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l.- ABREVIATURAS

DNA =ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO

LPG = LIPOFOSFOGLICANA

kDNA = DNA DE CINETOPLASTO

LCL =LEISHMANIOSIS CUTANEA LOCALIZADA

LCD = LEISHMANIOSIS CUTANEA DIFUSA

LV = LEISHMANIOSIS VISCERAL
LMC = LEISHMANIOSIS MUCOCUTANEA
CDA+ = GLICOPROTEINA DE MEMBRANA DE LA SUBPOBLACION DE LINFOCITOS
T QUE PRINCIPALMENTE SON COOPERADORES E INDUCTORES
CD8+ = GLICOPROTEINA DE MEMBRANA DE LA SUBPOBLACION DE LINFOCITOS
T QUE PRINCIPALMENTE SON SUPRESORES Y CITITOXICOS

Th1 = SUBPOBLACION DE LINFOCITOS T CD4+ QUE PRODUCEN INTERLEUCINA-
2, FACTOR DE NECROSIS TUMORAL E INTERFERON-GAMMA

Th2 = SUBPOBLACION DE LINFOCITOS T CD4+ QUE PRODUCEN INTERLEUCINA-
4, INTERLEUCINA-6 E INTERLEUCINA-10

IL-2 = INTERLEUCINA-2

MHC = COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD

HLA = ANTIGENO DE LEUCOCITOS HUMANOS

IL-4 = INTERLEUCINA-4

IL-10= INTERLEUCINA-10

INF-y = INTERFERON-GAMMA

TNF = FACTOR DE NECROSIS TUMORAL

IDR = INTRADERMORREACCION DE MONTENEGRO

GPI = GLUCOSA FOSFATO ISOMERASA

GOT = TRANSAMINASA GLUTAMICA PIRUVICA



fl.- RESUMEN

Montenegro empled por primera vez en 1924 la reaccién intradérmica IDR para
el diagnostico de |a leishmaniosis, utilizando un extracto fenolizado de promastigotes
de Leishmania braziliensis . La IDR de montenegro también es altamente especifica
para el diagnostico de las formas cutdneas de la leishmaniosis (LC), ya que en los
pacientes con enfermedad de chagas, tuberculosis pulmonar, paludismo, lepra,
blastomicosis y diversas dermatosis se obtienen resullados negativos de la IDR
miantras que los pacientes con (LC) o con forma mucocutdnea son positivos. Sin
embargo, no existe un criterio estandar en cuanto al nimero de parasitos/ml que debe
contener la leishmanina ni el didmetro de la induracion de la reaccion que debe
considerarse como posilivo. Para |a estandarizacion de la prueba se aplicaron 0.1 mi
de leishmanina fenolada que contenia 5 X 108 promastigotes/mi de la cepa
MHOM/MX/B3/UAVY CV de Leishmania mexicana. La induracion se midio a las 48 hrs.
Los sujetos de estudio se agruparon en tres calegorias:

1) 29 pacientes con leishmaniosis cutdnea (LC) confirmada por la presencia del
parasito. 2) 69 sujetos aparentemente sanos, sin anlecedentes de residencia en area
endémica. 3) 94 testigos del drea endémica, sin antecedenles de la enfermedad.

Los dos dltimos grupos fueron pareados por edad y sexo con los pacientes. El
92.75 % del grupo 2 presentaron una IDR < 5 mm, por lo que se considerd como
positiva una reaccion >5 mm; el 93.1 % de los pacientes montaron una reaccion
positiva, lo cual concuerda con que todos ellos tenian un diagnostico de LC localizada,
y el 6.9 % restante corresponde a 2 pacientes con LC difusa. En el grupo 3 hubo 38.85
% de posilivos y 69.15 % de negativos. El porcentaje elevado de posilividad en estos
individuos probablemente se debe u una infoccion subclinica previa,

La diferencia fue altamente significativa (p=0.00001) y la sensibilidad de la

rrugha es del 100 %, si se considera a los pacientes de 1.CD, como anérgicos. Los
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resultados indican gue la IDR es una prueba confiable para el rastreo epidemiologico
del padecimiento y que la induracion minima para considerar una prueba positiva debe

de ser > 5 mm, usando una leishmanina con 5 X 108 parasitos/mi.
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lIl.- INTRODUCCION

Las leishmaniosis son enfermedades causadas por unas 14 especies ©
subespecies del género Leishmania (1) que se transmilen por insectos llamados
flebotomos, generalmente a partir de reservorios animales. De acuerdo a los datos de
la OMS (2), las leishmaniosis constiluyen una de las seis enfermedades tropicales de
mayor importancia en el mundo. Walsh calculd que existian 12 millones de casos en
1985 (3) y se estima que cada afio aparecen alrededor de 400,000 casos nuevos. Los
expertos de la OMS han concluido que constituyen un verdadero problema de salud
publica, no sdlo por su magnitud crecienle, sino también por sus consecuencias
socioeconomicas y psicoldgicas ya que son enfermedades debilitantes, incapacitantes
y en muchos casos mortales. En nuestro pais, como no son de notificacion obligatoria
no se conoce su verdadera frecuencia, pero hay razones para pensar que tanto el
numero de casos, como las zonas geogréficas afectadas, son cada vez mayores (4),

de modo que cualquier trabajo que contribuya a aclarar esla siluacion es importante,

1.- CARACTERISTICAS DE LOS PARASITOS

Taxonomia. Segun la clasificacion adoptada por la OMS (5); las leishmanias
son protozoarios pertenecientes al phylum Sarcomasligophora, subphylum
Mastigophora, clase  Zoomastigophora, orden  Kinetoplastida, suborden
Trypanosomatina, familia Trypanosomatidae, Género Leishmania.

Las especies aceptadas en dicha clasificacion son:
L. donovani, L. major, L. tropica, L. aethiopica, L. mexicana, L. braziliensis y L.
peruviana. Las especies L. donovani, L. mexicana y L.braziliensis, se subdividen a su
vez, como sigue. la primera en L. donovani donovani, la causanle del kala-azar en la
India; L. donavani infantum, en la cuenca del Maditerraneo y L. donovani chagasi, que

produce el kala-azar en America; L. mexicana comprende las siguienles subespecies:
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L. mexicana mexicana, L. mexicana amazonensis, L. mexicana pifanoi, L. mexicana
garnhami y L. mexicana venezuelensss, y por ultimo, fa L. braziliensis se subdivide en
L. brazifiensis brazifiensis, (.. braziliensis guyanensis y L. braziliensis panamensis
(cuadro 1).

En 1987 Shaw y col. (G) otorgan ya una categoria taxondmica y proponen dos
subgéneras para el género Leishmania: Leishmania (Viannia) para las que tienen un
desarrolla peripilario y Leishmania (Leishmania) para las que lo tienen suprapilario; en
el primer suborden estan los miembros del antiguo complejo braziliensis, por ejemplo,
Leishmania (Viannia) braziliensis, antes Namada L. braziliensis hrazifiensis;, en el
segundo suborden estan las demés especies, por ejemplo, Leishmania (Leishmania)
major, antes Leishmania major. Con esta clasificacion las subespecies se elevan a
nivel de especie, sin embargo, en el segundo Simposium sobre taxonomia y
filogenética de Leishmania, realizadu en 1986 (7), se propuso una clasificacién en ia
que también las subespecies se elavan a nivel de especie. Esla nomenclalura es la
que se utilizara de aqui en adelante (cuadro 2),

Originalmente, estos parasitos se clasificaban por las manifestaciones. clinicas
de la enfermedad y la region geografica en que se encontraban los pacientes, pero las
manifestaciones clinicas dentro de una misma region pueden ser tan variadas que la
utilizacién de estos pardmetros son insuficientes (5).

Generalmente las espacies y subespecies de Leishmania estan asociadas con
8! desarrollo de un cuadro clinico caracleristico, por fo que los esfuerzos para
encontrer herramientas taxondmicas adecuadas han lenido, durante muchos afios, un
papel prominente en las investigaciones sobre fos tripanosométidos. Los estudios.se
iniciaron empleando los andlisis sercldgicos de los antigenos del pardsito, fa
serotipificacion por ol factor excretor y la caracterizacidn biologica en cultivo, en los

fiebotomas y en el hamster (5). Recientemente se han utilizado diferentes técnicas



CUADRO 1. TAXONOMIA DE Leistimania

REINO Protozoa
PHYLUM Sarcomastigophora
SUBPHYLUM Mastigophora
CILASE Zoomastigophora
ORDEN Kinetoplastida
SUBCRDEN Trypanosomatina
FAMILIA Trypanosomatidae
GENERO Leishmania
SUBESPECIES:

L. d. donovani
L. d. infantum

L. d. chagasi

L. b. braziliensis
L. b. guyanenesis

L. b. panamensis

ESPECIES:
L. donovani
L. major

L. tropica

L. aethiopica
L.braziliensis
L. peruviana
L. mexicana

L. m. mexicana
L. m. pifanoi
L. m. garnhami

L.m.venezuelensis



CUADRO 2. NOMENCLATURA ACTUAL DE LAS LEISHMANIOSIS.

Nomenclatura actual

Leishmania braziliensis

Leishmania guyanensis

Leishmania panamensis

Leishmania lainsoni

Leishmania mexicana

Leishmania amazonensis

Leishmania venezuelensis

Leishmania chagasi

Leishmania donovani

Leishmania infanturn

Leishmania tropica

Leishmania major

Leishmania aethiopica

Nomenclatura previa

Leishmania braziliensis braziliensis
Leishmania (Viannia) braziliensis.
L. b. guyanensis

L. (V) guyanensis.

L. b. panamensis

L. (V) panamensis.

L. (V) lainsoni,

Leishmania mexicana mexicana
Leishmania (Leishmania) mexicana.
L. m. amazonensis

L. (L) amazonensis.

L. m venezuelensis

L. (L) venezuelensis

L. m. chagasi

L. (L) chagasi.

Leishmania donovani donovani
L. (L) donovani.

L. d. infantum

L. (L) infantum.

Leishmania tropica tropica

L. (L) tropica.

L. t major

L. (L) major.

L. (L) aethiopica.

14
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para la identificacion mas precisa, como los anticuerpos monoclonales dingidos contia
determinantes antigénicos especificos, |a determinacion de isoenzimas y los meétodos
de hiologia molecular que identifican secuencias de DNA de cada subespecies las
cuales revelan caracleristicas intrinsecas del parasito que no se modifican o son
enmascaradas por factores del huésped ¢ del ambiente (8,9,10). Algunos de estos
métodos han moslrado utilidad para distinguir especies y subespecies, sin embargo,
"la Taxonomia Bioquimica todavia no puede ofrecer la base de un sistama completo
que sustituya ¢! esquema clésico”, como se notard en los ejemplos citados mds
adelante, en los cuales una especie 0 subespecie de leishmania ha llegado & producir
una enfermadad que normalmente es ocasionada por olra especie.

