valor especifico de K, si se va a 

considerar que estas dos medias son significativamente distintas estadísticamente. 

Puesto que la diferencia mínima entre un par dado de medias es determinada por 

qSx  es evidente que un valor más pequeño de Sx aumentará las posibilidades de 

detectar diferencias pequeñas. 
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3. RESULTADOS 

La purificación de inmunoglobulinas de tipo 1gM procedentes de plasma 

fresco congelado de grupo sanguíneo A y 13, por cromatografia en columna 

empleando el gel de dexirán (Sephadex 0200-40), permitió obtener los eluatos cuya 

actividad biológica determinada por microaglutinación estaba relacionada con la 

densidad óptica (D.0) a 280mn; de estos se seleccionaron las muestras 6 y 8 a 12 

para el plasma de grupo sanguíneo A (gráfica 3.2.1),y los eluatos 3 a 6 y 5 a 8 para 

el primero y segundo plasmas purificados de grupo sanguíneo 13 (gráfica 3.2.2 y 

3.2.3), muestras que se utilizaron posteriormente para su acoplamiento con los 

inmunoadsorbentes. 

Después de la elación del antígeno soluble de Leishmania mexicana mexicana con 

los inmunoadsórbentes de Sepharosa 413-acoplado a proteínas con Anti A y otro con 

anti 13, se seleccionaron los eluatos de antígeno con mayor D.O. a 280 nm. listós 

fueron el 3,5 y 6 obtenidos por elución en Sepharosa 413 anti A y los 3-6, eluidos en 

Sepb413.antiB, los cuales se utilizaron posteriormente para las pruebas de RISA 

(Tabla 3.3.1 y 3.3.2). 
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Gráfica 3.2,1 Eluatos obtenidos por cromatografía en 
sephadex G200-40 de plasma de grupo sanguíneo A. 
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Gráfica 3.2.2 Eluatos obtenidos por cromatografía en Seph 

G200-40 de plasma de grupo sanguíneo B. 

55 



35 

20 

15 

30 

3.5 

25 

-o- Titulo de 
microaglutinación 

D.O. a 280nm 
1.5 

10 

0.5 

• • • • •,, 4.5 

c 
o  
o 

rn 

É 

o 

Gráfica 3.2.3 Eluatos obtenidos por cromatografia en Seph G40-
200 de plasma de grupo sanguíneo B. 

r• 	 F- 	r"r r  r cn 
CM N 

Fracción eluida 

56 



Tabla 3.3.1. D.O. a 280nm. de los eluatos obtenidos por clución del antígeno soluble 

de Leishmania mexicana mexicana en Sepliarosa413.antiA. 

No. tubo D.O. a 280nm 

1 0.0969 

2 0,1761 

3 0.2218 

4 0.0969 

5 0.3680 

6 0.1919 

7 0.0669 

8 0.0669 

9 0.1461 

10 0.0669 

11 0.0669 

12 0.0669 

13 0.0322 

14 0 

15 O 

16 O 

17 (►  
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Tabla 3.3.2 D.O. a 280nm. de los eluatos obtenidos por clución del antígeno soluble 
de Leishmania mexicana mexicana en Scpbarosa4B.antin. 

No. tubo D.O. a 280nm 

1 0.3010 

2 0.5051 

3 0.9031 

4 0.9031 

5 1.2041 

6 0.6021 

7 0.3010 

8 0.3802 

9 0.3010 

10 0.3802 

11 0.6021 

12 0.4260 

13 0.3010 

14 0.4260 

15 0.3590 

16 0.1047 

17 0.3680 

18 0.2430 

19 0.1919 

20 0.1047 

21 0.1919 

22 0.1249 

23 0.0902 

24 0.0580 

25 0.0902 

26 0.1249 
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Para eliminar los residuos de glucosa y manosa del antígeno soluble de Leishmania 

mexicana mexicana, se utilizó la Sepharosa 4B acoplada a Concanavalina A 

(Seph4B-Con A) con la cual se dejó reaccionar el antígeno; obteniéndose muestras 

con D.O. a 280nm como se muestra en la tabla 3.4.1., tomándose las primeras 3 para 

los ensayos posteriores, ya que en éstas se obtuvó el volumen de antígeno 

adicionado inicialmente. 

