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RESUMEN

En la blsqueda métodos seguros y raptdos para el dlagnistico de letshmantasts, y ya que generalmente
la severtdad de Ta enfermedad espectalmente en la letshmantasts diseminada y viceral, se relactoma con la
aportuntdad con que es confirmads el Alagnistico.

En el presente trabajo se vealizd la estandartzacton de la téentea de ELISA para ol diagndstico de
Letshwanlasts, y un estudlo observactondl, progpectivo, transversal, y comparativo entre éita téoniea y b
téentca de 1FL. Se witlizaron sueros de pactontes con diversas mantfestactones de letshmantasis proveniontes
de las zomas endémicas de la Repblica mexteana y sueros de personas qie no han tentdo eontacto con ol
Jarisito.

gl desarrollo expertmental se levo a cabo en las siguentes etapas:

ETAPA L~ Alslamiento y alttvo del antigens, de wna lestdn Lelshmanantasica en medis triple NNN
¥ postertormente cultivo en medio RMPI1640,

ETAPA 1L~ Comtmiento de los sueros problemas por In téomica de 1¥1.
ETAPA WL~ Estandarizacttn de la téentea de ELISA, wtlizando vartas diiciones de antigeno, eonfygads

y suero.

La tenica de ELISA queds estandarizada de la stgutente forma concentraciin dpttma de antlgeno 8pag/mi,
diluctdn del copugads 1:1000 y dilucton del suero 1:400. ‘

Los resultados obtentdos waiestran que wo extste diferencta sigpificattva entre el empleo de enalqulera de s
cepas de Leishmanta en la téentca de ELISA. Y ademds que extste diferencia sigficattva entre la téenten
de ELISA ¢ 1F1 para el diagnisitco de leishmantasts, encontréndose mejores resultados en la téonten de
ELISA.

Es vecomendable buscar un antigeno especifico para eliminar la veaccln cruzada encontrada en el sstema.
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INTRODUCCION

s¢ designa como Letshmaniasts @ una serte de entidades cliicas que se mantfiestan como lestones
uleerosas de Ta ptel que pueden o wo curar espomtaneamente: lesiones 4 woucosas, lestones diseminadas
ineurables y, finalmente, lstones vicerales que pueden legar a sev fatales.

El agente elioldglco cs un protozoario del genero Letshmanta que necestia de dos huespedes para completar
s ctelo de vida; uno vertebrado en el cual el pardsito es extracebdar y presenta la forma de amastigote y
ol Tesped tuvertebrado donde ¢ presenta Ia forma de promastigote que es movil.

Las Leishmantasts constituyen una de las enfermedades tropicales de wayor Inportancia para la organizacion
mondial de la sabud; presemtan distribicton cosmopolita con la excepctin de Australia, fectan 4 12 millones
de individuos, pertenectentes 4 80 pafses, de los ouales enfermwan cada aio alrededor de 400 mil y ponen
on riesgo & mas de 350 millones, incremendandose afio con afo ¢l mimero de afectados.

su Importancia no solo vadlea en st evectente magnitnd st no que tamdten en s traseondencta, la eal es
la medida por las comsecuemcias soctoecomémicas y yﬂwl&diw e bas caracteriza y por ser a4 memido
debtlitantes ¢ Incapasitantes.

En Métteo, durante los dltimas tres aios, las Leishmoantasts han incrementando su magnitud y pese a no
vealtzarce Investigacion eptdemtoldgica sistemdtica s han desubterto wuevos foos en Nayartt, Jaliseo,
Verdcniz, Oaxaca y Quintana Roo, estados donde wo se habtan desarrollads.

Estas han stdo vesponsabilizadas de proyectos de Neocolonizacton de tierras tropicales para ol desarrollo
agropecuarto, el entorpectmiento de la construcctén de obras viles ex la selva, vias ferveas y carreteras.

Aemds depanperan al campesino, al que con frecurncia tueapacttan y hacen perder sus cosechas que, auwngie
muchas son de autocomsumo y i merma no afecta la produccién wactmal, a €l lo sumen en la miserta.

Los pardsitos del género letshmanta. vequieren de métodos seguros y vdptdos para s diagnésticos,ya que
Geveralmente la. severtdad de la emfermedad esta relactonada con la oportunidad con que es eonfirmado el
diagndstico temprano y comfirmutorto de la emfernedad es primordial para uttlizar un tratamlento adecuado,

En este trabafo se estandarizo la téeniea de ELISA para el diagudico de Letshmantasts, y se
realizo wna comparacidn con la técnica de 1F1 encontrandose que existe wna diferencia stgnificativa entre el
empleo de esta téemtea y la de ELISA.



LEISHMANIASIS

- DEFINICION: L4s letshmanlasts son enfermedades parasitartas causadas por vartas espectes de protozoarios

hemeflagelados del género Lelshmanta, que atacan la ptel y viceras del hombre y de diversos animales. Son
transmitidas por la pleadira de la hewdra de un pequeho mosquito plloso pertencelente a los géneros
Phicbotomis y Lutzomyta.”

©

AGENTE ETIOLOGICO
Las letshmantasls son causadas por varias espectes y subespectes de complejos de Leishmanta, protozoarto
e o sélo parastta al hombre, stuo tambtén a mamfferos domésticos y silvestres. EI género se divide en
varias categorias taxmomicas tal y como se thstra en el cuadro wo.1. ™%



CONPLRIOS DR LEISHMANIA QUE AFECTAN AL HOMZEE

i

ESPUNDIA 4 LESHMANIASSS
MUCOCUTANEA

L EALAAZAR DE LA INDIA Phichgoms NDIA, CHINA, SUMATRA, PAKBTAN,
cko Loshmanis | SOCASIONALUENTE Lirsiouamiass xeper TAILANDIA.
010 duneni | CUTANEA DISGMIADA POST-ZALA
MSN dmvani | AR
rHO
LNy [y KALAAZAR INFANTISL Nmvas rERROS [or—p— COSTAS DEL MEDITERPANEO Y ALGUNGS
£ dameeni st PALSES DE ASUA Y AFRICA
INN fechan Dhicotonm: martini
ol
. Loiania | LESHMANTASIS VICERAL EN AMERICA NIOS Y RS Y J— ARGENTINA, BOLIVIA, BRASIL, COLOMBIA,
dani LENAMANUSIS CUTANEA AbuLTOS 200803 P GUATEMALA, MEXICO,EL SALVADOR,
prow HONDURAS T NICARAGUA.
L [ 2oTON ORIENTE AbULTOS Phinhotomns pupasi, srgmti | COSTA DEL MEDITERRANED,
cE ropica 11P0 sec0 AFGANISTAN, DA
oir opica
usz
rHO [ymr— SoTON oRIEIE ApuLTos ROEDORES Phicbans ZONAS RURALES TIPO DESRTICO.
ixr repis 1170 HUMEDO svESTRES p=s
EAl mayor [eurgfiiico)
we J— LESIONES SEMEINTES ADULTOS RoEDORES Phlchssmns Enoru 1 KV
. aniopica BOTON ORIENTE TIPO =
SECO PERO CON MAS
LARGA DURACION ¥ LCD
L Loisnia: VLCERA DE LOS CRICLERGS ADULTOS ROEDORES MEXICO, HOMDUBAS, COSTA RICA,
cEM ccans AR VEZLCD SELVATICOS L Otewcs olawce GUATEMALA ¥ BELCE.
0k eicma PeRI0
usx
rH1 Loiokmnia Ler P00 2om008 [y—— BRASIL, VENEZUELA, SURINAM ¥
Luc e Leo RECUEVTE ~ @ drefice couosis
EAA anconenit
INN
o4 Lsisia Lea AbvLToS roEDORES L Fleviocselasa VENEZUELA T BRASIL
. mericane R sEzvaTICas
i .
[ ADULTOS Ja— VENEZUELA, PERY, ECUADOR. BOLIVIA,
boapitionaly
Iosilimwis

PARAGUAY Y COLOMBIA.




ANTECEDENTES HISTORICOS

En ol vigo munds, al parecer la primera deseripetdn de la Leishwanists tegumentaria e atribuida 2
ElRazt en Irak alrededor del aho 1500 de nuestra eva. En 1885 Allownyan publlcs wn trabafo sobre ol
padecimiento en Aleypo, Stria y en ese mimo aho, Cunningham ohservs por primera vez a los pardsitos
4 los que supuso esporas nclutdas en wna amibar.

En 1898, Plolr Foktich Borowsky al estudlar casos de letshmantasls cutdnea desculmid a su agenle
causal, pero al ser publtcads su trabao en vuso, pass desapercbido para los clentfficos occtdentales. En
1903, Letshman describid a los pardsttos causantes del kala-azar, en el miswo afio pavo dos meses despuds
, Denovan los deserbtd en el mismo padecimiento. Ross cres el ginero Lelshmanta, en honor a Lelshman
y wrigt (1903) describto ol boton de ortente, Lamindole Letshmants frfplca. ™

LEISHMANIASIS EN MEXICO

seguramente s leishmantasts extstievon en Amériea precolombina y desde luego en méxico, asi Diego
Lgpez de Colludo en su historta de Yucatd, relats que s primeros franciscanos que tentaron convertir
a los ttzaes del Peté, encontraron mumerosos tndfgenas con las ~orejas podvidas®. En 1927, Padilla Bolahos
publtes el hallazgo de tholillos con “orejas eomidns”, mutllactones que o parectan deidas al tiempo, stwo

 hechas exprofeso.

s embargo, el primero que describts In leishmantasls tegumentaria en Yucatdn y yor ende en Méxics,
fué setdelin en 1912 quien la Hamd sleera de los chicleros por encontrar las lestones uleerosas con mucha
frecuencta en las orefas de este tipo de irabafadores; asnue segin ichanstegu) fue Paz, el primero en
ocuparse de la letshmaninsls legumentarta en esa regién. £ 1913, Hemdndez Fajardo publics wn trabajp
sobre esta parasttosts en Yucatdn, y ese mismo aho Cervera describid un easo en la revista de la Escuela
Médico mtlitar.”™™



DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Las letshomaxiasts en México se distibuyen al menos en 17 enlidades, desde Conhutla, Nuevo Lot y
Tamalpas por el norte Veracruz, Tabosco y Campeche por el Golf, y por el actfico los estados de Chipas,
Onacd, Guerrers, Michoacin, Jallsco, Nayarlt y Stnaloa. También afecta estados mediterrineos como San
Lus Polosf, Mordes y Puebli™, como pucde observarse la distrlucion de as letshmantasts se ha modificads del
aio de 1990 (figura 1), dl afo de 1994 (figura 2).



! Distribucién geografica de las especies
) de la Leishmania en México (Fig. 1)

E:l Leishmania mexicana mexicana
D Leishmania braziliensis braziliensis

Leishmania donovani chagasi




FIG. 2

Las leishmaniasis en México




VECTORES

Los vectores de la leishmantasls perienccen a la sufamilia Phicbotomine, puede transmittr la enfermedad
Jor bo menos 70 de las 600 subespecles comoctdas. En ¢l Nuevo Munde el vector ¢s el género Lutzomyla
y e el Vieo Munds, Phlchotomus, discuttendose el papel de Sergentomyta.

Los flckitomos son dipteros de pequeRio tamaks, wnos 5 mm, de  alas lanceoladas, revestidos en s
totalidad de cerdas. Estan distribuidos en todo ol raouds, cubmimando en élclos completos durante todo el afio
ot dreas tropteales y oo de mayo o octubre en b vegion paleirilea, sobvonviendo a lu estactén fria
(liapusa) en cuarlo estadio larvarto. Los habitats varlan desde s prototipos de selva himeda a veglones
drtdas. El vl es corto, sllencloso y 1a plcadura dolorosa.