Los principales métodos para identificar las especies y subespecies de
leishmania son:

A.- La caracterizacion biolégica. Se demuestra por el desarrolio del
parasito a partir de los aislados en los flebotomos y por su virulencia en los roedores
(11).

B.- Caracterlzacién Inmunoidgica. Se utiliza la prueba de Noguchi Adler,
que consiste en cultivar a los promastigotes en un medio de cultivo en varias cajas que
contengan diferentes diluciones de suero hiperinmune de conejo.

En estas condiciones el crecimiento de los parasitos es anormal, pues los
promastigotes tienden a aglutinarse. El titulo de la prueba se considera positiva en
aquella dilucion en Ja cual el crecimlento del pardsito sea normal. Esta dilucion se
compara con un cultivo controt que no contenga anticuerpos. Las cepas con titulos
semejantes se consideran cepas antigénicamente idénticas. Otra técnica es la
serotipificacion de los aislados por medio del factor excretor (LPG). En este método se
toma el sobrenadante del cultivo de Leihsmania en la fase log, se filtra el sobrenadante
y se ajusta el pH a 6,0. Se lleva a ebullicidn, se centrifuga y el precipitado se descarta

y el sobrenadante se liofiliza. €| material seco se resuspende a la milad del volumen
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original en agua destilada, se dializa en una membrana especial y se extrae 3 veces
con fenol al 90% a 68 OC. Se dializa la fase acuosa contra agua deslilada se
cuantifican los carbohidratos por el método de Dubis. Un método muy especifico
consiste en el empleo de anticuerpos monoclonales especie-especificos en diferentes
técnicas como son ELISA  RIA, Inmunofluorescencia para fa identificacion de
antigenos que son propios de cada especie (12, 13, 14).

C. Caracterizacléon bioquimica. Se han utilizado varias técnicas para la
identificacion de las espocies de Leishmania, entre las cuales se encuentran las
siguienttes: 1) el andlisis de la secuencia del DNA del cinetoplasto (kDNA) (15). 2) La
comparacion de la densidad de flotacién del DNA nuclear (15). 3) El analisis de la
velocidad de hibridacion DNA-RNA (15, 16). 4) El estudio de los lamafios de los
fragmentos de kDNA oblenidos con endonucleasas de restriccién (1516,17). 5) La
caracterizacion por isoenzimas (18), 6) El estudio de la estructura de los carbohidratos
de la membrana celular por medio de lectinas (19). 7) El andlisis del contenido de
acidos grasos (20). 8) Esludios de radiorespirometria (21).

Las pruebas mas utilizadas en la actualidad son las isoenzimas y los
anticuerpos monoclonates. La prueba de las isoenzimas consiste en cultivar en medio
Senekjie los promastigotes los cuales se concentran a una cantidad de 108 109 en
0.5 m! del amortiguador de corrimiento, que contiene 0.728 g de Tris y 0.472 g
NasHPO4 en 100 ml de agua desionizada con un pH 8.0. Las muestras se aplican a
una membrana de celulosa prehumedecida con el amortiguador de corrimients y se
colocan en la camara de eleclroforesis con el voltaje y tiempo apropiados. Después de
la electroforesis, las membranas se recortan y se colocan al lado del susirato hasla
que reaccionen. La reaccion continua hasta que las bandas sean.de una intensidad
apropiada, variando de 2 a 3 minutos con glucosa fosfalo isomerasa GPt hasta 20
minutos con transaminasa gluldmica piruvica GOT. La membrana se quila y se

sumerge en Aacido acético al 5%, se lava con agua y se deja que se seque a
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temperatura ambiente. Esta se puede folografiar o puede examinarse en ese momento.
Se nide la distancia de migracion de la banda contral y de las bandas problema las
cuales dan un valor proporcional a las del contiol A estos valores se les denomina
fraccion representativa o (valor R.F.). La técnica que emplea a los anticuerpos
monaoclonales, consiste en inocular ratones BALB/c con un aislado de membrana de
promastigotes de cepas de Leishmania. Se obtienen las células del bazo del raton
inmunizado (1.0 a 1.3X 108) y se fusionan con NS-1 (células de mieloma 12 a 16
X107) usando polientilénglicol para dar lugar a la formacion del hibridoma. La
produccién de anticuerpos se evalla entre los dlas 14 y 17 de cada mes, Después se
selecciona por HAT el hibridoma y se utiliza el método de dilucion limitante para
oblener la clona especlfica que produce el anticuerpo de intéres y se siembra en
medio de cultivo. El sobrenadante contiene los anticuerpos monoclonales.

Una vez oblenidos estos anticuerpos se utilizan empleando la técnica de RIA
(Radioinmunoensayo) para la tipificacion de las leishmanias. Se usan placas de 96
pozos que conllenen pegado el antigeno (membrana de promastigotes). Se incuban
con el medio de cultivo que contiene el anticuerpo monoclonal por un minime de 2 hrs
a 59C. Después se adiciona anti-lgG de ratén (fragmento Fab ) purificado por afinidad,
marcado con 1251 y se incuba por 1 horaa 0°C. El exceso de anticuerpo se elimina
con b lavados. Las placas se secan a temperatura ambiente y se mide la radiactividad,
Recientemente, las técnicas moleculares son las de mayor preferencia para la
identificacion de especies, pués conociendo las  secuencias especificas de
nucledlidos en el DNA que caracterizan a cada una, se puede hibridar el DNA de los
parasitos con elias usando el mélodo de! sauthern blot o se puede amplificar los
segmentos de DNA usando iniciadores que flanquean a las secuencias blanco. Eslos
métodos son los mas especificos y sensibles para 1a identificacion de las diferentes

espacies.
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Entre los procedimientos que se propusieron para la clasificacion de las
leishmanias, se intentd usar a la posicion que ocupan los parasilos en el tubc
digestivo de los veclores, pero ésta caracteristica no tuvo repercusiones aparentes,
hasta que recientemente se sugirié para la creacién de dos subgéneros (6). En 1962
Herlig y Johnson (22,23) sefalaron que algunas leishmanias palégenas para el
hombre pueden desarrollarse en el intestino posterior de los flebotomas. Se crefa que
todas las leishmanias de mamiferos se desarrollaban primero en el intestino medio,
antes de migrar hacia las parles bucales.

Los trabajos de Shaw y col. (24) demostraron que las leishmanias que infectan a
los reptiles se desarrofian en el intestino posterior (hipopilaria).

Lainson y Shaw (25) dividieron después a las leishmanias que parasitan al
hombre en dos grupos, pero sin implicaciones taxondémicas. A uno lo designaron
"peripilaria®, al que pertenecen las especies que necesariamente se desarrollan
primero en el intestino posterior, antes de migrar al intestino anterior del insecto; al
otro lo ilamaron “siiprapilaria”, en el que se encuentran las especies que han perdido
la capacidad de desarrollarse en el inlestino posterior y se reproducen sélo en el
intestino medio y anterior. Estas dltimas se consideran méas avanzadas desde el punto
de vista evolutivo.

Ciclo de vida. Todas las leishmanias utilizan dos huéspedes para completar
su ciclo de vida: uno vertebrado, en el que las leishmanias se encuentran siempre bajo
la forma amastigote y en el interior de células de la serie fagocitica-mononuciear,
especialmente dentro de fas macréfagos de la piel y de fas mucosas o bien en-las
visceras, dependiendo de la especie. El otro huésped es un invertebrado (flebotomo),
que cuando pica succiona las formas amastigotes, las que se desarrollan y se
reproducen en diferentes porciones del intestino bajo ia forma de promastigotes,

siendo éslas tambien las formas que se encuentran en los cullivos (fig. 1) (26, 27).



1.~ Amastigote
2.~ Promastigote

Fignra 1. Ciclo de vida de leishmania.

&l
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Morfologlia, Salvo pequefias diferencias, tadas las le ishmanias tienen una
morfologia y una evolucion semejantes: la forma amastigote, como su nombre lo
indica, aparentemente carece de aparato flagelar; es de forma redonda u ovoide, mide
de 2.5-5.0 ym de longitud en su didmelro mayor, que 6n microscopia de luz y teiido
con alguno de los derivados del Romanowski, solo muestra un nucleo redondo u
ovoide y un cinetoplasio generalmente bhaciliforme. .a microscopia electronica ha
mostrade, ademas de muchas otras caracleristicas interesantes, que en reatidad el
aparato flagelar se encuentra reducido al blefaroplasto y a la bolsa de! flagelo que no
se perciben en la microscopia de luz (28).

£l promastigote, que se desarrolla, como se menciond, en el insecto vactor o en
cullivo in vitro, se caracteriza por ser mas grande (15-25 pum de longitud por 1.5-3.5 pm
de ancho) y tener una forma alargada con un nuicleo central o subcentral y el
cinetoplasto situado en el extremo anterior, del cual parece originarse el flagelo. Los
promastigotes, a diferencia de los amastigotes, presentan movimientos muy activos en

cultivo (fig. 1) (29).

2.- CARACTERISTICAS DE LAS ENFERMEDADES QUE PRODUCEN
LAS LEISHMANIAS

1) Caracteristicas clinlcas. Algunas teishmanias afeclan exclusivamente la
piel, o la piel y las mucosas; otras, las visceras. De ahi la primer gran clasificacion de
eslas enfermedades en leishmaniosis cutdneas o mucoculdaneas y leishmaniosis
visceral, también lamada kala-azar (30).

A su vez, las leishmaniosis del "Mueve Mundo" que atacan los tegumentos
pueden presentar diversas manifestaciones clinicas; algunas producen una lesion
local, generalmente una dlcera y suelen llamarse leishmaniosis cuténeas localizadas
(LCL), también designadas con diversos nombres vernaculos: Olcera de los chicleros,

Ulcera de Bauru, pian buis, elc. (20). En ofros casos, poco o muche tiempo después de
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una manifestacion local, semejante a las anteriores, se desarrolla en la region
nasofaringea una lesion persistente y con frecuencia mutilante; a esta variedad se le
ilama leishmaniosis mucocutanea o espundia (LMC) (30).

Ademas de estas formas clinicas de la leishmaniosis cutdnea americana, se
pueden presentar con menos frecuencia manifestaciones muy variadas en un
determinado enfermo: formas vegelantes, verrucosas, en placas, lupoides (mas
fracuentes en el Medio Oriente), lesiones de propagacion aparentemente linfatica
(como en la esporotricosis), etc. (30).