Para continuar que las columnas con los imuunoadsorbentes funcionaron 

adecuadamente, esto es, que la columna con Sepharosa 4B-antiA adsorbió las N-

acetil-D-galactosaminas inherentes al antígeno soluble de Leishmania mexicana 

mexicana y que la elución de este con Sepharosa 413-antiB eliminó la D-galactosa; 

se realizó la deterMinación de anticuerpos en los sueros controles negativos a 

leishmaniasis, utilizando saliva de individuos secretores de grupo sanguíneo A, 13 y 

o como !l'ente de antígeno de competencia. Para ello se titularon los antisueros 

comerciales anti A, anti 13 y ami D (BCA, Organon Teknika Co.) por 

microaglutinaeión (tabla 3.6.1). Así como la inhibición de la hemaglutínación de los 

eritrocitos y suero homólogos por acción del antígeno en saliva (tabla 3.6.2). 
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Tabla 3.4.1 Eluatos de antígeno soluble de Leishmania mexicana mexicana con 
Sepharosa4B-Concanavalina A. 

No. muestra D.O. a 280nm 

I 0.0621 

2 0.1761 

3 0.3310 

4 0.3310 

5 0.3310 

6 0.3979 

7 0.5740 

8 0,3979 

9 0.3010 

10 0.3010 

I I 0.2341 

12 0.1761 

13 0.1249 

14 0.0378 

15 0 

16 0 

17 0 

18 0 

19 0 

20 0 



Tabla 16.1 Titulación de antisueros comerciales 

Antisuero Título de microaglutinación 4Unidades 

Hemaglutinantes 

(4LIDA) 

Ad A 1:32 1:8 

Anti B 1:32 1:8 

Anti D 1:2 1:2 

Tabla 3.6.2 Resultados de la prueba de inhibición de la 

hemaglutinación de sueros negativos a leishmaniasis 

No. suero Grupo sanguíneo Inhibición de I-1A 

I A+ Positivo 

2 A+ Positivo 

3 A+ Positivo 

4 A+ Positivo 

5 A+ Positivo 

6 13+ Positivo 

7 II+ Positivo 

8 13- Positivo 

9 13- 	. Positivo 

I O 0+ Positivo 
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Tabla 3.7.1 resultados de ELISA competitivo 

Agl: Antígeno soluble de Leishmania mexicana 

Ag2: Antígeno eluido con Sepharosa4B-antiA 

Ag3: Antígeno eluido con Sepharosa4B.antiB 

Ag4: Antígeno eluido con Sepharosa4B-ConcavalinaA 

Concentración 8 g/ml 	Conjugado: Ami IgG humano 

Dilución de suero: 1:200 

mexicana 

diluido 1:1000 

Grupo 

sanguíneo 

Agl Ag2 Ag3 Ag4 

Testigos Competencia Testigos Competencia Testigos Competencia Testigos Competencia 