Las hembras adultas, dnicas hematdfagas, ponen de 50 a 100 huevos en ligares arenosos com humedad
alta pero no encharcados, ricos en detritus oygdnicos para que s puedan alimentar las larvas, después de
+ estadlos larvartos que se veallzan en 2 a 4 semanas, adquteren In fase de pupn para emerger los adultos
al cabo de 7 dias; en esc momento las hembras son fecundadas, alopindose el semen en la espermateca. Ellos
necesttan ingurgitar sangre para desarvollar los dwlos. Viven xna media de 6 semamas®. 1a pellgrosidad
epdemioliglen de uma especte viene Aeterminada por factores de denstdad de poblacion flebotémica y
expectattva de vida en directa relacton con facores climiticos puesto que, una vez tfectados, son capaces
de tnocular Leishmantas durante toda ln vida.

CICLO BIOLOGICO

La Leishmanta presenta dos fases on su clelo de vida, una movil Uamada promastigote, éste es fustforme
mide de 6 a 20 micras de longttud su wicleo es central, einetoplasto antertor y presenta un flagelo extertor
s encuetra cn bos flebtomos y en s cultivos. La otra fase de Letshmanta es tnmovil se encuentra en el
hombre como un corplseulo oval o redowdeado de 2 4 6 micras de longitud viviendo dewtro de las células
del ststema fagocttico monsmuclear o en casos excepetonales en cébulas endoteliales. El desarvollo en el intesting
del tnsecto es senctllo: Las letshmantas se convierten en leptowanas y se dividen por fistén binaria
longteuditalmente formando dos individuos. se alojan exclustvamente en el tubo digestivo, ¢ desarrolle del
parislto se presenta en el estomago o hacla la parte antertor del tubo digestivo (hipofaringe), cuando esto
ocurre el acimulo de pardsttos Hloquen el tubo digestivo y el tusteto regurgita durante b pieadira para poder
Ingerlr , transmitiendo en esc momento la infeccton. £n el huésped mamfers el organismo es fagocttado por
células fagostiiens, en las euales se multiplica en forma de amastigote por fistén binaria simple hasta que
la cébula huesped es destrutda y luego son parasitados muevos macrdfagos’™"” (¥lg. 3)



Fase de amastigote

Macrdgago

Phtebotomus o Lutzomyda

CICLO BIOLOGICO DE
Leishmania sp.
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RESERVORIOS

El reervorto, por definiciow, debe ser kn animal que garantice tanto b extstencia del protozoo como s
postertor transmisitn. Para ello tendnd que vawdr una serie de amdiciomes en wmayor o monr grado como son:
alta oumtia, procmidad entre Fumano y vector y la evoluctin erinica de la parasttost o dl.

En goneral se constlera que los roedores sivestres son los reservorios de b elslomantasts tegumentaria y que
los cinidos sthvestres y domésticos, los de kala-azar. Sin embargo o clertas regiones ¢
wlémicas de letshmantasts autdnea de Brast], Argenting, Peni, Panamd v Costa Rica s han observado perros
con lesones tipteas a bs e se les T atslado el agonte etioldgico. 38

En Méxteo se spone, st que wadie b haya probido, que ol igual que en Belice b edores stvestres que
strven de reservorto para la infeccton por Leidmania mextcang polria sers Ototylmis phyllotls, Heteromys
desmarestionss, Nyctomys samichrastt y Sigmodim higpidus. En un estudio electuads por velaseo y col. en
Santiago Jalalul, 0axaca, en 1981, de wn total de 139 perros se encontraron 7 con lestones sloerosas tipleas
on narlz y orefas y aungue el aspecto histopatoligioo sugeria fuertemente ol diagndstico de lishmantasts s se
tentiics el pardsito ox un pers™*™. Ex 1987, Veascoy 1drin aislaron Letshmanta sp de wn tefn, sin
anburgo, por sk conducta en haimster, y el medio de ulltvo y por su resistencla a Lt terapia con
antimoniales, parects tratarse de Letshmanta braztionsis”™.

cuadro No.2 POSIBLES RESERVORIOS DE LEISHMANIASIS
" CUTANEAS EN MEXICO

ANIMAL LOCALIZACION
Rocdores Béliee y penivsila de Yucatin
Perm doméstico oaxaca y Quintana Roo

Ton Chiapas



FORMAS CLINICAS Y REPUESTA INMUNOLOGICA'EN EL HUMANO

Letdmantasts outdnea bcalizada (Lcy) o sloera de b chicleros. Es cusada por Leshomania
malcan medcana. Esta forma clinica , s¢ caracteriza habitualmente por una sceractén pesieda y snica
avgue prede sev grande y milligle, st ol transmtsor picé en forma repetids ol ser aluyentado dirante
hematofiygia o cuando ol tésped fue strltdneamente plcads por vartos vectores. Lt wlceractdn es gonerabmente
redondead, de borles indbirads, fondo limplo ¢ INDOLORA y aparece aproxtmilimente 15-20 dias despmds
e la pleadura infectante. Al principlo es un pegucho nddulo, pruriginoso, que evoluciona hacta b Wloeracion,
aoue dlgouas vetes la Lesiom eotirua stempre nodular y se trangoma on wnt placa tnfltrada o atrdfica ¢
inchustve s¢ vuelve vegetante. La intradermorreaccién e positiva, los macrdfages no pasan al tomente
stnguines, La regmiesta tomonttarta Jsomoral es bas o estd pridcticamente awsente mientras que it colar es

Josittva.

Letshmantasis autdnea disominada (LCD) o ltshmantasis lyrotde. s¢ imicia habdtuabmente por wx
il gue o sea lliera y se disemina por via linfitica, dando multiples nililos e simlan wna exporotricosis.
Esta disembuactin ¢s halitualmente wy lonta. De estos stttos los pardsitos se dseminan por o liqutdo tiadar,
por la linfa o por la sangre legands a colomizar pricticamente (ol el tegumersa con la ckeeyeton del cuery
cabeliudo, la regin axlar, inguinal, genitales extemos y palmas de bas manos v plintas de los pies, aungue ex
Algonos enfermos medcanos se han encontrads lestonados los gevitales extermas, s plantas de s ples y con
freauencta las mucosas onfaringeas y nasales, cuadro no.3. De esta iltima se ha uslado Letdmanta meticana
Inchuso cuando e drea no estd afectada. Es de presentactin esporidica”  extendils desde o sur de Tovas y
Codludla hasta Chiapas, no eneontrida hasta ahora en Yucaldn y on Quintint Riv.

En este tipo de pacienles 14 IDR o5 negativa, auniue pucde volverse postiva en algunas ocasiones y
presota elevados titulos de antioueryos.



Cuadro No.3 CARACTESTICAS DE LEISHMANIASIS CUTANEA
DISEMINADA EN MEXICO

~Lesones en placas o nibibos dsominados on todo o tegumento, eXeepto a cuero cabelld, regiones wtlares ¢
nguinales, genttales y plantas de los ptes.

-No trvokiera maicesas i viceras. (En MExco, con fresuencla Involicran micosas nasales y onfaringeds)
~Pardsitos mty abundantes detro de macrdfiagos vaciolados, tnchiso eu piel aparentemonte sana,

-Anergia 4 leshomanina y frecuentemente a obros antigenos bicus: PPD ¥ candidina.

Refructaria a medicamentos egrectfcos.

Letshmantasts mucocotinea (LCM) o egpundia

Presenta lestones vy destructtvas de musosas nusales v onfaringeas, que pueden entorpecer b
Jomacid y b deglucidn ¢ Inchiso producir inantetd, debido al tntenso dolor. No cura epontineamente y
resisten la quimiolerapla erectfica. En Mérico, sho se han dbservada cases en Veracnuz, Tabasco, Chiapas y
Oadaca®, En su eXpresidy, se encuentran entre las cutdneas y s vicerales, siendo la deteccion de antioierpos
y b reguiesta a la tutradermorveacton mds o menas fntensas. Es causala por Leismanta (Vianna) braztlionsts
y Leishminla mericana modicana,

Leishmantasts viceral (Lv) o Kala-azar. Es causada por Leislonanla donovant y subespestes ox d vieo
rounds y por Leldmania chagest e el muevo munds, El Kala-azar puede presentarse en tres modalidades

aulémica, eporidica y idémica.

a) 14 keshmantasts viceral endémica es comln en América Lattn, afecta prinordibnente & nifios entre 1y
4 aies y predomina en ol solo maseulin (2:1). El periods de tnoibiaciin osctla de 10 dlas o mds de wn ako y
d oudro clinico se bnicta gradubmente. Los sigus y statomas s recuentes son fidre, a veces con picos
cottdianos dobles, malestar general caquert, ast como hepaloesrlomeqila, tnfalengpatia, pancitopenta y
olidez de mucosas. El osoureseimionto de la plel, paticdarmente de L carn, abslomen, pies y manos es comin

en b wdla (Kala-azar sigifica enfermedad negra) En tanto que en Awérica 5 ligero y esporddico. En
Médico extste esta modalidad perv ataca tanto a wtos como adiltos.
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B) 14 forma esporidica de letshmantasts viceral se observa en individuios mo wattvos en wn drea endémica.

El cuadro clinico se caracteriza por fickre de intelo brusco que comtonza tres semands o dos afios después
de la expostcton a la pleadura de Lutzomya fectante. La enfermedad puede evouctonar en forma aguda
" eon escalofrtos, fiebre, pérdida de peso, caqiexta, y walestar general intewso. Estos pactentes o clerta

freauencta desarvollan  complicactones poco comunes: anemta hewolttica grave, msificlencta venal aguda y
hemarragla grave de las mucosas.

Oa forma eptdémica de la leishmantasts viceral se observa a veces en las dreas endémicas y puede

ivobucrar a todos los grupos etartos, particularmente del sexo masculino (3 a 4). Rabitualmente cursa en,
Jrma crintea’,



DIAGNOSTICO

£l dagpistico e las letshomantats pucde darse basinduse en el diagpistico clintco y ol diagmditico de

 boratorto.
DIAGNOSTICO CLINICO:

4) Letdmantasts eutinea bealtzada: reslia relattvamente ficll para wn individuo entronado, ya que
constste o La observacton de wna lesion uleerosa y pesuetia, Indolora, redondeadn de bories indorados y foudo
Lmpts, en 1a plel del cuerpo. Ex las orepas s lesiomes muongue nadlares en wn princlplo cast stempre se wleeras,
dards lestomes destructivas, muy ertwdcas; & veses se convierten en vegetantes. Ademds de este tipo de lesiones
que som Las mds comunes se observan otvas de tipo infltrativo (placa tnfiltrads), nodbilar, placa atrdfiea ¢
inchuso lestones vegetantes, que suelen confundirse eon tumoraciones.

b) Letshmaniasts cutinea disminada: se inicla habitualmente en wna lesion nodular, que evolciona
lestamente para después diseminarse aparentemente por via lInfitica para formar wievos ndios. En esta
etapa s paristios se distribuyen viptdimente, dando wievas lesiones grandes 6 lestones pequeiias strulando

¢) Letshmantasts mucorutdnea o espundiaz son tipicas las lestones de mucosas nasales y orofaringeas
suelen aparecer stmultdneamente meses 0 adios desyués de una lesidn primaria, ya cicatrizada, Inehuso mids de
30 afos después de una lesén primarta, ya obvidada, s lesiones tineas metastdsteas som grand
destinettvas y afectan mucosas y cartilago de las regiomes oronasal y faringea.