Olras veces se diseminan préaclicamente en toda la superficie de la piel, no en
forma de ulceras, sino de nddulos semejantes a los de la lepra lepromatosa. A esta
variedad se le llama ieishmaniosis cutdnea difusa (LCD), lepromatoide o anérgica,
porque se piensa que en su establecimiento interviene en forma muy importante en el
hospedero una supresion especifica de la respuesta inmunoldgica celular frente a la
Leishmania (31); sin embargo, conviene insistir que aunque estas leishmanias lleguen
a diseminarse en toda la piel y a veces a la mucosa nasal, nunca afectan las visceras
de los enfermos,

Por el contrario, la leishmaniosis visceral, después de un periodo de incubacion
de dos a cuatro meses, se caracteriza por un proceso febril qué pronto afecta
seriamente el estado general del paciente, produciendo una marcada caquexia
acompafiada de crecimiento del bazo y del higado, que llegan generalmente a la
hipertrofia. A eslos sintomas cardinales (fiebre prolongada, hepato y esplenormegalia y
consuncidn), se agregan otros muchas sintomas secundarios, tales como la
pigmentacion cutdnea, epistaxis, diarrea, susceptibilidad a otras infecciones y
pancitopenia. La enfermedad casi siempre es mortal si no se establece el ratamiento
adecuado.

Aunque en términos generales una especie de leishmania identificada con los

criterios modernos de taxonomla biogquimica, suele provocar predominantemente una
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forma clinica, existen numerosas excepcionss a la regla. Asi, los casos de
leishmaniosis cutanea difusa en México son causados por L. mexicana (32,33)
También se aislo L. amazonensis de la médula dsea de un enfermo de kala-azar (34) y
un hallazgo sorprendente ha sido el aislamiento de una variedad de L. infantum, de un
enfermo con {eishmaniosis cutdnea en Europa (35) cuando esta cepa normaimente
produce leishmaniosis visceral. El mismo parasito provocé kala-azar en un individuo y
menifestaciones cutaneas en otro (36} y en el perro llegan a coexistir dos zimodemas
L. infantum (37).

Caracteristicas inmunoléglcas. Aunque ta mayorla de los casos de leishmaniosis
informados en México, presentan manifestaciones cutdneas localizadas, también se
hen descrito formas multinodulares diseminadas (38), en las que se presentan lesiones
nodulares no ulcerativas, que se diseminan a muchos sitios de la piel. El estudio
histologico de los pacientes con LCD, muestra un dominio de macrofagos vecuolados
altamente infectados, en contraste con la LCL, en donde se observan focos
epitelioides o un infiltrado linfohistiocitico con pocos o ningun parasito (39). En la LCD
existe una inmunosupresidn celular especifica, ya que las pruebas intradérmicas con
antigenos de Leishmania son negalivas en estos pacientes, mientras que la respuesta
celular en contra de otros antigenos permanece intacta (40, 41, 42, 43, 44). Ademas,
le respuesta a la quimioterapia comtn es baja y frecuentemente reversible en esta
forma de la enfermedad (45). La respuesta celular evaluada in vitro mediante !a pruoba
de transformacidn blastoide revele en estos pacientes, la ausencia de respuesta de los
linfocitos T contra los antigenos del perasito (44,46).

Se sugiere la activacion de una subpoblacion de linfocitos T CD4+ coperadores
jlamados Th2 que favorecen la sintesis de anticuerpos especificos y que propician la
no activacion de fos macrofagos infectados, por lo que la infeccion se disemina
facilmente. Por su parts, la respuesta celular protectora que esta dada por los linfocitos

cooperadores Th1 estéd muy abatida o ausente (47).
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En la LCL hay una buena respuesta inmunologica celular, que se manifiesta
contra los antigenos de Leishmania tanto in vivo como in vitro (46, 48, 49, 50). En
consecuencia, se desarrofta en forma eficiente la inmunidad adquirida en los pacientes
que han evolucionado hacia ta cicatrizacion (51). En general, en la LCL hay una
buena respuesla a ta quimioterapia (45, 52, 53).

Los estudios inmunohistoldgicos en pacientes con LCL, muestran que los
linfocitos T CD8+ (citotdxicos 6 Tcit ) predominan cuando existe un infiltrado
mononuclear difuso en fa dermis que rodea a la tesion, pero cuando hay formacion de
granuloma con presencia de células gigantes, se encuentra una mayor cantidad de
linfocitos T cooperadores CD4+ (Th) alrededor de éstas células (54). Cuando se
comparan los resultados inmunopatotogicos de pacientes con LCL y LCD, no se
encuentran diferencias en la canlidad de subpobtaciones de linfocitos T CD8+ y
CD4+, ni en las células que expresan el receplor para la interleucina 2 (IL-2), pues
siempre se halla mayor centidad de células CD8+ que de CD4+ en las lesiones de
ambas formas clinicas. Sin embargo, una diferencia sobresaliente es que las células
productoras de (L-2 estdn disminuidas en un orden de magnitud en los pacientes con
LCD y hay ausencia de respuesta cetutar (55), lo que sugiere que podria estar
participando una subpoblacion de linfocitos T CD4+, no productores de IL-2, como
sucede en el ratén (47, 56).

Los hallazgos en cuanto a la susceptibilidad genética en el humano muestran
que ol MHC (complejo principal de histocompatibilidad) parece jugar un- papet
importante en 'a expresidn del' padecimiento. £n la LCL causada por L. guyanensis en
Venezuela (57) se describid asociacion del HLA-DQ3, asi como en la forma
mucocuténea en Brasil y una disminucién del HLA-DR2 en los pacientes, sugiriendo un
gen de proteccion (58). En Meéxico se encontré también un incremento de DQ3, en ta
LCL causada por L. mexicana y un gen de proleccién ligado al antigeno HLA-DPw4
(59).



Tanto la susceptibilidad como la resistencia genéticaments determinadas ha
sido ampliamente sstudiada en el ratén, utitizando cepas singénicas y congénicas y se
ha encontrado que la resistencia innata a L. donovani estéd determinada por un gen, o
un grupo de genss ligados, localizados en ¢l cromosoma 1, denominado L.sh, mientras
que la resistencia adquirida esta regulada por tres genes: el Rld-1 tigado al H-2, otro al
H-11y otro al Ir-2 (60, 61, 62, 63, 64).

En .Ia Isishmaniosis cuténea la distincién entre resistencia innata y adquirida es
menos clara, pero se presentan distintos grados de susceplibilidad ylo resistencia a L.
major en cepas consanguineas de ratones, dependiendo del fondo genético de cada
una de ellas (65, 66). Los ratones de la cepa BALB/c son caracteristicamente
incapaces de controlar la infeccidn por L. major (66, 67), ain  cuando la lesién
primaria sea inducida con désis minimas de parasitos (67), desarrollando una
enfermedad diseminada severa, que es fatal (66, 67, 68). La susceptibilidad a la
infeccion por L. major esta controlada por los genes Scl-1, Scl-2 y por genes ligados al
H-11 (67, 69, 70, 71, 72). La participacion de los genes ligados al H-2 parece ser
minima en la infeccién por L. major .

Se han realizado una serie de trabajos sobre la participacién del MHC en el
ratén (H-2) en las respuestas proliferativas de las células T que a su vez aclivan a los
macrofagos infectadas con L. major, en cepas de ratones singénicas y congénicas, los
cuales han demastrando la existencia de una restriccion genética determinada por la
region I-A de genes del MHC clase Il en la proliferacion de blastos parasito-especificos
(73), ya que si el reconacimiento no se lleva a cabo, no hay respuesta proliferativa. Se
ha encontrado que los macrafagos de la cepa BALB/c infectados con L. donovani
presentan una disminucion en la produccion de IL-1 y en la expresion de antigenos
clase | y clase Il del MHC sobre la membrana celular. Esto estd asociado al fondo
genético del ralén y al péptido antigénico que sea presentado a cualquiera de ias

células Th para que se induzca una respuesta celular. La subpoblacion Thi que
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sintetiza interferon-gamma (IFN-y), 1L-2 y factor de necrosis tumoral-a. (TNF-u), que
activan al macrofago, inducen una respuesta celular protectora y conducen a la
resolucion de la lesion; si lo que se activa es una subpoblacion Th2 que produce IL-4,
IL-10, se induce la sintesis de anticuerpos y ademas una supresion de la respuesta

celular, ocasionando una enfermedad progresiva (47, 56).

3.- DISTRIBUCION GEOGRAFICA

En el Vigjo Mundo existen tres especies que causan leishmaniosis cutanea: L.
tropica, L. major y L. aethiopica, las cuales abarcan vastas regiones de} Medio Oriente,
la cuenca del Mediterraneo y Africa Oriental y las lesiones que producen son
conocidas con diversos nombres tales como, Ulcera de Bagdad, Glcera de Biskra,
"Botén" de Oriente, etc.

En América, las leishmaniosis cutdneas se han reporlado desde Texas, en. el
norte (74, 75), hasta Argentina, en el sur (76). Todas las manifestaciones cuténeas
descritas anteriormente se han encontrado en México, pero con una frecuencia y
distribucién muy desiguales; la forma mas frecuente en el pais es la Ulcera de los
chicleros, la que aparentemente existia desde anles de la conquista, ya que los
cronistas narran que durante la colonizaclon de Yucatan observaron indigenas "con
las orejas podridas”, Sin embargo, fue Seideling en 1912 quien informé el agente
slioldgico que causaba esta enfermedad {77). Posteriormente, diversos investigadores
nacionales (78) y extranjeros (79) confirmaron la existencia de la enfermedad,
estableciendo  inicialmente su  distribucion  geografica, la cual incluye
fundamentalmente los Estado de Quintana Roo, Yucatén, Campeche y Chiapas en
México; Belice y el territorlo del Pelén en Guatemala. En estos trabajos y otros
posteriores (80), se tenfa la idea de que la leishmaniosis cutdnea era una enfermedad
profasional de los chicleros, que se debla a la permanencia prolongada en la selva en

la que se encuentra el arbol del chicozapole, de! cual eslos trabajadores extraen el



latex con el que se produce el chicle. Naturalmente, otras labores que exigen también
un contacto prolongado con la selva, como la explotacion de la madera, la
construccion de caminos, las labores agricolas o de caza en la selva, se consideraban
también factores de riesgo.

La primera excepcion al axioma de que 1a leishmaniosis cutanea en México es
una enfermedad de la selva, ccurrié cuando se comunicd en 1965 que existia
leishmaniosis en el Estado de Coahuila, cuya ecologia es completamento diferente a la
de los sitios selvaticos, en donde predomina el clima semiarido (81).

Después se supo que también la habia en Tamaulipas, Nuovo Ledn, Coahuila y
probablemente Durango (82, 83, 84), por lo cual esta area se llamé "Foco Norte";
también se describio la presencia de la enfermedad en otros Eslados de ia Republica
como Oaxaca y Nayarit (85, 86).