A+ 0.253 0.191 0.112 0.142 0.092 0.086 0.111 0.062 

A+ 0.246 0.147 0.06 0.107 0.071 0.062 0.126 0.008 

A+ 0.215 0.181 0.138 . 	0.133 0.191 0.057 0.245 0 

A+ 0.248 0.21 0.233  0.175  0.207 0.06 0.247 0.101 

A+ 0.233 0.197 0.174 0.124 0.154 0.018 0.182 0.133 

B+ 0.215 0.136 0.127 0.181 0.046 0.02 0.124 0.047 

B+ 0.195 0.218 0.207 0.179 0.131 0.145 0.129 0.088 

13- 0.24 0213 0.12 0.165 0.059 0.078 0.041 0.059 

13- 0.231 0.201 0.151 0.15 0.122 0.083 0.106 0.044 

O+ 0.215 0.197 •- 0.142 0.167 0.1 0.054 0.159 0 



Tabla 3.7.2 Resultados de ELISA competitivo 

Agl: Antígeno soluble de Leishmania mexicana mexicana  

,Ag2: Antígeno eluido con Sepharosa4B-anti A 

,Ag3: Antígeno eluido con Sepharosa4S-ann13 

Ag4: Antígeno eluido con Sepharosa4B-Concavalina 	A 

Concentración: 8 g/ml 	Conjugado: Ami 104 humano diluido 1:1000 

Dilución de suero: 	1:200 

Grupo Ag1 Ag2 Ag3 Agá 
sanguíneo 	'Testigos Competencia estigos Competencia Testigos Competencia Testigos Competencia 

A+ 0.066 0.018 0.104 0.034 0.083 0 0.027 0.078 

A+ 0.12 0.039 0.104 0.045 0.17 0 0.068 O 

A+ 0.045 0.026 0.084 0 0.053 0 0 0 

A+ 0.072 0.039 0.18 0 0.052 0 0.03 0 

A+ 0.11 0.062 0.104 0 0.087 0 0.071 0 

8+ 0.119 0.02 0.127 0 0.108 0 0.024 0 

B+ 0.11 0.059 0.114 0.014 0.068 0 0.012 0 

B- 0.038 0.034 0.026 0.024 0 o o 0 

/3- 0.223 0.034 0.209 0.003 0.127 0 0.24 0 

O+ 0.095 0.07 0.132 0.066 0.129 0.036 0.071 0 



Tabla 3.5.1 Resultados de ELISA indirecto y particulado de sueros positivos a 
Leishmaniasis 

Antígeno sin Ag eluido con Ag eluido con Ag eluido con ELISA 
tratamiento Seph4B-antiA Seph4B-antiB Seph4B-conA Particulado 

0.262 0.132 0.093 0.129 0.174 
0.25 0,101 0.098 0.105 0.207 

0.248 0.093 0.089 0.089 0.181 
0.253 0.075 0.111 0.132 0.187 
0.194 0.086 0,062 0.026 0.157 
0.219 0.086 0.081 0.075 0,166 
0.262 0.099 0.153 0.15 0.227 
0.248 0.092 0.078 0.1 0.137 
0.221 0,102 0.087 0.054 0.135 
0.262 0.12 0.117 0.102 0.212 
0.25 0.122 0.071 0.045 0.167 
0.256 0.079 0.076 0.077 0.172 
0.267 0,116 0.092 0.047 0.167 
0.256 0.142 0.116 0.091 0.209 
0.253 0.116 0.08 0,066 0.186 
0.212 0.089 0.Ó59 0.069 0.208 
0.24 0.104 0.066 0.052 0.172 

0,259 0.179 0.133 0.125 0.233 
0.214 0.106 0.071 0.035 0.23 
0.267 0.182 0.171 0.128 0.236 
0.256 0.136 0.1 0.107 0.25 
0.27 0.152 0.107 0.098 0,25 

0.259 0.172 0.174 0.109 0.184 
0.229 0,126 0.098 0.063 0.158 
0.227 0.174 0.177 0.135 0.245 
0.259 0.14 0.145 0.132 0.251 
0.245 0.103 0.119 0.07 0.191 
0.197 0.051 0,046 0.032 0.157 
0.265 0.17 0.179 0.15 0.291 
0,262 0.102 0.102 0.075 0.282 

0.253 0.127 0.105 0.034 0.276 

0.248 0.093 0,073 0.083 0.245 
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Tabla 3.5.1 Resultados de ELISA indirecto y particulado de sueros positivos a 
Leishmaniasis 

0.259 0.095 0.097 0.053 0.242 
0.209 0.093 0.083 0.01 0.205 
0.24 0.108 0.119 0.074 0.295 