) Leishmantasts viceral: los signos clinicos habituales son eplenomegalia, con o st hepatomegalia,
consunctin 'y palider de las membranas vucosas, puede haber Unfulencpatia, y las manfestactones clicas
varian dependiendo de la 2oma endémica.**"

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

En lis letshmaniasts como en todas bis enfermelades causadas por wn pardsito b observadsn o
aislamionto del agente etioligico som determinantes. Stn embargo en esta parasitosts, como ogurre en muchas
otras, ln visualizacién o aislamiento del pardsito wa resulta sencilly yor lo cual es necesario uttlizar una serte de
métodos para dar un dlagnéstico vilido, entre bs quales esta:

4) Diagndstico parasttoldgico. Se realiza mediante asptrado de bt vleera o de o mébila dsea en las
Jormas vicerales. Se hace wn frotis eon ol matertal ontdo que se tifie eon colorante de Giomsa, aleanzindose

wna posttividad del 60% "™
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B ilttw. £l aspirade medular sobrenadante o parte de muestra cutdnea (micoblopsia) debe ser
tnorulado en dos tubos evttando la contaminactén. El primero debe ser realizado por personal adiestrade para
elo, el sequnls constste en lo sigutente: con wna Jertnga que contenga 2-3 wl de ln parte liguida de wn
medo bifisico (soluctdn de Ringer en caso de un medio NNN) o misma canttdad de un medio liguido
(schmatder), se tomard una pequehia porctdn del teftdo del borde de una lesitm letshmantdsica (previamente
destnfectada mediante lavado con agua y fabon o stmplemente con wna torunda de aleohol al 70%).
ntroductendo la aguja, al mismo tiempo se vealiza un movimlento de votactdn y s¢ asptrs, jalando el émbolo.
una vez extratda I aguja Wpodérmica de 1a leston se twocula al medio @ través de un tapén de hule,
evitands con esto su contaminacién por hongos™. Las Leishmanias tardan vartos dias en aleanzar la forma
lire flagelar y a veces se vequleren de 2 0 3 pases en clego cada 7/10 dlas para evitar Lo oxidactén
excestva de la sangre, antes de que se vean las leishmantas. Aungue su senstbllidad es bastante menor, el
altive debe practicarse ya qie puede ser posttivo stendo negativo los otros métodos (en especial, en enfermos
invnodeprimtdos sin respuesta humoral y ficbre persistente de origen desconoctdo); cuando se desean aplicar
pruckas de sensibilidad a distintos wmedicamentos; y para eavacterizar la cepa con fines epidemtoligicos o de
prondstico, sobre todo st la enfermedad se encuentra en zonas no endémicas.

¢) Diggubstico tomnoldgleo: Es de suma tmportancia sobre todo st el diagndstico parasitolggico ha
stdo wegativo.
con ¢l prophstio de tndagar la vespuesta dependiente de linfocttos T, se cuenta con una prueba
atdnea de Wyersensitlidad tardia con ol uso de leishmaning, hecha de Lelshmanta sp, muertas con formol
o por un exiracto total de Leshmantas crectdas en condiclones fu-vilrg. A ésta prieha se le conoce como
reaccton de Montenegro®, es altamente espeetfica por lo que no se encuentran vesultados posittvos falsos,
silamente s¢ manifiesta en swjetos que eston o hayan estado en contacto con el agente nfeceioso, pero reccionn
en forma enaada con wicobacterias por stmilitud anllgénlca". Asl, mientras la veacctin de Montenegro se
presenta en pricticamente en el total de dividuos con lestones cutdneas acltvas compatibles con lelshmantasts
uya evoliuetdn sea mayor de wno a dos meses, en los mismos swfetos el hallazgo morfoldgico o la deteceton
del pardsito no vebasa del 40 0 50%."

una de las téentcas mis ulllizadas en el diagndstico seroldgles es la inmuunofuorescencta trdirecta
que puede detectar presencia de antlewerpos desde la segunda semand™, wttliza como antigeno tanto
promastigotes como amastigotes. Es una técnica muy sensible pero puede presentar reaccones cruzadas 4
titulos bajos, con lepra , malarta , y lrtyanosomu’.



TRATAMIENTO

Los objettvos del tratamiento son curar 4l pactente, que con frecuencla padece malmtricién ¢
inwunosupresidw, de esta Infeccldn parasttaria, preventr recatdas, y veductr al minfwo I hospitaltzactén en
el caso de leishmanigsts viceral y de kishmantasls oulidnea diseminada. Para aleanzar esos obyelivos, se debe
adnintstrar o medicamento apropiado en las dosls y con la frecuencla adecunda durante un perfolo
comventente’.

Aungie se sucle constderar que los componentes de antimonto pentavalenle son los medicamentos a
que se ha de vecurrir en primera nstancla, existe diverstdad en su empleo ya que debe constderarse el tipo
de leishmantasts. Se dispone de dos antimomlales, ol antimonto de meglimna y ol estiboghiconato de sodlo,
e son quimicamente similares y cuya toxtcldad y dficacia parece estar en velacldn con su contentdo de
anttmonto pextavalente (S™'): La solucidn de antimomlo de meghimina contlene aprovtmadamente un 8.5%
de s (85 mg/ml), mientras que la solucton de estiboglocsmato de sodto contiene alrededor de un 10%
de sbs+ (100 mg/ml).

El tratamtento adecuado de acuerdo a la manlfestactén clinicn de I leishmantasis se deseribe a
contlmacidn.

1) Leishmantasts viceral: El tratamiento tnictal de bos casos de L.v. demostrada, debe consistir en una
inyecetdn diaria de 20 my de Sh por kg de peso corporal, hasta un mdximo de 850 myg. Esto equtvale o
una dosts dlarta mixima de 10 wl de anttmontato de meghiming 0 8.5 ml de estibogluconats de
sodlo. Las Inyecctomes suelen administrarse durante w minfmo de 20 dias. Pero esto es variable deyendiendo
de la zoma de endemicidad, pero ha de conttruar en todo caso dos semanas después de la curacton
parasttoligtea aparente, debtendo determinarse individualmente la duractén exacta para cada paciente. Por
efemplo, en la indla, se ha visto que da los mejores resiltados wn tratamiento de 40 dfas, mieniras que
on Ching, se ha nottficads que los tratamlentos de seis dias producen wna tasa de euractén swpertor al
90%.

El tratamiento con antimontales sucle ser bien tolerads, pero st se presentan efectos secundartos graves
{en la mayor parte de bos casos , relactonados con la hepato o L cardlotoxtcldad), puede ser prudente
intenumprlo tewporalmente. St hay recafdas, debe administrarse de wievo un anttmontal en primer bigar.
st la respuesta es tnsaltsfactorta o hay falta de regpuesta primaria, los firmacos de primera linea son la
anfolertcina By la. pentamidina.

La my'olmdmz B s¢ administra diaramente o tres veces por semana por via tntravenosa en dextrosa
al 5% durante 4 horas comenzando con wna dosts tlcial de 5-10 mg,que aumente paulatinamente 5-10
mg et cada admintstracidn hasta aleanzar wna dosts de 0.5-1 my por ky de peso corporal. E tratamiento
Aebe contimaar hasta haber admintstrado una dosls total de 1-3 mg y su duracign depende de la respuesta.
Hay recatda o falta de respuesta en 2-8% de los casos”’.
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, 1 ycntaml;ﬂm debe administrarse en dosts de 4 mg/kg de peso corporal, tres veces por semana,
durante wn perfodo de 5 a 25 semanas, tnckiso mds st es necesarto,

14 letshmantasts post-kala-azar se trata como la lelshmantasls viceral salvo que el iratamtento debe
ser por lo menos de cuatro meses.

2) Lelshmantasls cufinea: Aungue la lishmaniasis eutdnea es la mantfestactdn mds comin de la
Infecctn lelshmanica, no extste un Iratamlento bien establectdo. A menudo se constdera que los anttmontales
ststémicos son demasltads costosos y demastads idxteos para uttlizarlos contra una lesién velativamente benigna
¥ e remite espontdncamente. Se han uttlizado tnyecclones beales de un antimontal, una soluctén al 10%
de sulfuto de barberina o una soluctén al 5% de mepacring o de emeltna. Se wsan tamblen ungiientos
locales, que wo se han evaluado ifictentemente. Se vecomtendan asl mismo {ratamtentos fisicos como vaspados,
rayos X Handos, aplicactén local de calor y congelacitn loeal”™

3) uelshmantals mucoutdnen o espndla: La leshmantasts causada por Leichmanta brazlensts thowde
a convertirse en espundia of el tratamiento es Incompleto y, en las zonas en que se sospecha su presencia,
todas Las lestones cutdneas primartas deben tratarse con una dosts diarta de 20 mg de b por kg de peso
corporal durante wn minimo de cuatro semanas”.



TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA

DEFINICION:La fnmincfluorescencla es esenclalmente una téentea histoquimlca o cltoqutmica para la
Wentificactdn y localtzactén de anifgenss en cortes de teido o para la deteccton de antteuerpos contra
antigenos previamente pegados a placas de vidrio. El antioueryo especifico es confugado con compuestos
Juorescentes, resitando wn trazador sonsible con veactividad omunitarta tnalterada®*.

La téenica de uwaunofuorescencia fuf ntroducidn en 1941 por Coons, el cual empleaba B-antrancens,
un compuesto fluorescente de color azl, confugado con antisuero antinewmocheico para deseribtr los antfgenos
bacterianos en los cortes de teftdos.

Poco despés su grupo empleo antisueros confugados con fluorescetna, la cual emite wna luz verde que
puede ser diferenctada de la fluorescencia de color azul de muichos tefdos,

Esta téenica consiste en afiadir sn antisuero conpugado a un fluorderomo a las eélulas y se fia a los
antlgenos formando, por o tanto, wn complefo bmunoldgico estable. Los fuorocromos como la rhodamina o
la fhuorescefna som los mas empleados estos temen espectros carvacterislicos de absorcidn y emiston. El
tsotloctanato de fuorescetna (ITCF) es una forma de fhiorescetna que con facilidad se fija a las proteinas
mediante enlaces covalentes a wn pH alealino, primordialmente de grupos aminos terminales. su absorcton
mixima ¢s de 490~495 wm y emite s color verde eavacteristico a 525mm,

el tsottoctanato de tetrarodamina que emile biz roja, tene una absorcion mdxima 4 550 wm y wna
emlsidn mixtma & 580mm y Hene un color rofo caracterfstico.

a) tmunofluorescencia directa  (1FD): La sobicton de antteuerpos espectficos fhuoresceinados se apliea
sobre las eélulas, se tneubia 'y sc lava. Los anticuerpos unidos se vevelan después con wn microscoplo provists
de lmpara de buz witravioleta, sc dirige ln preparactén 4 través del objetivo, con lo que al campo aparece
obseuro y las dreas eon antteuerpos presenta fuorescencta verde.

b} wmeanofluorescencia indirecta (1¥1): El anticuerpo especifico se aplica sobre la cflula y luego,
después de lavarlo se ailade anttsuero anti-1g fluoresceinads. (fig. 4)

¢) Indirecta amplificada por complemento: Este método s wna modificacton de la téeutea indivecta
para detectar anticuerpos figadores del complemento. En el segundo paso, después de haber aplicado
el antiuerpo se aiade un complemento fresco, que se fija alvededor del bigar domde se han wnido
los anticuerpos. Debido a los pasos de amplifiactén en la via clistca del complemento, wna moléeula
de antteuerpo pucde cansar la fiacton de moléeulas de antieueryo puede cawsar fijactén de muchas
de c3b al corte; estas moléculas se visualizan después con wn antisuero anti-c3 fliorescetnads.

{fig. 4). .



TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA

Fig 4.
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TECNICA DE ELISA

£l tnmacncensayo entmdtico fué descrtto por primera vez en el ako de 1971 por Engvall y periman,
quienes uttlizarn enzimas como marcadores Inmownoquimicos en sustitucion de los rvadiotsétopos, para wso en
los amdlists de enlace competitivo. Los mélodos mds conocidos comprendidos dewtro de las téanteas de
Inmunoensayo son: ELISA (andlsts de tnmumoabsorcion enztmitied), EMIT (nmunoandlsts con multtplicactdn
enzimdtica) y EIA (wwmanoandlisis enzimiiico)”.

Los Inmomoensayos enztmdticos generalmente son de dos Upos: a) ensayos homogéncos , en dowde el
marcador Uhre y fiado debe separarse fistcamente antes de s tdentificactén (EMIT) y b) ensayos
heterogéneos, dowde es postble distingutr ¢l marcador libre ante un marcador fijado (ELISA).

La téenica de ELISA wtiliza como reactivos anticuerpos anti-tmmsnoglotmling unidos a wna enzima,
Estos anticuerpos veaccionan con las inmunoglobulinas combinadas con s antigeno. La veaccldn se visuallza
agregands el sustrato especifico de la enzima que se wtillzé. Esta téenica puede wtthizarse tanto en la
Iitsqueda de antigenos como de anlicuerpos.

14 enttficacton de antigenss uttlzando ELISA puede vealizarse mediante dos métodss -

1.- Mélodo directo o técnica del emparedado uttliza wn antieuerpo especifico fijado a un soporte o fase
stlida (placa de microlttulacton). Se hace un lavado para climinar el exceso de anticuerpo (loqueo en
placa), y se coloca ¢ antigens suero problema. Este se athertrd al antienerys especifico fijado al soporte.
se efectuard otro lavado y se afiade wna soluctén de anticuerpo espectfics enlazado covalentemente a una
enztma, Un tercer lavado se realtza con ol objeto de eliminar el exceso de complefo enzima anticuerpo no
Jjos. ¢ aiade a los pozos de la placa ¢l sustrato corvespondiente para la enzima confugada, La cantidad
de antigeno determinard la cantidad de enztma anticuerpo, lo que 4 s vez, vepercutivd en la intensidad
de La veacetén manifestada por un camblo de color (fig.s). 1a desventaja de esta téeniea es que se requlere
de un conpugado scparado de wna enzima y de un anticuerpo espectfico para la tdentificacton de cada
antigens™*’, .

& 2.- Mélodo indirecto, es ampliamente utilizado para determinactdn de anticuerpo, ya que se necesitan
sblo wnos pocos confugados(ef., antiglobulinas humanas marcadas con enztmas) para analizar anticuerpos de
unat variedad de enfermedades. £l antigeno fijado 4 wna fase slida serd de una especte antmal. Despés de
agregar el antigeno, se anade un anticuerpo espectfico no marcado de otra especte antmal que reaccionard
con ol antigeno de la fase sslida. se eliminard el exceso de antteuerpo wo fijo mediante un lavado. Se
afadlrd un lercer antteueryo wnido a la enzima dirigido contra la globwlina de ln segunda especte antmal,
Como resultado habrd un camblo de color, que estard determtnado por la cantidad de antlgeno encontrad
en L muestra.

Para la Wentificacitn de antiouerpos, se wtliza el antigena que se encuentra fifado (directamente o por medio
de un antleuerpo), Sc agrega el suero problema. st posee anticuerpos, éstos s¢ wnirdn al antfgeno causando
una reactin, Esto es evidente con el veactivo enztmitico y sustrato.
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La Wontea de ELISA Wemilfica pequehns cantidades de reactivs Dowanaldgicos y la m«dn lt
antigons-antioueryo wo wodifia ln activilad del marcadsr enzimtico en comparactin con olvas técntea
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FUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL TEMA

El diagnstico de las Leishmantasts fué realizado tntclalmente solme critertos clfnleos que conststen
en la chservacton' de una leston wleerosa, tndolora, redondeada de fondo limpio; ademids de L Atstribuictén
geogrifica de I parasttosts.

Posteriormentese s uttlizé una prueba cutdnea de Wpersensthilidad tardia con el wso de Lelchmanta gp,
mucrta en formol (Lelshmaning). Esta prueba se conoce como veacctdn de Montenegro, es altamente espectfica
y solmente se manifiesta cn sujelos que esten 6 hayan lentdo contacto con ¢l agente Infeccloso.

En los lttmos avos se han Wiseads procedimtentos de Lboratorto para ln enttficactén ripida de aniteuerpos
contra Lelshmanta que presewien ventajas en la relacton con s téentcas de diagndstico cisteas como es la
observacidn parastlosedplea ( IMPRONTA ) y simple clinica.

uni dle estas téenteas es la tentea de TFT que ofvece espectfictdad y menor tempo de procesamiento de s
mucstras. Esta constste en revelar sittos antlgénlcos, presentes sobre una estructura tisular, celular o en
antigeno pegado a placas de vidrio mediante la aplicacton sobre éstos de un antisuero espectfico que
previamente se wuelve fluorescente por la fiactén de fiusrocromo.

Los fhuorocromos mds empleados son los Lsottoctomato de fluorescetna que da una flusrescencta verde y el
tsotioctanata de rhodamina gue dx wna colovactdn roja.

entre s desventajas que ofrece esta téentea es su allo coslo, ademds de equipo espectal { microscoplo con
la Limpara de fluorescencta } y personal espectlizado.

por ls tanto se hace necesarto Lt aplicactin y estandarizactin de una técnlca que, ademis de ser espectfica,
permita el diggndstico oportuno de esta parasttosts ¢ tmpedir I Aiseminackén que pucde ser fatal, de esta
matneri, canalizar al paclenie a wn tratamtento adeuads. Esto stn el empleo de equipo espectfico y personal
capacitado. Creemos que la técnica ELISA wna ver estandarizada, vesltard Weal para el diagndstico
oportung de esta parastlosts.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En ¢l laboratorto de Letshmantasts del INDRE ( instituto Nacional de Diggndstico y Referencta
Epldemloligico ), el dlagndstico se vealiza por la clintea de la enformedad, observacidn parastioscdpiea
(IMPRONTA), IDR, realtzactdn de culttvos para aislar al pardsito y por deteccidn de antleuerpos con la
téentea de 11 (tnmunofluorecencta tndireeta).
se ha observado que en la mayorta de los de los casos o todas las prucbas son posltivas, aungue el pardsits
este presente, solo una o dos Io son, y el diagndstico se da apoyado por la observacton clinlea, ast como
aspectos eptdemioligtcos involucrados con el pactente. Por Iy cual es gran Importancta estandarizar un mélodo
de dlagndstico que sea sensthle y a la vez baralo como el de ELISA, en el ewal se puede mancjar fhctlmente
en campo y trabajar  muchas muestras a la vez, y no vequiere de personal altamente espectalizads,
Ademds, se hace necesarto delectar y minimizar ls cruzas antigenicas que se presemtan com otros
tripanssomatidos relactonados, para poder encaminar a ¢l paclente a un tratamlento adecuads.
una vez estandarizada esta téonica, puede comprobarse st es mis sonstble y espectfica que otros métodos
diagndsticos, y st esto es meforado cuando el antigeno witlizado proviene de la zoma endémica dowde s
presenla esta parasttosts.
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OBJETIVOS GENERALES

- Obiener y purificar cl@lgm de Lelshmanta medienns, Lelsomanta bragillens v Leishmanta chagast.

- Estandarizar la téentea de ELISA (tnmumoenzayo enzimitico) para ol Alagnostics de Letshmantasts,

OBJETIVO PARTICULAR

- Realtzar un estudlo comparativo entre la téeniea de 1F1 y ELISA  para ol dtagnésttco de Letshmaniasis.
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HIPOTESIS

una ver atslado ol antigems de Leishmanta de la 20ma ondémica domde se presemta esta parasttosts y al
estabtlizark en formaltna se estandarizard la téentea de ELISA, la cual tendrd una mayor senstblidad y
espectfictdad en el diggnistico de leishmanlasts. Con b que el Magndstico de esta enfermedad mejorard
haciéndose mis confiable y gportuno.
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MATERIAL Y EQUIPO

Malertal Holggteo.

- 120 sueros de paclentes con Lelshmantasts de diferentes zonas mdlm!m de la Repiblica Mextcana,
proporcionados por ¢l INDRE

- 14 sueros de persanas sawas.

- Antgen de Lehmanls g, Lesmans sl y Leshmaa mian.
Matertal & vidrte,

Matras volumétricos 50,100,1000 y 2000 m
Plpetas gradundss 3, 5y10m

Pipelas Pastuer

Placas para 1F1 50, 100, 250, y 500 ml
Probetas 50,100 y 500 ml

vasss de coplin

vasos de prectpliados 50, 100, y 500 ml
Tubos de ensaye 13X100 y 12X 75 mm
Matertal diverso

Barms magnétleas

Espitula

Gradillas

Placas de_pollestireny 96 pozos

papel parafilm

Plpelas tipo Eppendor 100, p-250

Puntas para plpetas
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. EQUIPO

Balanza analftica

Centrifuga
Espectrofotométre

Lector de ELISA
Microscoplo de buz visthle
Limpara de uv
Sonleador

Tangie de N,
utracentrifiga

Slidas.

Acldo citrico

Bicarbonato de sollo
Alhimina sérica bovina
Carborato de sodlo

clomuro de potasto

clonre de sodto

Fosfato disodteo dodecahidratado
Fosfate monosddico
Hidrixtdo de sodio

Leche descremada

sulfato de cobre

Tartrato de sodio y potasto
Timerozal

Tween 20

Mettler
sol Bat
Spectronlc 20
Dynatech
carl Zeiss
carl Zelss

- Bromlx

Damon

REACTIVOS

Merck
merck
sigm
Sigma
Merck
Shyma

J.T Baker
J.T Baker
J.T Baker

sveltess

J.T Baker

Merck
Slgma
Shyma
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Ligdes

Actlo sulfires

Foling-Cloc
Formaldehido

Glicerol
Peroxtdo de hidrogens 32%
Tween 20

Otres

Anl e Evans
Anti-15G lumana en chivo caldo BHI

Medio de alttvo tiple NNN
Medlo de culttvo RPMI-1640

J.T Baker
J.T Baker
J.T Baker
J.T Baker
Dosmi]

Sigma

Bloxon
Sigma
Slgma
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METODOLOGIA
Obenctle de Lus cepus de Leishments

Con una feringa que contenta 2-3ml de caldo BHI, se lomd una pegeria porcion de tefido del borde de una
leston Lishmantastca (previamente desinfectada medlante lavado eon agua y fabdn ). Una vez extrafla la
agun hipodérmica de lo leston se ol en un tubo de medlo NNN, donde erecteron las leishmantas;
posteriomente e real:zd un pase al medio RMPI (sigma), suplementads con hemoglobina al 10% y se
mantuvieron 4 temperatura de 22 °C, hasta su crectmlento a fase estaclonarta, aproimadamente 7 dlas.

Obenctln el Antfgeno Sobble (ELISA) El ullivo se centrifigd a 6,000 rpm durante 20 minutos,
se ttro el sobremadante. £l botdn obtenido se lavd dos veces con PBS 4 6,000 tpm durante 20 minutos,
se desechd ol sobrenadnte y se Nevé 4 10 ml con PBS. Se realizd 10 veces ln congelactdn en nitrggeno
liguido 'y descongelactdn en bakio marfa a 37°C del antigeno. 1o obtentdo s centrifigé a 10,000 rpm
durante wna hora, el sobremadante s colects en wna botella estéril. £l antigeno se establlizg con formaltna
al 0.1% y timerozal al 0.01%.

obtenctén del Antigewo Parttudado (171) EI cultivo se centrifugo a 6,000rpm durante 20 mimutos,
s¢ desechs el sobrenadante. El botdn obtentdo se lavé dos veces con PBS 4 6,000 ym durante 20 minlos,
se desechd el
sobrenadante y se levs a 10 ml con PBs.
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Cuantificaciin de Proleinas

La cuantificacton se vealtzs por ol método de Lowry.”