Los trabgjos de Velasco (87) han puesto de manifiesto en el Estado de
Tabasco, y particularmente en la regién de la Chontalpa, una evolucion muy especial
de estas enfermedades, probablemente relacionada con los cambios ecoldgicos que
ha ocasionado el desarrollo reciente de la agricultura en estos lugares, con las
consecuencias socioecondémicas que ésta evolucion ha acarreado. Cuando se
popularizé el conocimiento de que esta zona es particularmente favorable para el
cullivo del cacao en gran escala, la selva tropical siempre verde y los pastizales que
originalmente la cubrian, se substituyeron répidamente por plantaciones de cacao. Es
bien sabido que esta planta, al igual que el café, exige, para su desarrolio y
productividad, el crecimiento bajo un dosel de arboles allos lo cual, naturalmente, hace
que el suelo esté cubierto por una densa hojarasca que parece muy favorable para la
reproducciéon de los flebolomos. Ademas, como estos cacaotales son de propiedad
privada o ejidal, se encuentran relativamente protegidos de cazadores y otros

depredadores, lo que favorece la reproduccion de los reservorios potenciales.



Por otro lado, el auge producido por esta explolacion intensiva del cacao causé
un crecimiento explosivo de la poblacion lo que hizo que los asenlamientos humanos
llegaran hasta los limites mas extremos de los cacaotales, e incluso a veces, los
invadieran.

El conjunto de estos factores ha provocado un desarrollo inusitado de la
leishmaniosis y ha hecho variar algunos conceptos clésicos sobre la dlcera de fos
chicleros, tales como su predominancia casi exclusiva en los varones, su distribucion
por edades, la localizacion de las lesiones, elc.

En los dltimos afos, a consecuencia de estas ohservaciones, las autoridades
de salud de Tabasco, han comunicado 381 casos, de los cuales el 9856 % son
lsishmaniosis cutdnea localizada; 4 casos (1 %) con diseminada y 2 casos (0.5 %) son
mucocutanea (88). Esta ultima variedad de leishmaniosis tegumentaria era, hasta hace
poco, totalmente desconocida en México. Sorpresivamente también se encontrd en
Tequila, Jalisce (89).

La leishmaniosis visceral se ha encontrado en México sélo en la cuenca del
Balsas (Figura 2), donde se conocen unos 8 casos, de los cuales sdlo hay 3

publicados en detalle (90, 91).

4.- DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Las leishmaniosis, en lodas sus formas, pueden confundirse con otras muchos
padecimientos, de modo que los criterios clinicos y epidemioldgicos tienen que
complemenlarse con procedimientos de laboralario, para tener cerleza del diagnéstico,
En términos generales, estos procedimientos pueden dividirse en dos grandes grupos:

1 - La demostracion del parésito en impronlas, biopsia, cultivo o inoculacién del
parasito en animaies de experimentacion (hamsters o ratones).

Naturalmente estos mélodos son los Unicos cuyo resultado es indisculible pero

desafortunadamente, con frecuencia Jos resultados son negativos debido a diversas
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circunstancias, como por ejemplo, cuando fa enfermedad es antigua y los parasitos
son escasos 0 no existen; cuando hay contaminacion bacteriana o fungica en los
cultivos, o cuando las improntas no se toman en forma adecuada.

2.- Los métodos inmunologicos, entre los cuales estéan, por un lado, las técnicas
que identifican fa presencia de anticuerpos especificos, es decir los procedimientos
seroldgicos, tales como fa inmunaffuorescencia indirecta, hemaglutinacion pasiva y
ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) (92). Por otro lado, estan los métodos para
identificar la respuesta celular que incluyen a las técnicas in vilro quie abarcan, entre
otras, a la transformacion blastoide, activacidén de macrofagos, medicién de citocinas
(31) y Jos métodos in vivo constituldus por las pruebas cutaneas. Para la leishmaniosis
esta Gltima es la intradermorreaccion de Montenegro, fa cual es el objelo de este

trabajo.

5.- LA REACCION DE MONTENEGRO

A pesar del tiempo transcurrido desde su descubrimiento, esta reaccion se
sigue considerando como un excelente auxiliar en el diagndstico, por su especificidad,
facifidad de elaboracion, facilidad de aplicacion dei reactivo y por lo valioso de sus
resultados, no sdlo en la clinica, sino también por su contribucidén a los estudios
epidemiolégicos de la leishmaniosis.

Wagner (93) y Wagner y Koch (94) fueron Jos primeros en demostrar que los
conejos inyectados con cultivos de leishmanias muertas, se hacfan hipersensibles a
fos extractos de la misma, En 1926, Montenegro (95) introdujo al diagndstico de fa
leishmaniosis una reaccion que se efectia mediante la inyeccion intradérmica de un
extracto fenolizado de pramastigotes de L brazillensis. Jessner (96) empled
suspensiones de L. fropica, en la inlradermorreaccion, para el diagnostico de la Glcera
de oriente. Buss (97) mostro las ventajas de los antigenos preparados con suspension

de promastigotes ¥ demostrd su especificidad, observando concordancia en 30 casos
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comprobados. Salles Gomes (98) obluvo 975 % de posilividad en 25 casos
confirmados por demostracion del parasito y obtuve resultados negativos en pacientes
con Ulcera tropical, cromomicosis, iepra tuberculoide y psoriasis, que no tenian
antecedentes de leishmaniosis, lo que indica que la reaccion es altamente especifica.
El fué también quién propuso que la reaccion se llamara REACCION DE
MONTENEGRO en homenaje a su descubridor,

El antigeno que se uliliza para esta reaccién ha sido objeto de muy diversas
modificaciones, diferentes cepas del parasito, mezclas de diferenles cepas, distintas
concentraciones de sustancia activa, medidas por el nGmero de promastigotes/mi, por
concentracion de protefnas, o por amhos; también se han usado diversos
procedimientos para malar a los pardsitos, comeo son &l ultrasonido, el fenol, el formol
o ol timerosal (5). En vista de estas discrepancias, la Organizacién Mundial de la Salud
ha determinado que se use una suspension de 1 millon de promastigotes/mi en
fenol-salina al 0.5 % (0.5 ml de fenol fundido mas 99.5 mi de solucién salina), o en
timerosal (1 mi de timerosal en un litro de solucion salina) (7).

Sin embargo, en esle estudio se ulilizaron 5 x 106 promastigotes/ml en base a
un estudio hecho en Kenya en 1983 (89) y ademas para lograr la identificacion de
algunas reacciones que pudieran ser débilmente positivas con una leishmanina que
contenga 1X108 promastigotes/ml. Ademas con una dosis mayor 58 pensé que es
posible demostrar a sujetos sanos de zona endémica que han tenide contacto con el
parasilo.

Segun Pifano (100), la respuesta cutdnea sera mas intensa conforme se hace
mas antigua la infeccion. A parlir de la 4a semana ya es positiva en un elevado
porcentaje de casos, pero una reaccion negativa en los primeros tres meses de la
enfermedad coincide muchas veces con la presencia de abundantes parasitos y
resistencia al tralamiento con anlimoniales. En las localizaciones mucosas, que

representan formas tardias de la afeccidn, la intradermorteaccidn es intensamente
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positiva. La tinica excepcion es la LCD, en la que la reaccion siempre es negativa,
debido a que la respuesta inmunologica celular esta francamente abatida (31).

Hay individuos que pueden resultar fuertemente positivos a la
intradermorreaccion, atn cuando no tengan cicatrices que indiquen que luvieron el
padecimiento, lo cual sugiere que hay infecciones leishmanidsicas en las que no se
manifiastan lesiones cutdneas, aunque si son capaces de inducir inmunidad.

La lectura de la induracién de la reaccién de Montenegro se ha hecho también,
en diferentes formas. Liew (101) propuso que esta intradermorreacion formaba parte
de las llamadas reacciones de Jones-Mote, caracterizadas por un infillrado de
baséfilos y neutrdfilos, cuyo maximo desarrollo en el ratdn se alcanza a las 12-15
horas y desaparece en 48 horas.

Esta idea no ha tenido aceptacion en la practica y todos los autores contindan
usando ei criterio de la OMS (5); "La inyeccion intradérmica de 0.1 ml de |eishmanina
en la superficie anterior del antebrazo se examina a las 48-72 horas". En |a actualidad,
la determinacion del diémetro de la infiltracion se realiza casi universalmente, segun
las recomendaciones de Sokal (102), utilizando un boligrafo que se desplaza
centripetamente hacia la induracion; en el sitioc donde se siente resistencia queda
marcado un extremo, Esto se repite en cuatro puntos diametralmente opuestos, ya que
de esta manera puede medirse facilmente el didmetro.

También ha habido discrepancias respecto al didmetro a partir del cual la
reaccion puede considerarse positiva. Por ejemplo, Navarrete y Biagi (103) considéran
positivas las reacciones que prasentan una papula de 10 mm o méas de didmetro, pero
la mayoria de ios autores consideran como limile de la positividad 5-6 mm
(99,104, 105, 106).

La mayoria de los investigadores estan de acuerdo en que el resultado de la

reaccién debe medirse por el didmetro de la induracion, pero segin Rodriguez-Toro
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(104), el eritema local también debe valorarse cuidadosamente, pues el diluyente en e
que van las leishmanias puede originar reacciones inespecificas

Ademas de su aplicacién en el diagnostico clinico de la leishmaniosis, la
reaccion de Montenegro puede ser de gran utilidad en esludios epidemioldgicas, ya
que es una prueba altamente especifica (103).

Como ya se menciond, |a reaccidn puede ser positiva en personas que no
tienen antecedentes, ni cicatrices de haber padecido la leishmaniosis; esto se
interpreta como indice de una infeccion subclinica y ha servido para determinar el
llamado por Pifano “indice alérgico” (100), es decir, el porcentaje de una mueslra de la
poblacién de estudio en la cual resulta positiva la reaccion.

En cuanto a Ja respuesta local que se observa a las 48 horas de la inyeccion de
la leishmanina en pacientes positivos, se sabe que es causada por linfocitos T
especificos que reconocen antigenos de Leishmania y liberan citocinas,
particularmente interferdn-y, que atraen y activan a los macrdfagos en el sitio de la
reaccion (31, 92). La sintesis de las citocinas y la migracién de las células que ellas
estimulan toma tiempo, por lo que la reacclon no se manifiesta hasta 24 o 48 horas
después de la aplicacion del antigeno. Esta respuesta se conoce como reaccién de
hipersensibilidad tardia, o hipersensibilidad tipo IV, con la que se puede conocer el
estado de la inmunidad celular especifica en la que se encuentra el pacients, pues es
el resultado de la activacion de linfocitos T.

Como ya se ha descrito, la respuesta protectora en la leishmaniosis es
fundamentalmente celular, ya que la inmunidad humoral no confiere ninguna
proteccion, por el contrario, cuando hay un titulo alto de anticuerpos, el prongstico de
la enfermedad no es muy favorable. Los pacientes con LCD presentan altos titulos de
anticuerpos contra el pardsito, pero no hay respuesta a la intradermorreaccion de
Montenegro, lo que significa que la respuesta celular de estos individuos estd

inmunosuprimida especificamente, ya que si hay respuesta cutdnea para otros
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antigenos, como la candidina y el PPD (31) Ademas de eslo, la respuesta a lz
quimioterapia en estos pacientes es casi nula (45).