0.276 0.144 0.139 0.108 0.245 
0.248 0.089 0.06 0.032 0.121 
0.264 0.114 0.1 0.077 0.161 
0.232 0.093 0.072 0.03 0.166 
0.207 0.064 0.056 0.038 0.13 
0.278 0.175 0.061 0.117 0.245 
0.284 0.182 0.193 0.143 0.247 
0.256 0.124 0.113 0.068 0.235 
0,227 0.086 0.065 0.038 0.166 
0.245 0.09 0.072 0.063 0.165 
0.27 0.152 0.174 0,128 0.219 
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Tabla 3.5,2 Resultados de ELISA indirecto y particulado de sueros negativ 
'Leishmaniasis de erupo sangLiineo A. 

ELISA INDIRECTO ELISA 
,Ag sin tx. Ag eluido con Ag eluido con Ag eluido cori PARTICULADO 

Seph4B-antiA Seph4b-antiB Seph4B-conA 
0.261 0.177 0.092 0.041  0,207 
0.264 0.187 0.122 0.1 0.2 
0.215 . 0.104 0.106 0.033 0.164 
0.178 0.065 0.068 0.057 0.161 
0.258 0.087 0.09 0.036 0.179 
0.154 0.049 0.051 0 - 0.112 
0.176 0.063 0.067 0.018 0.142 
0.217 0.081 0.057 0 0.149' 
0.258 0.143 0.134 0.057 0.219 
0.152 0.046 0.05 0 0.146 
0.141 0.044 0.047 0 0.139 
0.148 0.048 0.088 0 0.134 
0.212 0.075 0.049 0.019 0.125 
0.234 0.101 0.087 0.062 0.152 
0.271 0.157 0.164 0.148 0.173 
0.277 0.09 0.096 0.101 0,14 
0.249 0.124 0.141 0.135 0.248 
0.181 0.106 0.12 0.131 0.221 
0.274 0.153 0.161 0.144 0.218 



Tabla 3.5.3 Resultados de ELISA indirecto y particulado de sueros 
negativos a leishmaniasis de grupo sanguíneo B. 

ELISA INDIRECTO 
'fig sin_ tx Ag eluido con 

Seph4B-antiA 
Ag eluido con 
Seph4B-antiB 

Ag eluido con 
Seph4B-Con 

ELISA-con 
Ag particulado 

0.254 0.174 0.177 0.155 0.227 
0.238 0.131 0.152 0.088 0.191 
0.274 0.169 0.181 0.142 0.18 
0.23 0.164 0.185 0.139 0.157 

0.236 0.166 0.171 0.115 0.228 
0.267 0.141 0.147 0.132 0.196 
0.195 0.08 0.071 0.018 0.172 
0.279 0.098 0.077 0.12 0.184 
0.225 0.143 0.165 0.188 0.238 
0.226 0.131 0.127 0.186 0.175 
0.248 0.123 0.132 0.117 0.194 
0.256 0.112 0.108 0.101 0.175 
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Tabla 3.5.4 Resultados de ELISA indirecto y particulado de sueros negativos a 
Leishmaniasis de grupo sanguineo O. 

ELISA con 
Ag eluido con Ag eluido con Ag eluido con Antígeno 

particulado 
0.118 

Ag.sin tx. Seph4E-antiA Seph4B•anti8 Seph4B•ConA 
0.131 0.157 0164 0.101 

0.2 0.1 0 146 0.19 0.24 
0.22 0.104 0 091 0.066 0.149 
0.251 0.08 0.18 0.19 0.109 
0,279 0,129 0.149 0.127 0.224 
0.276 0.119 0.141 0.143 0.211 
0.246 0.118 0.117 0.164 0.203 
0.125 0.14 0.125 0.157 0.204 
0.188 0.167 0137 0.193 0.19 
0,215 0.147 0 064 0.173 0.235 . 
0.22 0.167 0.132 0.176 0.212 

0.133 0.112 O 099 0.108 0.196 
0.195 0.072 0.075 0.058 0.198 
0.294 0.141 0 108 0.189 0.164 
0.15 0.134 0.131 0,193 0.214 
0.146 0.091 0.09 0.138 0.185 
0.137 0.069 0.118 0.182 0.215 

0.164 0.146 0.115 0.215 



CUADRO 4.1.1 ANÁLISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR DE SUEROS 
POSITIVOS A LEISHMANIASIS Y SUEROS NEGATIVOS DE GRUPO 

SANGUINEO A,B Y O. 