Las concemtractones encontradas para cada especte fueron las sigulentes:
Letshmania braziliends 1690 pg/ml
Leishmania mentcand 416 pgiml
Leishmania chagast 533 pgfml

Mhhmhms.«

Titulacton del compgado por ELISA

~ Se dibiys una solucidn STD de 19G lumana & 32 pg/l wsando eomo solucton dilutora el amortiguador
de recubrimtento.

- Se marcaron 7 tubos de L1 A a la G. En el tubo A se colocaron 3 wl e la sobuctdn de 3G y en bs
tubes de 1a B a bt G s¢ realtzaron diluctones al doble con vohumenes de 1.5 ml de amoriiguador de
realrimlento. Se agllé perfectamente cada tubo.

- se colocaron 100 pil en cada pozo de la fila v de ammguudor de rveculrimiento, esto se realizd oo
lus demds filas de auerdo a la diucton (Te la mis dtbitda a ln mis concentrada),

- Se deff en camara huimeda 18 horas 4 4°C.

- s¢ {irb el sobrenadante. S¢ Hoqued con PBS-alhimina sériea bovina al 1% -leche al 5% durante 30
ninutes 4 37°C, coloeando 300l en cada pozo.

- Se tird el sobrenadunte y se lavs 4 veces con PBS-Tween defando actuar wn minuto la solucton de lavado
antes de ttrar los sobremadantes.

- se elluetaron 11 tubos (1 ol 11) y se vealizaron dtbuctones al doble del conpugado de pevoxtdasa antl
19G Jumana usands como solucton diutora PBS-leche al 5% y volumenes de 1 ml (parttendo de una
dilucion 1:1000).

- En I htlera 12 s colocaron 1004l de PBS-leche 5% (testigo de conpugado) con el tubo 11 se lens
It hilera 11 con 100 pal cada pozo lo mismo se hizé con las dewsds hilevas. Se defé wna hora a 37°C.
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Absorcin

% Tttalaciin el Suero por ELISA

- Se adictonaron 10044l de mntigeno (8 pigimd de cada cepa de Letshmanta) 4 cada wno de s pozos
de b microplaca, La tonica a seguir fuf Ta misma sdlo que en esle caso se witlizarom 15 sueros de
pacientes con diferentes manifestactomes cliicas de Leishmaniasts y 4 sueros de personas sands, Se utflizaron
6 diluctones de suero y se partio de una dibuctén 1:100.

s¢ oteontrs que los sueros negattvos arrojaban absorbanctas stmilares 4 las de los sueros postttvos, por bo
tants, se dectdlo Ailuirlos mis, Se prepars wna placa en donde se corrieron estos sweros, los resultados
obtentdos segutan dawdo valores elevados, por lo que se traté de saber que ocadonaba éslo. Buscands las
causas se encontrd que existian referenclas acerca de emuzas antigénicas etre Lelshmanla sp. ¥ los difeventes
Aripos sanguineos , por o tanto se monts otra placa en donde se uttlizaron dos suevos de grupo sanguteo
O, uwo de A, uno de B y un suero posttivo. Las lecturas obtemtdas mostraron que el suero que presentaba
mayor cruza erd el de grupo sanguineo B, Para evitar estas Interferenctas se dectdid absorber los sueros con
Glnlos rofos humanos al 5%.

Absorcisn de Sueros Negattvos

.= S¢ lavaron los ertbrocitos con solucion salina Lsotdnica.

- 5¢ realtzé wna sobuctdn al 5% con ellos.

- Se tnactivaron los sueros a 56 °C Aurante 30 mimitos,

- e colocs un ml de suevo en un tubo de ensayo com 0.20 ml de erttrocttos al 5%,
~ Se Ineubaron a 37 °C durante 30 mimitos,

Una vez que se tuvieron bos sueros absorbidos se montd la placa corvespondiente encontrands que Leishmania
mesleana era la que arrejaba vesultados con mayor cruza antigénica, para evitar esto se propuso absorber
el antfgeno con gldbulos rojos de camero (GRC) al 5%  por el métods de Kabat®,



- La placa se lavé 4 veces como se Indica arriba.
- s¢ adictonaron 100 pl del sustrato de perowtdasa y orto-fenlendiaming y se ineubé a 37°C durante 15
- minutos,
~ L4 reacclén s¢ paré adlctonando a cada pozo sopl de dctdo sulfirieo 2.5 N.
- 8¢ leyd L denstidad dptica a 492 wm on el lector de ELISA.
14 dilucién dytima de compugado resulto ser 1:1,000.

Titulactin de Axifgeno por ELISA

- El antfgono (Letshmania mevlcans, Lelshmanta bragliensls y Leishmanta chagasl) se dibuyé @ 32 pg/ml
usando como soluctdn dilutora amortiguador de recubrimiento.
- Se marcaron 7 tubos de 1 A 4 la G, y se vealizaron diluctones al doble de la sobucton de antfgeno.
- Se colocaron 100 pil de cadn diluctén en cada pors, stgutends ol orden de las filas.
- Se deff en cdmara himeda 18 horas a 4 c.
- S¢ lird el sobrewadante y se bloques con PBS-albiming sérica bovina al 1% - leche al 5% durante 30
minlos 4 37°C, coloeands 300 pel en cada pozo.
~ El sobremadante se tiré y s¢ realizaron 4 lavados a la placa con PBS-Tween dejando actuar la solucidn
de lavado durante un minuto.
~ 8¢ realizaron 4 diluctones de wn suero positivo partiends de una dibucidn 1:50.
- 5¢ colocaron 100 pl de cada ung de las diluctones en cada wno e los pozos de lns hileras.
- S¢ tieubd a 37°C durante una hora,
- Se lav 4 veces la placa, como se indico anteriormente.
- 5¢ colocaron 100 pl de sustrato de peroxidasa y orto-fentlendlamin 4 cada pozo.
- La placa se newh§ & 37°C durante 30 minutos,
- 5¢ agregaron 50 pl de detdo sulfirteo 2.5N en cada pozo para detewer la veaccidn,
- La placa s¢ leys 1 490nm en lector de ELISA.
se encontrd que la concentracion de antigens adecuada fué de 8 prg/ml.

33



Alsoretin del antigeno e GRC

~ se lavaron dos veces los GRC con soluctén saltna tsotonica a 3500 rpm durante 5 minalos.

- 5¢ preyars una solucin al 5% con ellos.

- 5¢ coloed wn ml de GRC al 5% en wn tubo de ensayo que contcn!a 3 ml de antfgeno (L. mextcana).
- S¢ neubaron 4 37°C durante 30 mimtos

- s¢ contrifigarom 4 3500 rym durante 5 minlos.

El antigeno absorbido se pegé a la placa de microlitulactén y se stguté la téemica de ELISA. Los
resultados que se obtuvieron en ésta placa wo variaron con vespecto a los que ya se hablan obtentds en la
absorctén de los sueros, por lo tanto se dectdis que los sueros tanto positivos como wegativos se utilizartan
en dos dibuctones 1:400 y 1:800.

Corriwdento de s Suerss por ELISA.

- 5¢ adictons a cada pozo de la placa de microtitulactin 100 pl de antigen.(8 pul/ml)

- S defé en cimara himeda a 4 oc durante 18 horas,

- Se tird ¢l sobrenadante y se Hogued con PBS-albiming sérica boving al 19%-leche al 5%, colocands 300
gl en cada pozs.

- se Incubd la placa a 37 °c durante una hora.

- Se tird ol sobrenadante y se lavé 4 veces la placa con PBS-Tween, defands actuar la sobucidn de lavado
durante wn minuto,

- Se colocd en cada wno de los pozos 100 il de la dilucién de suero (1:400, 1:800).

- Se tneubd la placa a 37 °c durante una hora.

- Se lavd 4 veces la placa, como se indle arriba.

- Se adictonaron loo  pl de conpugado de peroxidasa antt 14G humana (diluctén 1:1000), en cadn uno
de los pozos de la placa.

- Se Inaubd la placa a 37 °c durante wna hora.

- S¢ lavé 4 veces la placa, como se nlico arriba,

- Se colocaron en cada poro 100l de sustrato de peroxtdasa,

- La placa se tneub a 37 °C durante 30 minutos.

- s¢ adictonaron 50 pul de deido sulfirtco 2.5N en cada pozo para detener la reaccton,

- La placa se leyS a 490um en lector de ELISA.
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En bos euadros 4, 5, 6 y 7 se muestran los ﬁml!ada: de la tttulactén del suero por la téntca de ELISA.

cuadro No. 4 TITULACION DE SUEROS CONTROL NEGATIVO

ANTIGENO:  Lelshmania mexleana CONJUGADO: aill 14G humana

CONCENTRACION: sp,g/ml DILUCION: 1:1000
1:100 1:200 1:400 1:500 1:800 1:1000
0.321 0.290 0.328 0.313 0.289 0.274
0.329 0.316 0.304 0.286 0.220 0.191
0.309 0.257 0.248 0.247 0.222 0.184
0.318 0.234 0.230 0.175 0.178 0.264
0.325 0.328 0.326 0.318 0.313 0.299

cudro No. 5 TITULACION DE SUEROS DE PACIENTES CON LV*

ANTIGENO: Lelshmanta mexicana CONJUGADO: anli YG humana

CONCENTRACION: 8f4g/nl DILUCION:  1:1000
1:100 1:200 1:400 1:500 1:800 1:1000
0.389 0.364 0340 o.111 0.302 0.401
0.392 0.365 0.333 0.301 0.275 0.370
0.401 0.393 0344 0.372 0.340 0.373
0.294 0.376 0381 | 0365 0.347 0.350
0.3% 0.389 0.376 0.390 0.315 0.301

o LV; lishmantasts viceral o Kala-azar.



cuadre No. 6 TITULACION DE SUEROS DE PACIENTES CON LCD®

ANTIGENO: Leishmanta mallcaxd  CONJUGADO: antl 4G humana

CONCENTRACION: 841g/ml DILUCION: 1:1000
1:100 1:200 1:400 1:500 1:800 1:1000
0.375 0.385 0.378 0372 0.370 0.364
0.346 0.156 0.376 0.338 0.33¢ 0.369
0.309 0.372 0.279 0.155 0.253 0.379
0.376 0.379 0.348 0.35¢ 0.361 0.358
0.348 0.385 0.389 0.354 0.325 0.190

* 1cD; leishmantasts cutdnen diseminada.

Cuadre No. 7 TITULACION DE SUEROS DE PACIENTES CON LCL*

ANTIGENO: Lelshmanta mextcanq CONJUGADO: antl 14G humana
CONCENTRACION: 844/ml DILUCION:  1:1000
1:100 1:200 1:400 1:500 1:800 1:1000
0.142 0.384 0.413 0.381 0.403 0372
0.2228 0229 0.155 0.000 0.175 0.382
0.370 0.305 0.385 0.170 0.220 0.254
0.392 0.369 0.348 0.320 0.181 0.000
0.372 0.375 0.332 0.373 0.194 0.018

* LCL; letshmantasis cutdnea locallzada.
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CUADRO No Ba LECTURAS OBTENIDAS CON Leishmania mexicana
(ANTIGENO ABSORBIDO)

GRUPO 1:400 1:800
SANGUINEO

O 0.330 0.330

o 0.172 0.172

A 0.217 0.268

B 0.170 0,279

SUERQO POSITIVO 0.429 0.370
SUERO POSITIVO 0.347 0.200

* Se utilizé una concentracién de antigeno de 8ug/ml y el
conjugado de peroxidasa anti IgG humana a una dilucidn de
1:1000.