Considerando que la respuesta celular es la mas importante en la leishmaniosis,
la intradermorreaccién de Montenegro puede usarse como una herramienta muy
valiosa para analizar la prevalencia de exposicion al agente infeccioso en una zona
endémica, sin dejar de tomar en cuenta que los pacientes que puedan desarrallar una

LCD o la lleguen a dearrallar serdn anérgicos.
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IV.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como en México no ha sido estandarizada la prueba de Montenegro (95), es
importante llevar a cabo esla evaluacion para establecer un valor de corte, a partir del
cual una reaccién de induracién al antigeno pueda considerase como positiva, y se
pueda definir su trascendencia para evaluar la presencia de infeccién en una zona

endémica.

V.- HIPOTESIS

Se tiene una herramienta répida y eficiente para la evaluacién epidemiol6gica
de la leishmaniosis, por lo que el conlar con una prueba cutdnea especifica bien
estandarizada constituye un método facil, especifico y sensible para la identificacion

de casos y para el conocimiento de la magnitud del problema en ef pais.



VI- OBJETIVOS

1 - Evaluar la leishmanina que se produce en el Laboratorio de Biologia Celular

del Departamento de Inmunogenética.

2.- Hacer un andlisis de la respuasla celular a la leishmanina valorada in vivo

en pacientes con lsishmaniosis cutanea, sujetos sin antecedentes de
leishmaniosis pertenecientes a una zona endémica, comparando los

resultados con individuos que jamas estuvieron en una zona endémica.

3.- Establecer al tamafio minimo de la induracion para considerar la prueba

como positiva.

4.- Analizar los resultados para establecer la sensibilidad de la prueba en una

zona endémica.

5.- Conocer la frecuencia de sujetos sanos qua han tenido contaclo con el
parésito, sin manifestar la enfermedad y que por lo tanto han quedado

protegidos en una zona endémica,

6.- Conocer la frecuencia de respuesta cutanea positiva en los pacientes con

leishmaniosis cutdnea de una zona endémica del pais.
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VIl. METODOS

1.- PARASITOS.- Los promastigotes con los que e preparc 1a leishmanina
fueron de la cepa MHOMIMX/B3/UAVY CV, aislada en el ano de 1983 de una ulcera de
los chicleros que tenia un hombre de 33 afos en Chetumal, Quintana Reo. Esta cepa
fue gentilmente donada por la Doctora Amalia Monroy Osiria. e identificada como
Leishmania mexicana en el laboratorio del Doctor Grimaldi, medante las tecnicas de
zimodemas y anticuerpos monoclonales. El estudio preliminar de las curvas de
desarrollo de esta cepa, mastro que la fase estacionaria (la mas rica en antigenos) se

alcanza en ella alos 12 dias de cultivo,

2,- MEDIOS DE CULTIVO.

Medio de Senekjle.- La cepa se mantuvo en el laboratoric en medio de
Senekjie (107) modificado que conliene en la fase solida: 2.5 % de extracto de carne
(GIBCO), 2 % de bacto-peptona (GIBCO), 3 % de bacto-agar (GIBCO), 0.5 % de NaCi
, originalmente tenfa sangre desfibrinada de conejo. La experiencia previa nos habia
mostrado que en la Ciudad de México la sangre de conejo se puede sustituir sin
inconveniente, por sangre humana, especificamente paquete de globulos rojus, que
desechan los bancos de sangre por envejecimiento. Ei extracto de carne se disuelve
en 100 ml de agua destilada, se hierve y ze filtra en papel Whatman No 42, se afaden
la bacto-peptona, el bacto-agar y el NaCl; se ajusta el pH a 7.2-7.4; se esteriliza 15
min a 15 Ib; se agrega 15% del paguete de rojos y se reparten 5 m! en frascos de 50
ml. El medio se deja solidificar con los frascos en posicion inclinada. Se lleva a cabo
una prueba de esterilidad de 24 horas a 37°C.

Soluclén de Locke.- La fase liquida del medio Senekjie es la solucion de

Locke (108). que contiene 0.9 % de NaCl, 0 25 % de glucosa, 0.04 % de KCI, 0.02 %



de CaCly y 002 % de NaHCO3 por cada 100 ml de agua destilada; esta solucidn se
esteriliza 15 min a 10 Ib. A cada frasco se le agregan 4 ml.

Para expander el cultivo al volumen necesario para preparar la leishmanina, se
utilizd medio RPMI 1640 (GIBCO) (109) suplementado con suero fetal de ternera
inactivado durante 1 hora a 569C, que ademas de permilir un crecimiento muy rico,
estd exento de sangre y en consecuencia, no tendra factores alergénicos que puedan
aparecer en el reaclivo de Montenegro.

Preparacién del medio RPMI 1640: A 16.4 g de RPMI en polvo se les
adicionan 2 g de bicarbonato de sodio, estos se disuelven en 950 ml de agua destilada
y desionizada, se ajusia el pH a 7.0-7.2 y se completa el volumen a 1,000 mil. Se
esteriliza con filtro millipore (0.22 um) y se hacen alicuotas de 80 mi en frascos
estériles de 100 ml sellados con tapdn de hule y retapa melalica. El medio se deja en
prueba de esterilidad a 379C durante 48 horas.

A fos 80 mi de medio se agregan 40 mg de suffato de estreptomicina, 40,000 U
de penicilina G sddica, 4 ml de Hepes 1 M (pH 7.2), 1 ml de glutamina 200 mM y 15 mi

de suero fetal de ternera inactivado.

3.-OBTENCION DEL ANTiIGENO DE MONTENEGRO. En la figura 3 se
resume el mélodo de obtencion del antigeno de Montenegro. Las leishmanias de 12
dias de cultivo en RPMI, se colectan en tubos de 50 m! y se centrifugan 15 min a 3,000
rpm a lemperalura ambiente, se desecha el sobrenadante, el precipitado se
resuspende en 40 ml de solucion salina. Este paso se repite tres veces, con el objeto
de favar los promasligotes Je los residuos del medio, posleriormenle se resuspenden
en | ml de solucion salina y se cuentan en el hemocitometro, El numero de parasitos
se ajusta a una concentracion de 5 X 106 promastigotes/iml utiizando solucion salina
fenolada al 0.5 % (99) vy se distribuye en alicuotas de 3 ml a las cuales se les hace

prueba de esterilidad.



Cultivar promastigotes de la cepa
MHOM/MX7TUAVY CV en medio de Senekjie

\

Recolectar los parasitos en la fase estacionaria
{12 dias de cultivo)

\

Centrifugar 15 min/3,000 rpm a temperatura ambiente

\

Lavar el paquete celular en solucion salina, tres veces

\

Centrifugar a 3,000 rpm cada vez

\

Resuspender los parasitos en 1 mi de schicién salina

\

Ajustar el niimero de parésltos a 5 x 108/ ml
con solucién salina fenolada al 0.5 %

\

Distribuir 3 mi de lelshmanina a frascos estériles

\

Hacer pruebas de esteriildad

V

Conservar a 4°C hasta su uso
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Fig. 3- Método de obtencién del antigeno de Montenegro

(Leishmanina).
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4.- PRUEBA DE ESTERILIDAD. Para esta prueba. se incuban los frascos
en una estufa a 379C durante 48 horas Se toman muestras para tincion de Gram y
Giemsa, y para sembrar en gelosa sangre, tioghcolato de sodio, agar soya tripticasa y
Sabouraud. Los tres primeros se observan a las 48 horas v el vulumo, a los 5 dias.
Todos los resultados fueron negativos

Una vez comprobada la estertidad, se hace una cuantificacion de proteinas por
el método de Lowry (110), tomando diferente nimero de parasitos. Como se observa

en la figura 4. 5 X 108 promastigotes corresponden a 50 ug de proteinas.

5.-PREPARACION DEL COLORANTE DE GIEMSA.- Se disuelve 1g de
colorante en 66 g de glicerina pura a una temperatura de 60°C agitandola Se mezcla
la solucion fria con 66 g de metanol puro exento de acetona y se filtra posteriarmente.

Esta solucidn se diluye 1:3 con agua al momento de utilizarla.

6- PRUEBA INTRADERMICA. A cada uno de los individuos que se
tomaron en esle estudio se les aplico 0.1 ml del antigeno de Montenegro en la cara
anterior del antebraze izquierdo, utilizando una jeringa de insulina £l diametro de la
induracion se midio a las 48 horas.

6.1- Improntas. A los pacientes que presenlaban las lesiones producidas por
ol pardsito, se les tomaron 10 improntas para buscar la presencia de amastigotes de
Leishmania y las células presentes en las lesiones. Para el analisis, se fijaron las
improntas con melanol y se tineron con colorante de Giemsa.

6.2- Cultivo del paraslto. De todos los pacientes con leishmaniosis culanea
se lomé muestra de 1a lesion, con la que se inoculé medio de Senekjie (107), para

confirmar por crecimiento en cultivo la presencia del parasito.
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Fig. 4. Concentracion de proteinas del Ag de Leishmania.
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7.- POBLACION ESTUDIADA

7.1.- Enfermos confirmados. La evaluacion fundamental de ia leishmanina
se realizé aplicandola en 29 enfermos con diagnostico de leishmaniosis cutanea, 27
con LCL y 2 con LCD procedentes de Comalcalco, Tabasco. La enfermedad se
comprobé mediante la demostracion del pardsito en las improntas tomadas de las
lesiones (cuadros 3y 4 ).

Este grupo se selecciond de entre §9 enfermos que asistian a la consulta en el
Hospital Regional de Comalcalco cuyo direclor es el Dr. Heclor Pérez. Fueron
diagnosticados por el Dr. Oscar Hobart Hernandez, a quien se le agradece
sinceramente su colaboracién fo mismo que al Dr. Pérez. Los expertos del Hospital
hicieron el diagndstico de leishmaniosis cutdnea en todos estos pacientes, el cual se
tratd de confirmar medianta improntas, cultivos y por medio de la intradermorreaccion,
estudios que se llevaron a cabo en cada paciente,

Como la prueba absoluta de la enfermedad es la demostracion del parasito, se
buscd la presencia de éste en fas improntas y en cultivo de fos 59 pacientes iniciales.
En 29 pacientes se demostrd al pardsito en las improntas, mientras que sélo en dos
cascs de los 29 se logrd aislar el pardsito. Esto probablamente se debid a razones
técnicas como son, una toma de mueslra inadecuada o porque se haya contaminado la
lesian con bacterias u hongos.

Para los grupos testigos que abarcaron este estudio se elaboré un cuestionario
de historia clinica que se incluye (anexo 1),

7.2- Grupo testigo de &area no endémica sin antecedentes de
lelshmanlosis. Se tomaron 64 personas del Distrito Federal de la Escuela Nacional
de Medicina, trabajadores del INDRE y personas que solicitaron examen médico en el
centro de salud Manuel Gonzalez, que nunca hayan estado en zonas endémicas. Las

personas fueron pareadas por edad y sexo con los enfermos (Cuadro 5).