Antigeno Fuente de variación Suma de Grados de Media de F calculada P F teórica 
cuadrados libertad cuadrados 

Sin Entre grupos 0.03413 3 0.0113 8.5289 4.80E•05 2.7058 
tratamiento Dentro de los grupos 0.12 90 0.0013 

Total 0.1519 93 

Eluido con Entre grupos 0.0104 3 0.0034 2.7551 0.0469 2.7047 
Seph 4B• Dentro dedos grupos 0.0644 91 0.0012 

anti A Total 0.0748 94 

Eluido con Entre grupos 0.0216 3 0.0072 5.2952 0.002 2.7047 
Seph 4B. Dentro de los grupos 0.1241 91 0.0013 

anti B. Total 0.1457 94 

Eludo con Entre grupos 0.0968 3 0.322 17.0682 7.0BE•09 2.7047 
Seph4B• Dentro de los grupos 0.172 91 0.0018 
ConA Total 0.2688 94 

ELISA Entre grupos 0.1566 3 0.0052 3.1943 0.0272 2.7058 
particulado Dentro de los grupos 0.1471 90 0.0016 

Total 0.1627 93 



CUADRO 4.2.1 PRUEBA DE STUDENT NEUMANN KUELS 

Antigeno Sx= Sx/n/tx k q qsx o dif.min 
significativa 

Comparación 
de medias 

Diferencia 

Sin tratamiento 7.50E-03 2 2.83 0.0213 X4-X1=0.0466 0.0282 S 
3 3.4 0.0256 X3-X1=0,0462 0.0256 S 
4 3.74 0.0282 X2-X1=0.0166 0.0210 NS - 

X3-X2=0.02 97 0 0210 S 
X4-X2=0.0301 0.026 S 
X4-X3=0,0004 0,021 NS 

Eluido con 0.0073 2 2.83 0,021 	'.-- X4-X1=0.036 0.027 S 
Seph4B-antiA 3 3.4 0.025 X3-X1=0,023 0.025 NS 

4 3.74 0.027 X2-X1=0.0168 0.021 NS 
X3-X2=0,0062 0.021 NS 

• X4-X2=0.0192 0.025 NS 
X4-X3=0.013 0.021 NS 

Eluido con 7.50E-03 2 2.83 0.021 X4-X1=0.047 0.0283 S 
Seph4B•antiB 3 3.4 0.025 X3-X1=0.0287 0.0258 S 

4 3.74 0.028 X2-X1=0.0087 0.0214 NS •- 
X3-X2=0.02 0.0214 NS 

X4-X2=0.0382 0.0256 S 
• X4-X3=0.0182 0.0214 NS 

Eluido con 8,92E-03 2 2,83 0.025 X4-X1=0.091 0.033 S 
Seph4B-ConA 3 3.4 0.03 X3-X1=0.068 0.030 S 

4 3.74 0.033 X2-X1=0.025 = 0.025 S 
X3-X2=0,0433 0.025 S 
X4-X2=0.066 0.030 S 
X4-X3=0.023 0.025 S 

Particulado 8.34E-03 2 2.83 0,024 X4-X1=0.0341 	0.031 S 
3 3.4 0.028 X3-X1=0.0231 0.028 NS 
4 3.74 0.031 X2-X1=0.0223 0.024 NS 

X3-X2 =0.0008 0.024 NS 
X4-X2=0.0118 0.028 NS 
X4-X3=0.011 0.024 NS 

Donde: 	XI: Media de sueros negativos de grupo sanguino A 
X2: Media de sueros positivos a Leishmaniasis 
X3: Media de sueros negativos de grupo sanguinco O. 
X4: Media de sueros negativos do grupo sanguineo B. 