*+ lL,os sueros son de personas Rh positivas.

CUADRO 8b LECTURAS OBTENIDAS CON Leiphmania mexicana
(ANTIGENO NO ABSORBIDO}

GRUPO 1:400 1:800
SANGUINEQ
o} 0.323 0.250
(o] 0.302 0.218
A 0.280 0.260
B 0.194 0.287
SUERO POSITIVO 0.321 0.302
SUERO POSITIVO 0.351 0.245

* Se utilizé una concentracién de antigeno de 8ug/ml y el
conjugado de peroxidasa anti IgG humana a una dilucién de
1:1000.

** Loos sueros son de personas Rh positivas.
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CUADRO 9a COMPARACION DE LAS ABSORBANCIAS DE SUERO
ABSORBIDO Y NO ABSORBIDO, CLASIFICADOS DE ACUERDO
A SU GRUPO SANGUINEO.

DILUCION DE SUERO: 1:400

GRUPO SNA SA
SANGUINEO

a)0.245 a)0o.328

[o] b)0.365 b)0.341
c)0.226 c)0.237

a)0.276 a)0.241

o b)0.351 b)0.353
c)0.177 c)0.186

a)0.341 a)0.085

A b}0.357 b)o.250
c}0.219 c)0.060

a)0.095 a)0.226

B b)0.202 b)o.301
c)0.116 c}0.219

a)0.38s a)o.272

SUERO POSITIVO b} 0.346 b)0.344
¢)0.343 c)0.321

* Los sueros utilizados son Rh positivo.
** GSNA; sueros no absorbidos y SA; sueros absorbidos.
**+ 103 inciso a pertenecen al antfgenc L. mexicana, los
incigsos b al antigeno L. braziliensis y los c al antfigeno
aga
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CUADRO 9b COMPARACION DE LAS ABSORBANCIAS DE SUERO
ABSORBIDO Y NO ABSORBIDO, CLASIFICADOS DE ACUERDO
A SU GRUPO SANGUINEQ.

DILUCION DEL SUERO: 1:800

GRUPO SNA SA
SANGUINEO

a)0.186 a)0.220

o b)0.212 b)0.305
c)0.000 c)0.148
a)0.241 a)0.207

o b)0.316 . b)0.264
c)0.152 c)0.089

a)0.251 a)0.000

A - b)0.335 b)0.105
c)0.168 ©)}0.049

a)0.072 a)0.112

B b)o.183 b)0.207
c)0.016 c)0.082

a)0.270 a)0.168

SUERO POSITIVO b)0.335 b)0.290
c)0.336 c}0.091

* Los sueros utilizados son Rh positivo.

#* ' SNA; sueros no absorbidos y SA; sueros absorbidos.

**+ Log inciso a pertenecen al antigeno ana, los
incisos b al antigeno L. bragiliensig y los ¢ al antfgeno
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En los cuadros 10, 11, 12, 13, 14 y 15, se muestran los

resultados de 1los Bpsueros problema utilizados en la

estandarizacién de la técnica, los sueros son de pacientes con

leishmaniasis cutinea localizada de diferentes regiones del pais,

utilizando los tres diferentes antigenos: R
y Leishmania chagagi.
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Cuadro No.10 RESULTADOS DE ELISA,

ANTIGENO: Leishmania mexicana. DILUCION DE SUERO: 1:400

CONCENTRACION: Bug/ml

CONJUGADO : Anti IgG humana

DILUCION: 1:1000

1.-0.432 46.-0,558 91.-0.154
2.-0.360 47.-0.435 92.-0.384
3.-0.394 48.-0.546 93.-0.207
4.-0,249 49,-0.624 94.-9.335
5.-0.370 50.-0.285 95.-0.460
6.-0.385 51.-0.400 96.-0.439
7.-0,350 52,-0.639 97.-0.409
8.-0.350 53.-0.391 98.-0.448
9.-0,365 54.-0.000 99.-0.216
10.-0.127 55.,-0.260 100.-0.133
11.-0.369 56.-0.303 101.-0.380
12,-0.333 57.-0.448 102.-0.000
13,.-0.513 58.-0.379 103.-0.000
14.-0.489 59.-0.412 104.-0.000
15.-0.443 60.-0.269 105.-0.315
16.-0.525 61.-0.483 106.-0.098
17.-0.277 62.-0.003 108.-0.140
18,-0.338 63,-0.475 105.-0.135
19.-0,017 64.-0.433 122,-0.000
20.-0.352 65.-0.507 111.-0.000
21.-0.288 66.-0.441 112.-0.000
22.-0.570 67.-0.591 113.-0.283
23.-0.460 68.-0.529 114.-0.147
24.-0.438 69,-0,291

26.-0.593 70.-0.006

27.-0.367 71.-0.464

28.-0.199 72.-0.305

29.-0.248 73,-0.545

30.-0.285 74.-0.231

31.-0.408 75.-0.331

32,-0.454 76.-0.602

33.-0.530 77.-0.167

34.-0.244 79.-0.589

35,-0.378 80.-0.491

36.-0.563 81.-0.362

37.-0.527 82.-0.444

38.-0.398 83.-0.242

39.-0,191 84.-0,336

40.-0.259 85.-0.647

41.-0.240 86.-0.374

42.-0.374 87.-0.278

43.-0.436 88.-0.491

44.-0.480 89.-0.186

45.-0.350 90.-0.180
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Cuadro No.1l RESULTADOS DE ELISA.

ANTIGENO: Leishmania mexicana DILUCION DE SUERO:1:800
CONCENTRACION: 8ug/ml

CONJUGADO: Anti-IgG humana

DILUCION: 1:1000

1,-0.347 45.-0.275 91,-0.129
2,-0.350 46.-0.395 92,-0.391
3.-0.332 47.-0.419 93.-0.240
4.-0.347 48.-0.315 94,-0.498
5.-0.287 49,-0.245 95,-0.387
6.-0,217 50.-0.188 96.-0.374
7.-0.253 51,-0.217 97.-0.430
8.-0.434 52,-0.535 98,-0.250
9.-0.437 53,-0.286 99.-0.195
10.-0.125 54.-0.000 100.-0.000
11.-0.394 §5.-0.633 101.-0.309
12,-0.125 56.-0.395 102.-0.000
13.-0.350 57.-0.306 103.-0.000
14.-0.385 58.-0,323 104.-0.000
15.-0.283 59.-0.348 105.-0.270
16.-0.434 60.-0.174 106.-0.073
17.-0.217 61.-0.326 107.-0.243
18.-0.248 62.-0.002 108.-0.067
19.-0.000 63.-0.266 109.-0.120
20.-0.254 65.-0.139 110.-0.000
21.-0.325 66.-0.361 111.-0.000
22.-0.588 67.-0.419 112.-0.000
23.-0.173 68.-0.313 113.-0.143
24,.-0.311 69.-0.209 114.-0.157
25.-0.507 70.-0.004

26.-0.390 71.-0.505

27.-0.321 72.-0.191

28.-0.228 73.-0.268

29.-0.169 74.-0.121

30.-0.280 75.-0.219

31.-0.256 76.-0.188

32.-0.267 77.-0.147

33.-0.313 78.-0.270

34.-0.241 79.-0.519

35,-0.228 80.-0.285

36.-0.350 81.-0.198

37.-0.383 82.-0.344

38.-0.391 83.-0.316

39.-0.352 84.-0.412

40.-0.215 85.-0.614

41.-0.240 86.-0.142

42.-0.207 87.-0.141

43.-0.388 88.-0.226

44.-0.402 89.-0.229

45.-0.275 90.-0.158
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ANTIGENO:

Cuadro No.12 RESULTADOS DE ELISA.

CONCENTRACION: 8ug/ml

braziliensis

DILUCION DE SUERO:1:400

CONJUGADO : anti IgG humana
DILUCION: 1:1000

1.-0.196 46.-0.538 91.-0.005

2.-0.273 47.-0.250 92.-0.276

3.-0.409 48.-0.590 93.~0.093

4.-0.135 49.-0.234 94.-0.123

5.-0.150 50.-0.256 95.-0.256

6.-0.223 51.-0.218 96.-0.279

7.-0.165 52.-0.107 97.-0.507

8.-0.351 53.-0.297 98.-0.315

2.-0.330 54.-0.274 99.-0.365
10.-0.223 55.-0.111 100.-0.202
11.-0.372 56.-0.201 101.-0.477
12.-0.195 57.-0.354 102.-0.305
13.-0.373 58.-0.180 103.-0.,.433
14.-0.484 59.-0.263 104.-0.400
15.-0.292 60.-0.049 105.-0.272
16.-0.500 61.-0.278 106.-0.246
17.-0.275 62.-0.225 107.-0.202
18.-0.380 63.-0.124 1i¢8.-0.177
19.-0.021 64.-0.210 109.-0.382
20.-0.248 65.-0.267 110.-0.358
21.-0.369 66.-0.277 111.-0.430
22.-0.489 67.-0.304 112.-0.258
23.-0.540 68.-0.390 113.-0.343
24.-0.470 69.-0.161 1i14.-0.235
25.-0.342 70.-0.229

26.-0.404 71.-0.409

27.-0.329 72.-0.254

28.-0.169 73.-0.318

29.-0.350 74.-0.075

30.-0.507 75.-0.117

31.-0.338 76.-0.326

32.-0.251 77.-0.134

33.-0.459 78.-0.357

34.-0,.299 79.-0.476

35.-0.521 80.-0.298

36.-0.477 81.-~0.234

37.-0.306 82.-0.248

38.-0.167 83.-0.076

39.-0.432 84.-0.116

40.-0,366 85.-0.436

41.-0.414 86.-0.126

42.-0.484 87.-0.073

43.-0.496 88.-0.088

44.-0.439 89.-0.140

45.-0.448 90.-0.041
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Cuadro No.1l3 RESULTADOS DE ELISA.

ANTIGENO: Leishmania praziliensig DILUCION DE SUERO:1:800 ‘
CONCENTRACION: 8ug/ml

CONJUGADO : anti IgG humana
DILUCION: 1:1000
1.-0.137 46.-0.349 91.-0.0218
2.-0.208 47.-0.379 $2.-0.211
3.-0.201 48,.-0.551 93,-0.040
4.-0.112 49.-0.097 94.-0.091
5.-0.175 50.-0.209 95.-0.115
6.-0.117 51.-0.130 96.-0.181
7.-0.135 52.-0.000 97.-0.439
8,-0,199 53.-0.118 98.-0.100
9,-0.248 54.-0.223 99.-0.108
10.-0.079 55.-0.185 100.-0.000
11.-0.194 56.-0.277 101.-0.292
12.-0.066 57.-0.269 102.-0.386
13.-0.340 58.-0.191 103.-0.337
14.-0.248 59.-0.159 104.-0.242
15,-0.156 60.-0.039 105.-0.379
16.-0.327 61.-0.249 106.-0.116
17.-0.224 62.-0.144 107.-0.239
18.-0.186 63.-0.257 108.-0.188
19.-0.000 64.-0.250 109.-0.363
20.-0.147 65.~0.000 110.-0,460
21.-0.288 66.-0.118 111.-0.386
22,-0.452 67.-0.279 112.-0.370
23.-0.435 68.-0.218 113.-0.278
24.-0.354 69.-0.031 114.-0.108
25.-0.275 70.-0.165
26,-0.221 71.-0.363
27.-0.180 72.-0.043
28.-0.252 73.-0.161
29.-0.220 74.-0.007
30.-0.332 75.-0.099
31.-0.237 76.-0.000
32.-0.178 77.-0.034
33.-0.344 78.-0.,091
34.-0.275 79.-0.349
35.-0.224 80.-0.099
36.-0.430 81.-0.062
37.-0.166 82.-0.182
38.-0.135 83.-0.029
39.-0.335 84.-0.022
40.-0.291 85.-0.412
41.-0.466 86.-0.081
42.-0.431 87.-0.000
43.-0.357 88.-0.178
44.-0.361 89.-0.107
45.-0.349 90.-0.020
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Cuadro No.14 RESULTADOS DE ELISA