CUADRQOQ 3. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES CON LEISHMANIOSIS

No. NOMBRE SEXO EDAD EVOLUCION TIPODE TAMANO LOCALIZACION PARASITOS- IDR

{afios) {meses) LESION DE LESION COPIA

1 JVG M 17 3 8] G antebrazo +
2 ]mMcC F 39 8 u P brazo - +
3 TGP F 41 3 §) P piema + -
4 PO F 44 8 ] G piema -
5 JSA M 15 4 U 54 brazo + +
6 CCA F 28 7 y G brazo - +
7 L M 54 ? u ? codo -
8 EAG F 18 2 U P antebrazo - +
g RSH M 72 13 Uy N(@) G brazo + -
10 GS8G F 27 2 U ? piema - +
11 JMG M 23 ? UyN P antebrazo -

12 FGR N 22 s N ? antebrazo + -
13 cvC M 17 ? u P brazo - +
14 JGH m 33 12 U G antebrazo + -
13 ANN M 28 4 §) ? cara - +
18 JCo M 44 3 u G oreja - +
17 BHA F 2 5 u P antebrazo - +
18 BGL M 18 12 §) P brazo + +
15 CLG F 39 e U P piema - -
20 CiL M 50 18 15} ? cuello - +
z4% MCA F 33 9 U G piema - e
22 PVC F 34 12 u G brazo - -
23 ABC M 34 5 P.A. ? oreja + +
24 LMN 2] 37 7 u G brazo +
25 BCN F 26 & U G torax -
26 CAS M 16 12 u G ? + +
27 AJC M 25 2 y el pie +
238 GDC F 3e 4 U(2) GyP ? - -
23 FGC M 73 2 U G brazo -
30 BJM M 22 5 UyN GyP cuetlc + +
31 RCG M 22 7 N ? brazo - -
3z GBM M 57 S 15} G antebrazo -
33 AHH F 55 8 U ? ? + -



CUADRO 3. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES CON LEISHMANIOSIS

{continuacioén)

No. NOMBRE SEXO EDRAD EVOLUCION TIPODE TAMANO LOCALIZACION PARASITOS- IDR

{aiios) {meses) LESION DE LESION COPIA
34 JRM M 15 4 U G brazo + +
35 VGC M 38 3 U P antebrazo + +
36 N\ M 54 7 U G brazo + -
37 JGG M 15 4 U G antebrazo +
38 GLS M 78 10 U@ P mano, antebr. + +
38 JVG M 18 4 8] P antebrazo + +
40 JRC M 23 <] U G piemna - +
41 JRA M 20 5 U P antebrazo +
42 MCM M 18 4 U G piema + +
43 INB E 26 3 ] P piema + +
44 STV F 20 s U G pie +
45 GJG F 35 2 u P cara + +
48 cGC M 16 12 U P brazo -~
47 EEG F 43 6 U G piema + +
48 JCC M 16 6 8] G cara + +
43 JMP M K 4 U G antebrazo + +
50 AAC F 32 4 P.A. ? cara - -
51 pgpP F 21 9 13} G piema - +
g2 AHJ F 56 3 U G piema - +
53 PJR M €64 5 8] P brazo + +
54 ECC F 40 4 U G mano + +
55 NLC M 23 2 U G térax + +
56 IcB M 75 20 U ? antebrazo +
57 iIcC M 29 8 U P brazo - +
58 AAJ M 25 5 u P cara +
53 TGR M 23 3] u G brazo -
U: Ulicera P: Pequefia P.A.: Placa atréfica
N: Nédulo G: Grande IDR: Intradermorreaccién de

Montenegro



CUADRO 4. CARACTERISTICAS DEL GRUPO DE PACIENTES
SELECCIONADOS PARA EL ESTUDIO

No. NOMBRE SEXO EDAD TIEMPODE TIPODE
(anos) EVOLUCION LESION

(meses)

1 T.G.P. F 41 2 Ulcera
2 J.SA M 15 4 Ulcera
3 C.C.A 3 28 7 Ulcera
4 R.S.H. M 72 13 Ulceray

néduioc
5 P.G.R M 22 3 Nodulo
s J.G.H. M 39 12 Uicera
7 ANN. M 28 4 Ulcera
8 B8.G.L. M 18 12 Ulicera
g A.B.C. M 34 5 Placa

Atréfica
10 C.AS. M 16 12 Ulcera
11 G.D.C. F 39 4 2 Uiceras
12 B.JM. M 22 5] Ulceray

Nodulo
13 JRM. M 15 4 Ulcera
14 CV.R. M 54 7 Ulcera
15 V.G.C. M 38 3 Ulcera
16 G.L.S. M 78 10 2 Ulceras
17 JV.G M 19 4 Ulcera
18 JRC. M 23 5 Ulcera
18 M.C.M. M 18 4 Ulcera
20 IN.B. F 26 3 Ulcera
21 G.J.G. F 35 2 Ulcera

TAMANO

(1¥0)]

VUOOTY VIUVOO <<

OOV

DWVOE

VO

LOCALIZACION

Piema
Brazo
Brazo
Brazo

Antebrazo
Antebrazo
Cara
Brazo
Qreja

?
?

Cuello

Brazo
Fazo
Antebrazo
Manoy
Brazo
Antebrazo
Piema
Piemna
Pierna
Cara

PARASITOS-
COPIA

T T I T

+ 4

b+ 4

o+ 4t

“IDR

o 4

o

o4+

R+

+ o4+ 4+



No.

22
23
24
25
26
27
28
28

NOMBRE SEXC

EEG
JCC.
JMP
DB.P
AH.J
P.JR.
EC.C.
N.LC

CUADRO 4. CARACTERISTICAS DEL GRUPO DE PACIENTES
SELECCIONADOS PARA EL ESTUDIO
(Continuacion)

EnEmMmIIN

EDAD TIEMPODE TIPODE TAMANO
EVOLUCION LESION

{anos)

43
16
4
21
56
64
40
23

*IDR: INTRADERMORREACCION
DE MONTENEGRO

G:GRANDE
P:PEQUERA

{meses)

NBENOLOLOO®

Uicera
Ulcera
Ulcera
Ulcera
Ulcera
Ulcera
Ulcera
Ulcera

OOVOOOO®

LOCALIZACION

Piernz
Cara
Antebrazo
Pierna
Pierma
Brazo
Mano
Torax

PARASITOS-
cOoPiA

R RS

45

*IDR

+F 4+t



ANEXO 1.
HISTORIA CLINICA
NOMBRE
1.- Nimero de Historia
2.- Edad
3.- Sexo

4.- Escolaridad (ultimo afto aprabado)

5.- Ocupacion

6.- Domicilio
7.- Teléfono
8.- ¢ Siempre ha vivido en el DF?  (Sl) (NO)

9.- ¢ Ha residido alguna vez en los siguientaes Estados de la Republica?

Tamaulipas () Veracruz () Yucatdn ()
Nuevoleon () QuintanaRoo () Tabasco ()
Coahuila () Chiapas () Campeche ()
Durango () Puebla () Guerrero ()

Morelos {) Michoacan () Oaxaca ()

10.- {, Que tiempo en cada parte?

11.- Antecedentes patolégicos familiares

46

12.- Anlecedentes patologicos personales ((lceras anteriores)
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CUADRO 5. CARACTERISTICAS DEL GRUPO DE SUJETOS
APARENTEMENTE SANOS EN EL D.F.

No.

C RN ;SN —

NOMBRE

ARB.
ALL
FTR

S.CM
ALM
ACM
CPR
GPR
RMP.

LLL
EBE.

GSH
G.S.C

AB.O.
ACA
LVV

RM.O.

R.C.B.
ACR.
J.G.G
AS.G.
LER.

GM.P.

RAB.
AC.

A0.D.
HO.R.

FPM.
ALA
ECE

V.GR.

JVV

M.C.C.

ACE.
AEL
JRA.

EDAD
(anos)

15
15
14
13
16
14
16
17
17
18
18
18
19
19
20
21
22
22
23
24
23
27
28
27
28
31
31
34
35
36
38
39
38
36
36
40

SEXO

ZTZTETTMTTNEETNTERETIEIIZIEITNEZIEEZIZIZTREERRRERE

LUGAR

D.F
D.F
DF
DF
DF
DF
DF
DF
Hgo
DF
DF
Edo.Mex.
D.F
D.F
D.F
D.F
DF
DF
DF
DF
DF
DF
DF

DF
Edo.Mex.
DF.
D.F.
DF.
DF.
DF
D.F.

DR
(mmd*)

QEOONWAaOXMLOONOOOMAICWLWLWWOINWIDONOMALAWUONIOWORN OO &S

OCUPACION

ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTURIANTE
LABORATORISTA
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
LABORATORISTA
INTENDENCIA
INTENDENCIA
LABORATORISTA
LABORATORISTA
LABORATORISTA
ADMINISTRATIVO
LABORATORISTA
LABORATORISTA
LABORATORISTA
ADMINISTRATIVO
ADMINISTRATIVO
LABORATORISTA
LABORATORISTA
LABORATORISTA
LABORATORISTA
LABORATORISTA
LABORATORISTA
ADMINISTRATIVO
LABORATORISTA
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CUADRO 5. CARACTERISTICAS DEL GRUPO DE SUJETOS
APARENTEMENTE SANOS EN EL D.F. (continuacion)

37 TN.C.
38 P.AG.
39 EM.S.
40 EMR
41 GCV
42 B.C.G.
43 PLE.
44 FGS.
45 F.OM
46 R.GG.
47 H.Z.C.
48 MDT.
49 0.GH.
50 ESR
51 MVR.
52 MN.R.
53 H.D.S.
54 ARH.
55 Y.MF.
56 JF.G.
57 G.GM
58 CML
59 B.SR
60 PHN
61 S.G.Q.
62 AMH.
63 K.P.B.
64 V.MH.
65 L.C.S.
66 F.G.D.
67 GSA
63 CP.C
69 p.Cl

‘mmd: milimetros
de diametro

40
39
44
44
45
45
42
42
53
55
55
56
64
71
71
72
73
36
25
30
47
50
22
25
23
24
16
24
29
26
15
24
34

2N mTmantnannIIIIEZ I EE g MO

D.F
DF
DF
D.F.
DF
DF.
DF.
DF

DF.
Edo.Mex.
DF.
D.F.

CWLO AU AOEIELICONNNEODONINOD2IWODOIOMUNGONLM-—

ADMINISTRATIVO
ADMINISTRATIVO
HOGAR
ADMINISTRATIVO
ADMINISTRATIVO
ADMINISTRATIVO
LABORATORISTA
INTENDENCIA
MEDICQ
LABORATORISTA
LABORATORISTA
LABORATORISTA
ADMINISTRATIVO
INTENDENCIA
INTENDENCIA
ADMINISTRATIVO
INTENDENCIA
ENFERMERA
LABORATORISTA
LABORATORISTA
LABORATORISTA
MEDICO
ESTUDIANTE
LABORATORISTA
LABORATORISTA
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
LABORATORISTA
LABORATORISTA
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ADMINISTRATIVO
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7.3- Grupo testigo de drea endémica sin antecedentes de
leishmanlosls. La existencia de sujetos que reaccionan a la leishimanina en las
regiones de endemia es un factor muy importante para comprender la epidemiologia
de esta enfermedad, pues atnque los individuos no hayan sufrido leishmaniosis
clinica, la presencia de respondedores asintomaticos en un area endémica permite
conocer la frecuencia de individuos que han eslado en contacto con el parasito pero
que han quedado probablemente protegidos.