S: Diferencia significativa 
NS: Diferencia no significativa, 



DISCUSION DE RESULTADOS 

Los resultados demostraron la existencia de reactividad cruzada entre antígenos de 

Leishmania mexicana mexicana e isohemaglutininas del sistema de grupos 

sanguíneos ABO evidenciada mediante la técnica de ELISA indirecto, utilizando 

como antígeno extracto soluble de promastigotes de L. mex. mex. causante de 

Leishmaniasis cutánea diseminada (LCD) en dos casos humanos, cuyo antígeno fué 

previamente tratado con inmunoadsorbentes específicos de glicoproteinas de los 

grupos sanguíneos A y B; así como el antígeno extracto total de promastigotes 

ensayados con la técnica de ELISA particulado. Técnicas que ofrecen ventajas en 

cuanto a realización ya que presentan ventajas con respecto a otras técnicas 

diagnósticas como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), 

inmunoelectrotransferencia (Western blot), técnicas que utilizan DNA recombinante 

e incluso los cultivos de microbiopsias e inoculación en Hamsters, ya que no en 

todos los centros existe la disponibilidad de equipo o el personal capacitado o 

recursos económicos suficientes ya que es un problema dado en países 

subdesarrollados y predominante de niveles socioeconómicos bajos. 

La aplicación de la técnica de ELISA indirecto y particulado en los casos de LCD, 

LMC y LV requiere ser más estudiada y manipulada en relación al sistema de 

grupos sanguíneos ABO; ya que esto representarla ventajas para la detección de 

casos en zonas endémicas. 

La presencia de reacción cruzada entre antígenos de Leishmania mexicana mexicana 

e isohemaglutininas de los grupos sanguíneos ABO se describió en sueros de 

pacientes y de individuos sanos con diferente grupo sanguíneo que referían no 

provenir de zonas endémicas de leishmaniasis (58), lo cual es un factor de 

inespecificidad en el serodiagnóstico por ELISA indirecto y particulado por lo cual 
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el antígeno soluble de Leishmania mexicana mexicana se adsorbió con 

Sepharosa4B-anti A, Sepharosa4I3-anti B y Sepharosa4B-Concavalina A; 

inmunoadsorbentes que nos permitirian retener los glicoconjugados de N-acetil-D-

galactosamina, D-galactosa; así como los grupos que contienen residuos de manosa 

y glucosa respectivamente. Partiendo de ésta hipótesis se seleccionaron sueros y 

muestras de saliva de individuos secretores sanos de grupo sanguíneo A, B y O 

mediante la prueba de inhibición de la hemaglutinación y se procedió a realizar la 

prueba de ELISA competitivo utilizando saliva como fuente de antígeno de 

competencia; obteniendo los resultados reportados, aunque no son de un número 

suficiente para un tratamiento estadístico, se observa disminución de la densidad 

optica a 490nm de los sueros corridos por ELISA competitivo con respecto a los 

testigos, lo cual indicó que existe similitud entre el antígeno de grupo sanguíneo y 

los antígenos de L. mex. mex.; teniendo disminución de lecturas cuando se utilizó el 

conjugado de and IgM humano; ya que las inmunoglobulinas acopladas al soporte 

se Sepliarosa4B fueron principalmente de clase "M". 