ANTIGENO: Leishmania chagasi DILUCION DE SUERO:1:400
CONCENTRACION: 8pg/ml
CONJUGADO: anti IgG humana
DILUCION: 1:1000
1.-0.388 46.-0.241 91.-0.189
2.-0.205 47.-0.086 92.-0.377
3.-0.324 48.-0.366 93.-0.292
4.-0.337 49.-0.316 94.-0.209
5.-0.085 50.-0.270 95.-0.322
6.-0.186 51.-0.365 96.-0.386
7.-0.401 52.-0.271 97.-0.247
8.-0.377 53.-0.322 98.-0.264
9.-0.377 54.-0.412 99.-0.360
10.-0.062 55.-0.265 100.-0.262
11.-0.199 56.-0.430 101.-0.360
12.-0.267 57.-0.441 102.-0.353
13.-0.446 58.-0.259 103.-0.166
14.-0.415 59.-0.370 104.-0.300
15.-0.293 60.-0.395 105.-0.166
16.-0.417 61.-0.431 106.-0.039
17.-0.231 62.-0.413 107.-0.244
18.-0.266 63.-0.353 108.-0.333
19.-0.034 64.-0.430 109.-0.233
20.-0.199 65.-0.283 110.-0.260
21.-0.425 66.-0.307 111.-0.284
22.-0.393 67.-0.454 112.-0.229
23.-0.452 66.-0.322 113.-0.271
24.-0.254 69.-0.242 114.-0.200
25.-0.394 70.-0.377
26.-0.357 71.-0.355
27.-0.304 72.-0.329
28.-0.088 73.-0.430
29.-0.187 74.-0.155
30.-0.381 75.-0.433
31.-0.271 76.-0.256
32.-0.258 77.-0.306
33.-0.276 78.-0.383
34.-0.278 79.-0.446
35.-0.277 80.-0.238
36.-0.318 81.-0.400
37.-0.104 82.-0.380
38.-0.249 83.-0.163
39.-0.283 84.-0.220
40.-0.259 85.-0.439
41.-0.179 86.-0.151
42.-0.254 87.-0.109
43.-0.330 88.-0.229
44.-0.221 89.-0.281
45.-0.179 90.-0.264
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Cuadro No.15 RESULTADOS DE ELISA.

ANTIGENO: Leishmania chagagi DILUCION DE SUERO:1:800
CONCENTRACION: Bug/ml
CONJUGADO : anti IgG humana
DILUCION: 1:1000
1.-0.246 46.-0,055 91.-0.036
2.-0.140 47.-0.022 92.-0.172
3.-0.137 48.-0,278 93.-0.171
4.-0.185 49.-0.279 94.-0.224
5.-0.000 50.-0.187 95.-0.270
6.-0.087 51.-0,216 96.-0.246
7.-0.352 52.-0.095 97.-0.114
8.-0.286 53.-0.193 98.-0.174
9.-0.263 54.-0,322 99.-0.184
10.-0.000 55,-0.152 100.-0.130
11.-0.027 56.-0.408 101.-0.330
12.-0.097 57.-0.400 102.-0.202
13.-0.410 58.-0.250 103.-0.027
14.-0.326 59.-0,339 104.-0.218
15.-0.120 60,-0.365 105.-0.094
16.-0.330 61.-0.424 106.-0.002
17.-0.110 62.-0,278 107.-0.081
18.-0.226 63.-0,230 108.-0.202
19.-0.000 64.-0,415 109.-0.015
20.-0.125 65,-0.130 110.-0.156
21.-0.358 66.-0.262 111.-0.185
22.-0.295 67.-0.424 112,-0.155
23.-0.387 68.-0.311 113.-0.302
24.-0.174 €9.-0.125 114.-0.062
25.-0.275 70.-0.219
26.-0.146 71.-0.365
27.-0.226 72.-0.304
28.-0.005 73.-0.261
29.-0.066 74.-0.081
30.-0.156 75.-0.279
31.-0,208 76.-0.088
32.-0.179 77.-0.212
33.-0.200 78.-0.193
34.-0,177 79.-0.385
35.-0.192 80.-0.200
36.-0.230 81.-0.256
37.-0.034 82.-0.228
38.-0.295 83.-0.275
39.-0.157 84.-0.155
40.-0.128 85.-0.437
41.-0.058 86.-0.162
42.-0.093 87.-0.000
43.-0.255 88.-0.082
44.-0.113 89.-0.202
45.-0,062 90.-0.106
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En los cuadros 16, 17 y 18 se muestran los resultados obtenidos
por la técnica de ELISA en relacién a la titulacién por IFI.

47



Cuadro No. 16 RELACION DE RESULTADOS OBTENIDOS POR LAS
TECNICAS DE ELISA E IFI.
Leishmania mexicana.

Diluciones del suero en IFI
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
0.432 0.127 0.394 0.385 0.558
0.360 0.513 0.249 0.350 0.384
0.525 0.443 0.370 0.350 0.207
0.017 0.277 0.365 0.369
0.530 0.338 0.333 0.482
0.244 0.352 0.288 0.248
0.378 0.460 0.438 0.191
0.285 0.408 0.367 0.374
0.488 0.530 0.199 0.441
0.269 0.259 0.472 0.468
0.529 0.240 0.454 0.487
0.231 0.436 0.480 0.444
0.331 0.350 0.400 0.248
0.602 0.624 0.379 0.614
0.391 0.412 0.154
0.260 0.483 0.460
0.006 0.475
0.33¢€ 0.433
0.245 0.507
0.186 0.291
0.305
0.545
0.162
0.491
0.242
0.627
0.180




Cuadro No. 17 RELACION DE RESULTADOS OBTENIDOS POR
LAS TECNICAS DE ELISA E IFI.
Leishmania braziliensis

Diluciones del suero ocupadas en IFI
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
0.196 0.123 0.409 0,223 0.538
0.273 0.373 0,135 0.165 0.276
0.500 0.292 0.150 0.351 0.093
0.21 0.275. 0.330 0.372
0.342 0.380 0.195 0.484
0.299 0.248 0.369 0,277
0.521 0.540 0.470 0.409
0.256 0.338 0.329 0.357
0.324 0.459 0.169 0.248
0.049 0.336 0.507 0.073
0.390 0.414 0.251 0.088
0.075 0.496 0.439 0.005
0.117 0.448 0.218 0.256
0.326 0.234 0.180
0.297 0.263
0.11 0.278
0.229 0.124
0.116 0.210
0.126 0.267
0.140 0.161
0.254
0.318
0,134
0.298
0.076
0.436
0.041




Cuadro No. 18 RELACION DE RESULTADOS OBTENIDOS POR LAS
TECNICAS DE ELISA E IFI.

1:2 1:4 1:8 l:16 1:32
0.388 0.062 0.324 0.186 0.241
0.205 0.446 0.337 0.401 0.377
0.417 0.293 0.085 0.377 0.292
0.034 0.231 0.377 0.199
0.394 0.266 0.267 0.415
0.278 0.199 0.425 0.287
0.277 0.452 0.254 0.283
0.270 0.271 0.304 0.254
0.441 0.276 0.088 0.307
0.395 0.259 0.381 0.355
0.322 0.179 0,258 0.383
0.155 0.330 0.221 0.380
0.433 0.179 0.365 0.109
0.256 0.316 0.259 0.229

0.622 0.370 0.189
0.265 0.431 0.322
0.370 0,353
0.220 0.430
L 0.151 0.283
0.281 0.242
'0.329
0.430
0.306
0.238
0.163
0.439
0.264

*La dilucién del suero es 1:400 para la técnica de
ELISA, en las tres tablas se maneja la misma dilucién.

** Las diluciones de IFI nos indican que el suerc es
positivo a Leishmania sp.
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En los cuadros 19, 20y 21 se muestran las tablas de anadeva para la regrestén de los readltados de
ELISA para las difevetes cepas de Lelshmanta, después de realizar in andlists estadistico de regresion lineal

" Aonde no se dbservd corvelactén entre las mismas.

De tgual forma las tablas 22, 23 y 24 presentan las tablas de anadeva entre los resitadss de ELISA €
IFI.
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CQuadry No.19 TABLA DE ANADEVA DE RECRESION CONFRONTANDO RESULTADOS DE ELISA

PARA Liidovnly metieend ¥ Lohmors Irasthonds.

screnLig)s Ey-1Ep"/al scrlg
46679 ¢ 14852 - 61743 = 03780/ 1= scrfsces
03780 0.3780
ERROR w2e 8 scemorsLy-mEx))-4Ey scelgl 0.14487 oo
7.6824-4.6679-| B8451a1.1300 1.1300/78<0.014487

Xu S & ebores tenidor cow Lmanta medicens
1= Soma e valores oo e Letmania brasiogts

..LE,v_-mE!_L oo

- X » ann
- (Dx )
=80

Ferllican (gwn-2,0n0.005)

S Rd2Fot  Ne ot drode sgnifcativa mtre d ne & U cpa de Ldmonts mexicans y Leidouania raztbonsy v U thonice de ELISA.
st ralSrol  Enste demas sgificettms atre d v de b ope de Lelonasly matomd 7 Leidmanls bragthonds on be tevica de ELISA.

[ -]
260910 2 400 N ol dfracie sguflative aatre o e de b copa e Ltdmints meSicens y Letdmonts bratbongy ox U tiaatea e ELISAL
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Outlrd No. 20 TABLA DE ANADEVA DE

DE ELISA PARA Leldmanis braslirnsts y Leifmarls chagad.

1.657845.6520-6.810 = 0.4991

ERROR 7 7.5662-1.6578-5.6520=  0.256+ 0.2564/780.0032074 o0.0032

7= Sima de bs vabres sheoatlos con Leishmanls chagad

1e Suma & bs vabores obtostdes coom Letshmanty praphiouts

b= o

na 0.292]

=80

S Fak 2 Rt Ne atte dfrcte gnifcative extre o o de b cop & Lethmania agtbouts y Leidmania chagad on b tinice de ELISA.
St Fuk S Foit pxise Jderocde sygifeatina entre ol 0o de be copa & Lotmants braztionds y Leidmants chegad on b tentca de ELISA.
Fuk = palt

1518192 = 900 Ne it difroncta sygiifcattva entre of wo de L cope & Letdrmants raphonds y Lotdmarte chagad on W iatza & ELisA.
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Cusdte No. 21 TABLA DE ANADEVA DE

DE ELISA

[«

PARA Lildmanly erlcand Y Lelshnenis chages.

o gy
RCTS st

1,985544.0167-6.4557= 0.1466

0.1466
ERROR kd 7.6012-2.9855-4.0169.4 0.5988/ 784
0.5%88 0.007677

£ Suma de valores ohenides con Lefimanla weticany.
y = Sama & valwes htenides con Leidmaria chagad-
b« 03201
w = 017152

1= 80

sl 2 Foit No attite dferocie signifcatia entre o wo de o copa fridmania mexicans y Ledimante chagast ox b tonlca de ELISA.
S Rak < ot Edde dfereacta sgmificativn entre of o de U copa Loldmants mestcand ¥ Letoarta chagad en ks tiorica Je ELISA.