Por estos motivos se formé un tercer grupo de 94 sujetos sin antecedentes de
tlceras, pero residentes de ia zona endémica de Comalcalco, también pareados por
edad y sexo con los enfermos, a las cuales se les aplicd la leishmanina en Ia misma
forma (Cuadro 6).

7.4.- Andlisis estadistico, E! andlisis estadistico se realizo a los 3 grupos
estudiados para saber si las diferencias entre cada grupo de edades eran
estadisticamente significativas o no. La férmula que se aplico fue Ia X2 corregida por
Yates (111) que sa muestra a continuacion,

X2 Yates = __[(ad-hc)-N/2}2
(atc)(c+d)(bd)(a+c)
a= individuos sanos positivos a la prueba (falsos positivos)
b= individuos sanos negativos
¢= enfermos positivas a la prueba
d= enfermos negativos a Ia prueba (falsos negativos)
N= ntimero total de muestras
El valor de x2 se busca en tablas para obtener la cifra de la prababilidad (p)

fomando en cuenia los grados de libertad (N-1).
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CUADRO 6. CARACTERISTICAS DEL GRUPO DE SUJETOS

No

OCRXDNOOCTDH WN =

H.S.A.
ERC
FR.P.
iR.C.
JV.M,
J.S.H.

O.R.C.

AT.G.

W.R.C.

JV.P.

ORM.

JRB.
LRR.

ARM.

JS.C

R.R.D.

CVR
JV.C
CT.C.
L.R.O.
F.S.4.
V.C.C.
LAH.
SAR.
B.C.H.
CHA
P.CA
FA
AP
AS.Z

CAM

MZF.
AMV.
NL.G.
L.L.O.
28C
ACA
S.8.8.

15
15
16
15
15
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
17
17
1€

NOMBRE EDAD SEXO
(anos)

ZEEZTMTTMTEZEZIZIZIZIZIZIZEITNOEEEERSERREREEREEEEESEEESRER

LUGAR

COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
VILLA HERMOSA
COMALCALCO
CARDENAS
CARDENAS
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO

IDR
mmd*

momow\l—o‘::-cnoc;cxmoomaommammmmmmmmumw

—
P

O~Nd>DOO

APARENTEMENTE SANOS DE COMALCALCO, TABASCO

OCUPACION

ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE .
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE

?

LABORATORISTA
ENFERMERA

ADMINISTRATIVO

ADMINISTRATIVO
INTENDENCIA
INTENDENCIA
INTENDENCIA

ADMINISTRATIVO

MEDICO
MEDICO
MEDICO
LABORATORISTA
ADMINISTRATIVO
MEDICO
INTENDENCIA
ADMINISTRATICO
MEDICO
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CUADRO 6. CARACTERISTICAS DEL GRUPO DE SUJETOS
APARENTEMENTE SANOS DE COMALCALCO, TABASCO

No

NOMBRE EDAD SEXO
{aitos)

GMC.
MB.C.
V.M
O.HH.

JLG
L.S.R.
TAG.
EAG.

EH.O.

JV.P.

MAM

ERB.

R.R.G.

L.C.C.

ACG.

JAF.

MH.D.

H.P.P

F.MM.
MEG.
MM.C.

P.S.

M.CR.

F.lS.
HAF

MS.G.

MR.L

M.LM.

J.CC

N.CA.

CLG.
c.o.Vv.

TRG.

M.LE.
JC.L
L.CM.

27
31
29
35
33
35
35
35
35
38
a7
a7
39
35
37
39
36
36
35
40
40
40
38
38
43
40
44
43
42
54
53
54
55
56
63
68

Zgm'nggggg'n-nﬂ—.‘.‘n‘n‘nmmggzggg‘nmmﬂmmggg-ﬁﬂg

(continuacion)

LUGAR

CUNDUACAN
COMALCALCO
COMALCALCO

PARAISO

VILLA HERMOSA

PARAISO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO

IDR
mmd*

(

3
0
3
7
5
2
0
0

7

8X 16

16
4

PO OCONNCEUOANOWENDEONW N

OCUPACION

MEDICO
INTENDENCIA
MEDICO
MEDICO
MEDICO
MEDICO

ADMINISTRATIVO

INTENDENCIA

ENFERMERA

ENFERMERA

INTENDENCIA
?

CHOFER
CHOFER
INTENDENCIA
MEDICO
INTENDENCIA
MEDICO
HOGAR

ADMINISTRATIVO

ENFERMERA
HOGAR
HOGAR
HOGAR
HOGAR
HOGAR
HOGAR

INTENDENCIA

INTENDENCIA

CAMPESINO

COMERCIANTE

CHOFER
HOGAR
HOGAR

CAMPESINO
MAESTRO
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CUADRO 6. CARACTERISTICAS DEL GRUPO DE SUJETOS
APARENTEMENTE SANOS DE COMALCALCO, TABASCO

No NOMBRE EDAD SEXO

75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88

90
91
92

94

FAG.
P.ZM
E.CP.
J.G.O.
LR.C.
R.IA
CMP.
M.LM
EAM,
F.GJ
JV.S.
JJdL
JTH
JV.C.
S.V.D.

W.R.C.

V.ZA
ERM
JRG.
EZP.

{anos)

69
75
74
81
23
25
31
48
23
24
23
15
14
15
15
15
15
15
15
15

*mmd: milimetros de

didmetro

TTZTE=EZIE =TT E " AaE T NESEE S

{continuacidn)

LUGAR

COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO
COMALCALCO

IDR
mmd*

10
8
10
16

N

3
5
6
5
4
2
3
4
0
5
4
0
0
3
5

OCUPACION

CAMPESINO
CAMPESINO
MAESTRO
CAMPESINO

ADMINISTRATIVO
ADMINISTRATIVO

MEDICO
INTENDENCIA
ENFERMERA
ENFERMERA
ENFERMERA
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE
ESTUDIANTE



Vill. RESULTADOS

Para establecer el valor a partir del cual la prueba cutanea es considerada
como posiliva, se analizaron los resultados de ias tres poblaciones estudiadas. Se
interpretaron los datos y los hallazgos de los 9 pacientes de lsishmaniosis cutanea
para el andlisis de la intradermorreaccion, pero solo se consideraron los 29 individuos

{cuadro 4) en los que se confirmo la presencia del parasito en las improntas.

1.- PACIENTES CON LEISHMANIOSIS CUTANEA. Las caracteristicas
de los 59 enfermos que presentaron una lesion tipica de leishmaniosis culdnea se
rasumen en el cuadro 3. De estos 57 (96.6%) fueron diagnosticados como LCL y 2
{3.4%) como LCD. Ei tiempo de evolucion de la lesion fue variable. E! mas larga fue de
20 meses y el mas corlo de 2 meses, con un promedio de 6.31 3.8 meses. El tamario
de la lesidn se considerd como "grande", cuando fa lesidn tenia mas de 1 cm de
didmetro y "pequefo”, en el caso contrario.

La distribucién por edad y sexoc de estos pacientes se muestra en el cuadro 7.
De ellos, 38 (64.4 %) fueron hombres y 21 (35.6 %) mujeres; el intervalo de edades fue
de 15 a 78 afos, con una edad promedio de 34.2 afios, una desviacion estandar de
16.7 . Los grupos de edad afectados fueron los de 15 a 24 arios (35.6%) 25 a 34 afios
(22.03 %) y de 35 a 44 aflos (80.66 %), que en conjunto hacen un 80,66 %. La edad
promedio en los enfermos de LCI. es de 35.71 afios de los cuales 36 son hombres y 21
mujeres, Mientras que la edad promedio en los pacientes con LCD es de 47 afos y los
2 Unicos pacientes son de sexo masculino

En el cuadro 8 se describe la localizacion de las lesiones. Como puede
observarse, el 54.23 % de los pacientes presenta la lesion en los miembros superiores,
de estos, el 44.06 % fueron hombres y el 10.17 % mujeres; el 22.05 % tuvieron la

lesion en los miembros inferiores y en este caso, 16.95 % mujeres y el 5.1 % hombres,



CUADRO 7. DISTRIBUCION POR EDAD Y SEXO DE LOS
59 PACIENTES

EDADES DISTRIBUCION POR SEXO TOTAL (%)
(anos)
HOMBRES (%) MUJERES (%)

10-14 G 0 0 0 0 0
15-24 18 30.5 3 5.1 21 35.6
25-34 5] 10.17 7 11.86 13 22.03
35-44 4 6.77 9 15.25 13 22.03
45-54 3 5.1 c 0 3 5.1
55-64 2 3.39 2 3.39 4 877
65-74 2 3.3¢ e 0 2 3.3¢
75-+ 2 3.39 0 c 2 338
DESCONOCIDO 1 1.69 0 0 1 1.69

TOTAL 38 64.4 21 35.6 59 100
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CUADRO 8. DISTRIBUCION DE TOPOGRAFIA LESIONAL Y SEXO
EN LOS 59 PACIENTES CON LEISHMANIASIS CUTANEA

Topografia Hombres %Y Mujeres % Total %
lesional N N N

Miembro superior 26 44 6 10.17 32 54.23
Miembro inferior 3 5.1 10 16.95 13 22.05
Cara 3 51 2 3.39 5 8.49
Torax 1 1.69 1 1.7 2 3.39
Cuelio 2 3.38 0 0 2 3.38
Oreja 2 3.38 0 0 2 3.38
No especificada 1 1.69 2 3.39 3 5.08

Totales 38 64.4 21 35.6 59 100
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El hallazgo de la lesion en otros sitios fus menor; 8.49 % en cara 3.39 % en lorax,
3.38 % en oreja y 3.38 % en cuello. En 5.08 % de los pacientes (3 casos) no se
especifico el sitio de la lesién. Los dos pacientes con LCD presentaron una lesidn de
forma nodular y placa atrdfica, mientras que fos enfermos con manifestacion LCL una
lesion en forma de Ulcera, excepluando 3 casos que tuvieron Ulcera y nodulo y un sélo

caso con placa atrofica.

2.- PACIENTES CON LEISHMANIOSIS CUTANEA CONFIRMADA.