Puesto que el valor de F obtenido del análisis de varianza de un factor de los datos 

obtenidos por ELISA indirecto utilizando antigenos con diferentes tratamientos; se 

decide rechazar la hipótesis nula, es decir que tenemos evidencia estadística y 

experimental de que existe una diferencia estadística significativa entre la inedia de 

al menos un par de tratamientos y posiblemente entre más, cuyos grupos de 

tratamientos son los sueros positivos a leishmaniasis y sueros negativos de grupo 

sanguíneo A, B y O; así como los grupos formados por los negativos entre si. Entre 

los cuales cabe destacar que le tratamiento del antpigcno soluble de L. mex. mex. 

con Sepharosa4B-Concavalina A permitió obtener una F calculada de 17.0682 con 

respecto a una F teórica de 2.7047 con una p de 7,081 X IV lo cual indica una 

diferencia significativa entre los grupos de tratamientos; corroborado con la prueba 

de Student Newmann-Kuels descrito en el apartado correspondiente. 
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La técnica de ELISA indirecto utilizando antígeno soluble de Leishmania mexicana 

mexicana sin tratamiento demostró cruce antígénico con sueros positivos a 

leishmaniasis y sueros negativos de grupo sanguíneo B (58), lo cual podría deberse 

a que las cepas utilizadas poseen un antígeno de grupo sanguíneo A como la 

N.acetil-D-glalactosamina; lo cual contribuye a que el suero con anticuerpos anti A 

en suero de grupo sanguineo 13 reconozcan el antigeno de Leishmania mexicana 

mexicana dando titulos altos de anticuerpos (17). Sin embargo, la prueba de ELISA 

indirecto realizada con antígeno soluble de L. mex. mex. eluido previamente en el 

inmunoadsorbente de Sepharosa4B-antiA y Sepharosa4B.antiB demostró la 

presencia de reactividad cruzada con grupo sanguíneo A, 13 y O; debido 

probablernente a la presencia en el suero de sujetos sanos de anticuerpos anti-flora 

microbiana , que cruzan con antígenos de grupo sanguíneo del sistema A130. Al 

respecto Arron l'hall y Uri Galili (59,60) encontraron que el hombre puede producir 

grandes cantidades de anticuerpos naturales de tipo IgG que intcractúan 

específicamente con residuos de galactosa y N-acetilgalactosamina, estos 

anticuerpos naturales, llamados "anti-Gal", constituyen aproximadamente el 1% de 

la IgG circulante en el hombre y puede aislarse del suero normalmente mediante 

inmunoadsorbentes. 
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CONCLUSIONES 

Existen antígenos de reacción cruzada entre, antígenos de Leishmania mexicana 

mexicana e isohemaglutininas de grupos sanguíneos ABO. 

La técnica de ELISA indirecto y particulado apoyada con más estudios, puede ser 

usada como una herramienta para lograr un diagnóstico más seguro. 

La presencia de reactividad cruzada fué evidenciada mediante la técnica de ELISA 

indirecto, utilizando como antígeno, extracto soluble y total de promastigotes de 

Leishmania mexicana mexicana, 

El tratamiento del antígeno soluble de Leishmania mexicana mexicana con 

Sepharosa4B-Coneavalina A redujo signilleativathente la reacción cruzada causada 

por isohemaglutininas del sistema de grupos sanguíneos ABO. 
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PERSPECTIVAS 

Realizar la técnica de ELISA indirecto con antígeno soluble de Leishmania 

mexicana mexicana conociendo el grupo sanguíneo de los sueros positivos, ya que 

en el presente trabajo no fué posible hacer la determinación del grupo sanguíneo por 

prueba inversa por ser el suero insuficiente. 

Se requiere de la estandarización de la técnica de ELISA con antígeno particulado y 

su correlación con la técnica de IFI ya que ambos detenninan antígenos de 

superficie para lo cual, se necesita correlacionar las lecturas de un suero problema 

con titulos conocidos previamente realizados por IFI y su corrimiento en ELISA 
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APENDICE I 

PREPARACION DE SOLUCIONES 

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS) 

Mezclar 8.0g de NaCI, 0.2g de KH2PO4  , I .I5g de Na2HPO4  y 2g de KCI, hasta su 

disolución total en I 000m1 de agua destilada y ajustar a pH 7.4. Almacenar a 4°C . 