Fuk 2 it

190949 2 4.00 No atide difrenca sigfcativa eatre of wie de L copn e Letghmanta merioan y Leishmaniy chged] oo L teaice de ELISA.
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cuadrs No. 22 TABLA DE ANADEVA PARA LA REGRESION,

IF1 v EUISA (uelshuanld fragliond)

REGRESION 1 01819 + 3.67(9 ~3.8577 = 0.2086
0001086
N 0.02086/0.02232a
ERROR 78 5.60)5 - 0.1029 -3.6769= 1.7437/78 =
0.0913
1.7437 002132

e Soma A lor resbados cbtentdos por e thenica de 51

= Sioma de Jos vabores cbtentdes con Letdmania bragfhenss,

b« 0.2093
n = 0.03709
A=

s Feale = Felt No entdte Mferenca signifeativa on o wo de cualydera de s métodos ELISA ¢ 1F1, para o daguiitics e leshmantats, uttboonds
come antiyens Letshmarly fraglionds.

st ol S Foit Edste diferoute syntfcativa on o wso de cualgutera de bn witoles ELISA ¢ 171, para of digguostico de ltshmaniasts, utiizonds
wo antigens Leidmanly fraptlonds.

Fuk < Ferit

00933 < 400 Exste deferoncia sqnificativa o of o de anpuicra de Ls mitodos ELISA £ 171, para ol dagmitico de leishmanass, ablizands
como antigens Lewania fraglengsy.
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REGRESION

Cxadro No. 23 TABLA DE ANADEVA PARA LA REGRESION

1F1 vs ELISA {Leishmania chagas)

ERROR k]

34.081
- ['3}13)
5.6167-(-0.6568)-38.7171= 324430778
324436 0.4139

Xu Suma & b rembades obenthn per L tontea de 1.

y= Sona de by valores obtentos o Leihmania chaged,

b 01997
n = 0.084%
"= 80

S Fed 2 Falt

sl Feak < roft

Fak < rel

01231 5 400

N9 cxiste dfroncsa significativa en ol wo de cuclutera de bos métalos EL1Sa ¢ 11, para o diagniiico de beishmantasts, ultlizands
como axtigew Leidhmants chaged.

Exste dfrocia sificative o d wo de valpeiera & bs mitadss £Li5A ¢ 1R, pare o diygristico de eishmantasts, wtilgands
come e Ledmnts dges

Existe dfreactt spaficativa en e wie de cuiliiera de s mAals ELISA ¢ V1, para of diggiétioo & Letdmentasts, wttbzands
co anigons Letdhmanls chapt.
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Cudre No. 24 TABLA DE ANADEVA PARA LA REGRESION.

IFl 15 ELISA {Lsisimanta meddcong)

KEGRESION 1 0.3026+4.1872-3.9805 = 3.049 110”
a i
3.049 1 10 LOITHO | 12
: o.0115
ERROR ] 5.7302-1-0.3036)-4.2872 1,7556/{78
1.7556 0.02250

tu Sumt de oy reniltados obtenidos pr b iz de 1.
y= Suma de b vabres oltenidos con Leldmants metiegs
¥ = 0at02¢

N = 00467

1= 80

S Foke & Foit o cxiste dfrocta spuificativa on o wso de oulgeiera de br dos witolos ELISA ¢ 1F1, pare of diagnbtice de Ldmantasts,
wilizands coms axtiqons Letdmania mexicans.

S feale S peit Extde diferencta W..a,mudmlendpnm&bx-ﬂdnxmuun;m of dagrdsiie de lhmaniasts, uttlizends
como antigens [idmruia metied,

fak < felt

01355 X 4.00 Existe dferowia puificative o ol wo & pualperi de bos mitodos ELISA ¢ 1F1, para o diqgaidtico de Lishmentasts, atibzands
ey antigons [dibmanis mecam,
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DISCUSION DE RESULTADOS

Como s¢ puiede observar en las cuadros 4, 5, 6, y 7 vartos sueros de ndividuos sanos, los cuales no habtan
estado en zomas endémicas de leishmantasts (testigos megattvos), presemtarsn absorbanctas en la téemtea de
ELISA stmilares a las que dleron los sueros positivos. Estos falsos posttivas se debteron 1t la presencia de
Isoagluttninas antt grupo sanguineo A yfo B, s cuales como se sabe veconocen por veaccion emuzada 4,
antlgenos de carbohtdratos presentes e las leishmantas™, proponemos lo anterior debido . que dichos sueros
perdteron s veactividad cruzada quands se absorbieron. con gldlos rofos del grupo samguineo A y /o B.
por otro lado sabemos que los carboltdratos presontes en las letshmantas, que son veconseidos por las
lsoqglidtninas, mo estdn libres, ya que mo pudimos adsorberles o mespectfictdad, mediante la téenica de
Kabat”, que whliza gldlos rojos de camero ls que son capaces de absorber carbohdratos libres
nespecificamente.

Como se puede observar en las euadros 21, 22, y 23, ol andlists de ANADEVA para la regrestn entre
las téewleas IF1 y ELISA, se observa que hay una asoclackdn muy pobre entre estas dos téenleas, esto se
debe a que mientras en la téenlea de 1F1 se usa el pardsito completo (se determinan antigenos de superficte),
on la téentea de ELISA el antigeno usado es soluble, es dectr, tanto 1F1 como ELISA determinan diferentes
tipos de antigenss, por eso su corvelactin es mala. Estos audlists son conststentes haciendo las téenicas de
ELISA con antigenos de las tres egpecles de Letdhmantas (1. mexicana, L. braztliensls ¥ L. chagast); sin
embargo cuands se hace el andlists, medlante la téenica de ELISA, usando los tres antigenos de letshmantas
se observa que mo hay diferencia en las tres léomteas de ELISA cuadros 18, 19 y 20, ain cuando su
realizactén sea a diferentes tempos y por diferentes personas, lo cual nos tndlea que esta téenten es
reproductble. Esta reproductbilidad de I téenica de ELISA se puede deber a que ol antigeno lo tratamos
eon formalna al 0.19% que no modifica epttopes y lo estabiliza™; y alemds adictonamos timerozal al
0.01% para preventr contaminacdn microbtana.

Consideramos que nuestra técnica debe ser mejorada tratando de limimar de los antigenos sobibles de
leishmantas, los carbohtdrictos que eruzan con los carbohidratos de grupos sanguincos A y B, mediante el
empleo de tnmumoabsorbentes y por ofro lado ereemos que es necesarto tmplementar wna ELISA uttlizando
como antigeno el pardstlo completo, s dectr determinar antigenos de superficte y con esto creemos que s
mejore la correlactén d¢ esta téontca con €.
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CONCLUSIONES

Las llshmantasts vequieren de métodos segurvs y vipidos para su diagnitico, ya que geveralmente la
severtdad de ln exfermedad estd relactmada con el diagndstico aportuns y la especte o subespecte que estd Infectand,

Se eoncheye que:

- 8¢ estandartzé la téonica de ELISA para d diaguistico de lishmantasts, encontrandose que: la
concentracion dptima de antigens es 8 pg/ml, b dilucton de conpigado 1:1000 y la e suero 1:400.

- Una vez estandarizada la téonica de ELISA, es postble realizar l disgndstico de manera viytda y epectfica.

- Existe reproduciblidad de los resultadbs, sin que estos tengan variactones significativas, cutnds es realizada por
otra persona o con diferente equipo. Stempre y cundo se mantengn las condiciones de a estandarizacttn.

- La soustilidad y especificidad de la témica de ELISA para el diagnistico de Leishmantasis no deyende de la
especte ni de L 2oma endémica de donde proviene el antigeno.

- 5¢ encontro diferencta stpuificattva entre ol empleo de la témica de ELISA ¢ 1F1 resperto ol diagnstico de esta
parasitosts.
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APENDICE

Azl de Evans (sobuctdn madre; diluctén 1:1000)

Azl e Evans
Afrar con agua destilada

Soluctén salina Isoténica
cloruro de sodto (Nacl)
Agua destilada

Cuantifieactén de Protefuas "
Redctivo A
Carbonato de sodlo  al 2%
Tartrato de sodlo y potasto al 0.02%
Hidréado de sollo 0.1N

Reactivo B
sulfato de cobre al 0.5% en agua

Reactive C
somlA+1nlB

Reactivo D
Folin-Cleolcatean.

PBS (regulador de fosfatos)
Cloruro de sodlo (Nacl)

Fosfato de sodio dibidstco (NayHPO,)
cloruro de potasts (xcl)

Fesfato de potasto romobdsico (KH,PO+
Aforar con agua destilada

0.1y
100.0 nl

854
1000.0 m|

804
294
0.2y
024

1000.0 ml



PBS-Tween 0.05%
Tween 20 500 pl
PBS 100.0 ml

Regulador de recubrimiento (Carbonatos)

carbonato de sodlo (Na,CO5) 159 g
Blearbonato de sodlo (NAHCO5) 0.2293 4
Aforar con agua destilada 100.0 ml

Estabilidad mddima dos semanas

Medio de Novy-Nicolle-MeNeal (NNN)

£l agar se obttene caleniando funtos los sigulentes tngredientes:

Agar L4y
Nac! 06y
Agua destilada 90 ml

Método. Calibntese ol contentdo del mairaz hasta que el agar se funla; manténgase ben mezclado el
conentdo para que el agar no se queme en la parie Mnfertor del matraz. Transfiérase directamente la
canttdad aproptada de agar findtdo a s veciplentes de culttvo. Estertlicese el agar mantentends bs tubos
de culttvo en autoclave 4 121°C durante 15 mimudos. Déjese enftar el agar hasta wnos 50°C y agréguese
sangre de conefo desfibrinada, obtenida en condictones de asepsta, hasta alcwnzar una concentractdn de
ulrededor del 15%. La sangre se mezca con el agar haclewdo rodar los tubos entre las manos, en postelén
vertteal. Luego, los tubos se colocan en posteton inclinada hasta que el agar se solidifiea y a continuacton
se ponen de muevo en postctdn vertical se colocan a prueba de estertlidad a 37°C por 24 horas, finalmente
s¢ guarlan en racidn,
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caldo BHI (infuston de cerebmo y corazén)

Infustén de cerebro y corazin 6.0y
Peplona de carne 6.0y
clorurs de sodio 504
Dextrosa 3.04
Peptona de gelatina 1454
Fogfato dissdico 254
Agua destilnda 1000.0 nl
JH final 7.4 + 0.2

Suspender 37 g del polvo on wn litro de agua destilada. mezclar perfectamente, calentar con agitactén
frecuente y hervir durante wn minuto hasta disoluelén completa. Distriwutr y esterilizar 4 121°C por 15
mimitos.

MEDIO DE CULTIVO RPMI 1640
Medlo de altivo RMPI (SIGMA)

carbonato de sodto 204
Penfetlina 50 u/ml
Estreptomicina 50  pginl
Agua destiladi 1000 ml

s¢ pesa ¢l Mearbonato de sodto y ¢l RPMI se disuelven en 700 ml de agua desttlada, y se pasa por filtro
griess, postertormente se estertliza por filtraciin a través de una membrana de 0.22 en condictones de
esterilidad. Se le agrega el antibigiieo y se uplementa con hemaglobtna al 10%¢.

* Lebshmanla chagast se suplementa al 15%
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SUGERENCIAS

- Se recomienda determinar ol grupo sanguines del paciente antes de realizar ol diagudstico de leishmantasts por la
técmica de ELISA, para evitar dar falios posttivos ¢ falos negativos.

- Tener mucho auidads al realizar la técnica de ELISA, egreciabnente durante bs Lvados de la placa, ya que este s
un paso importante e tnflaye en bs resdtadss.

-Busciar antigenes espectficas para elotminar la reacctén enczada encontrada en este sistoma

- Eliminar b carbohtdratos presextes en el antigono de Letshmanta medteana, yue creamos son bs que intervienen en
b enza antigénica, medtante wna cobimna de Concanavalina-a.
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