SOLUCION DE ALSEVF.R 

Mezclar 2.05g de glucosa o dextrosa, 0.80g de citrato de sodio dihidratado, 0.055g 

de ácido cítrico monohidratado, 0.42g de NaCI en 100 ml de agua destilada. Se 

esteriliza a 10lb durante 15 min. Se suspenden dos volúmenes de esta solución por 

uno de critrocitos. Refrigerar a 4°C. 

SOLUCION SALINA ISOTONICA 

Pesar 8.5g de NaCI y adicionar I 000m1 de agua destilada. 

AMORTIGUADOR DE RECUBRIMIENTO DE CARBONATOS pH 9.6 

A 1.59g de Na2CO3  y 2.93g de NaHCO3, adicionar 1000m1 de agua destilada. 

Almacenar a.4C por no más de dos semanas. 

REACTIVOS PARA DETERMINACION DE PROTEINAS 

REACTIVO A. 

Carbonato de sodio al 2% y tártrato de sodio y potasio al 0.02% en hidróxido de 

sodio O.IN. 

REACTIVO B 

Cu2SO4  al 0.5% en agua destilada. 

REACTIVO C 



Mezclar 50m1 del reactivo A con I ml del reactivo B. 

REACTIVO D 

Reactivo de Folin-Ciocalteau. 

A 0.2m1 de muestra (25-500µg/m1) adicionar ImI del reactivo C, dejar 10 min. a 

temperatura ambiente, luego adicionar 0.1m1 del reactivo D, dejándolo 30 min. a 

temperatura ambiente y leer a 750 nm. 

SUSTRATO DE IEROXIDASA 

Amortiguador del sustrato pH 5.0 

Mezclar 24.3m1 de ácido cítrico 0.IM y 25.7m1 de Na2111)04  0.2M, adicionarle 2011 

de 11202  al 30%. 

Tomar 10m1 de la solución y adicionarles 4 mg de Ortofenilendiamina (OFD). Se 

prepara inmediatamente antes de usarla pues la OFD es fotosensible. 

MEDIO DE NOVY-NICOLLE-McNEAL (NNN) 

El agar se obtiene calentando juntos los siguientes ingredientes: 1.4g de agar, 0.6g 

de NaCI en 90 ml de agua destilada, una vez fundido el agar, se transfiere a los 

recipientes de cultivo. Se esteriliza manteniendo los tubos a 121°C durante 15 min. 

Se deja enfriar hasta unos 50°C y se agrega sangre de conejo desfibrinada, obtenida 

en condiciones de asepsia a una concentración del 15%. La sangre se mezcla con el 

agar haciendo rodar los tubos entre las manos, en posición vertical. Luego, los tubos 

se colocan en posición inclinada hasta que el agar se solidifica y luego se colocan 

los tubos en posición vertical a prueba de esterilidad a 37°C por 24 hrs, y se 
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siembran los tubos que no presentan crecimiento después de la prueba de 

esterilidad. 

DOPE INFUSIÓN DE CEREBRO Y CORAZON (MI) 

Mezclar 6.0g de Infusión cerebro y corazón, 6.0g de peptona de carne, 5.0g de 

NaCI, 3.0g de dextrosa, 14.5g de peptona de gelatina,2.5g de Na2HPO4  hasta su 

disolución total en 1000m1 de agua destilada y ajustar a pH 7.4±0.2. 0 bien 

suspender 37g del polvo en 1000m1 de agua destilada. Distribuir y esterilizar a 

121°C por 15 min. 

MEDIO DE CULTIVO RMPI 1640 

Mezclar 2.0g de Na2CO3, 50 U/ml de penicilina, 50 µg/m1 de estreptomicina en 

1000 ml de agua destilada. Se pesa el NaHCO3  y el RMPI se disuelven en 700 ml de 

agua destilada, y se pasa por filtro grueso, posteriormente se esteriliza por filtración 

en condiciones de esterilidad. Se agrega el antibiótico y se suplementa con 

hemoglobina al 10%. 
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