De los 59 enfermos con leishmaniosis cutanea estudiados en la zona endémica,
se seleccionaron 29 sujetos en los que 1a enfermedad se confirmd por hallazgo del
pardsito en improntas tefidas con Giemsa. Las caracteristicas clinicas se muestran en
¢l cuadro 4. E| 69 % de estos pacientes fueron haombres y el 31 % mujeres; |a edad
promedio fue de 33.7 % afios, DS de & 17.5 afos. El tiempo promedio de evolucion fue
de 5.7 + 3.2 meses. La reaccion cutdnea fue positiva (induracion > 5 mni de didgmetro)
en 27 de ostos pacientes (93.1 %) y negativa en 2 pacientes (6.9 %) (Fig. 5). Estos
ultimos no presentaban una lesion ulcerosa tipica, sino lesiones nodulares (Cuadro 3,
casos 9y 12; Cuadro 4, casos 4 y 5), lo que sugiere una leishmaniosis cutanea difusa
en ambos casos, que generalmente va acompefiade por anergia especifica (cuadros 3
y 4,casos 9,4). Uno de ellos tenla 72 afias y es de sexo masculino, mientras que el otro

paciente también masculino tenia 22 afios.

3.- POBLACION TESTIGO DE LA ZONA NO ENDEMICA (DF).

Como sujetos que constituyen el grupo de controles negativos se utilizaron
personas fesidentes en el Distrito Federal, a las que se someti6 a un interrogatorio que
esta incluldo en métodos (Anexo 1) para verificar que no existieran antecedentes de
residencia en las zonas endémicas ya conocidas de leishmaniosis. Fueron incluidos 69

individuos; de allos 9 no dieron ninguna reaccion (13.04 %); uno did una reaccion de 1



ENFERMGS CON LEISHMANIASIS
CUTANEA

NEGATIVOS LCD 2 (6.9 %}

POSITIVOS LCL 27 (93.1 %)

Fig. 5. Rerpresentacién del porcentaje de

enfermos positivos & ja IDR



mm de didmetro (1.45 %). en 9 la induracién alcanzé 2 mm (13 04 %), en 11 fue de 3
mm (15.94 %). en 13 hubo una reaccion de 4 mm (18.84 %) y en 21 llegd a 5 mm
(30.43 %). Estos resultados se esquematizan en la figura 6, en la que se puede
observar que hubo 5 personas cuya reaccidn fue > de 5 mm (7.25 %). De esta forma el

92.75 % resultd menor o igual a 5 mm (Figura 7).

4. POBLACION TESTIGO DE LA ZONA ENDEMICA
(COMALCALCO, TABASCO).

En este grupo se incluyeron 94 individuos residentes de Comalcalco, Tabasco
sin antecedentes de haber padacido leishmaniosis. |.os resultados de las reacciones
intradérmicas se presentan en la figuras 8 y 9. De allos, 18 personas fueron totalmente
negativas (19.15 %), ninguno presentd reacciones de 1 mmy; 5 tuvieron una reaccion
de 2 mm (5.32 %). 10 la presentaron de 3 mm (10.64 %), 9 respondieron con 4 min
(9.57 %); 23 montaron respuesta de 5 mm (24.47 %); 9 tuvieron 6 mm (9.57 %) y 8
respondieron con 7 mm {8.51 %); se observaron reacciones de 11 mm, 15 mm, 16 mm
y 19 mm, en un individuo por cada tamafio de reaccidn (1.06 % para cada uno). En
una persona se observd una induracion que medla 16 mm de largo (longitudinalmente
al antebrazo) por 8 mm de ancho. Para lo cual no se tiene una explicacion
satisfacloria, pero por ser una reaccidn totalmente desproporcionada, que es
completamente fuera de lo comun, este caso se incluyd en e! grupo de reacciones con
8 mm.

EI 69.15 % (65 individuos) presentd una reaccion menor o igual @ 5 mm, por lo
que fueron considerados como negativos (figura 9), mientras que el 30.85 % (29
individuos ) fueron positivos, ya que presentaron una reaccion mayor de 5 mm.

Para poder establecer el valor de corte para la positividad de la
intradermorreacion, se analizaron los resultados de l0s sujetos aparentemente sanos

de la zona no endémica y se encontré que el 92.75% correspondia a valores menores
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Fig. 6. Tamaiio de la reaccion en personas sin
antecedentes de leishmaniosis, en el D. F.



FERSONAS SANAS DEL D.F.

POSITIVAS 5 (7.25 %)

NEGATIVAS 64 (92.75 %)

Fig. 7. Porcentaje de individuos positivos en
una zona endémica
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Fig. 8. Tamano de la IDR en personas sin
antecedentes de leishmaniosis en
Comalcalco, Tabasco
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PERSONAS SANAS DE COMALCALCO

POSITIVAS 29 (30.85 %)

NEGATIVAS 65 (69.15 %)

Fig. 9. Porcentaje de personas negativas a la
IDR enn una zona endémica
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0 iguales a § mm de didmetro en la induracién de la reaccion, por lo que valores >
Smm fueron considerados como positivos en el caso de individuos de la zona
endémica y como falsos posilivos para los individuos aparentemente sanos del grupo
control de la zona no endemica.

Una vez establecido el valor de positividad como > 5 mm, se hizo un andlisis
estadistico entre fos 3 grupos estudiados, utilizando la prueba de X2 de Yates.

El cuadro 9 muestra claramente diferencias significativas entre los resullados de
positividad entre enfermas y sanos, al igual que entre los dos grupos de sanos, lo que
indica que upa reaccign positiva mayor de 5 mm se debe a la presencia de una
respuesta celular en conlra del pardsito en individuos que han caido ya en
enfermedad, pues la frecuencia de la induracion es significativamente menor en
sujetos asintoméalicos de !a misma area y todavia menor en una zona no endémica

como el D.F.
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CUADRO 8. Anadlisis estadistico de Ia positividad de fa
respuesta intradérmica

Tamahno dela Porcentaje

induracion de
(mm}
X positividad X yates p**
Sanos de Comalcalco vs enfermos 3.39/>5* 30.85%/100% 33.42 <0.0C001
Sanos del D.F. 3.5/>5* 7.25%/100% 87.2 <0.0000G1
vs enfermos
Sanos del D.F. vs sanos de 3.5/3.39 7.25%/30.85% 14.89 £.0001

Comalcalco

™ La medida de la induracién de fos enfermos no se
nos proporcioné, motivo por el cual no

se les incluyé. Sin ambargo, eran positivas, es decir
mayor de 5 mm.

** Esta diferenciza es para la positividad de {2
redceion.



IX. DISCUSION

De los 29 enfermos de leishmaniosis cutanea confirmada, 2 presentaron una
reaccion negativa (<de 5 mm), unc de cllos (caso 4, Cuadro 4), aungue tuvo una
Ulcera ya cicatrizada en el extremo inferior del antebrazo izquierdo, presentaba 3
nddulos en rosario en ol mismo brazo, lo que es caracteristico de la LCD, el otro
paciente (caso 5, Cuadro 4), tambign presentaba un nodulo. En ambos casos, el
parasito esiaba presente en la lesion y por el tiempo de evolucion de la enfermedad
los pacientes debian haber dasarrollado una respuesta inmunolégica adecuada (13
meses, ¢aso 4 y 3 meses, caso 5) . Sin embargo fueron completamente anérgicos al
antigeno especifico comparados por ejemplo con los casos 21 y 29 (Cuadro 4) que
tenfan 2 meses de evolucion y presentaron una reaccién positiva (> 5 mm de
diametra). Por lo tanto, la reaccion negativa en estos dos casos se debe, muy
probablemente ,a una anergia especifica, que es caracleristica en la LCD (31, 41).

Considerando a los pacientes de leishmaniosis cutanea difusa como no
respondedores, se puede aseverar que la sensibilidad de !a prueba es de! 100 %, pués
hay un 93.1 % de positividad en los 29 enfermos estudiados, con un 6.9 % de anergia
especifica que corresponds a los 2 casos de LCD y que son los resultados que se
esperan. No fue posible determinar la especificidad de 1a prueba por carecer de
enfermos con padecimientos que presentan anticuerpos de reaccidén cruzada con
Leishmania, tales como tripanosomiasis, lepra y tuberculosis (112).

Sin embargo, hay evidencias muy claras de que esta reaccion es altamente
especifica para la Ieishmaniosis, ademas de que permite conocer el estado de
inmunidad celular del enfermo, ya que 1o es positiva en ninguno-de los padecimientos
antes mencionados, particularmenle en al caso de Trypanosoma que as un parasito
muy estrachamenta relacionado con Leishmania, ya que ambos per(enécen ala familia

Trypanosomatidae (26,103 )
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En el cuadro 7, de los 59 enfermos seleccionados el 64.4 % (38) fueron
hombres y el 35.6% {21) mujeres. Prabablemente no es una diferencia real en términos
de que haya asociacion con algun factor ya sea hormonal, metabdlico o un verdadeio
ligamento al cromosoma X Mas bien se debe a que los hombres tienen mayaor facilidad
de tener contacto con el parasito por su trabajo, pues muchos de ellos son campesinos
o trabajan en los cacaotales donde el medio es rity propicio para la sobrevida de los
flebotomos y en consecuencia del parasito. No obstante el porcentaje de mujeres
(35.6%) s mayor en comparacién a esladislicas anteriores Esto puede deberse a
que muchas personas tienen dentro de los cacaotales sus casas (mujeres) y las
personas que habitan en ellas estan en contacto directo con &l pardsito  En el cuadro
8 se muestra la frecuencia con la que ocurren las lesiones en un determinado sitio del
organismo de acuerdo al sexo. Liama la atencién que en los hombres hay una mayor
frecusncia en los miembros superiores (44%) y. en las mujeres en los miembros
inferiores 10.17 %). La explicacion més evidente es que los hombres tienen cubiertas
las piernas por los pantalones, mientras que las mujeres usan faldas (sobre todo en
comunidades donde las mujeres -no acostumbran el uso de pantalones),

L a existencia de un 38.85 % de reacciones positivas en los individuos sanos de
la zona endémica, probablemente se debe a que eslos sujetos luvieron contacto con la
Leishmania pero no desarrollaron una enfermedad clinica, ya que justamente.estén en
contaclo con sl parasito por vivir una 4rea endémica. Curiosamente, los individuos
sanos que presentaron una reaccién positiva en el drea no endémica (5 personas),
eran de edad avanzada, por lo que podria pensarse que su respuesta inmunoldgica se
encuentra alterada por la edad y tal vez por lo mismo hay respuestas anormales
debidas al reconocimiento de delerminantes antigénicos comunes que pueden estar.
presentes en distintos patdgenos, o lal vez se genera una respuesta cruzada conlra
antigenos de otras afecciones de la piel que no son poco frecuentes en el anciano. El

objetivo de esle trabajo ha sido la estandarizacidn de la prueba culdnea para el



diagnostico de la leishmaniosis y se logré establecer el valor de positividad como
mayor de 5 mm. Esta prueba puede ahora usarse en esludios epidemiotégicos, ya que
ofrece una sensibilidad del 100 % y aparentemenle no existen reaccionas celulares
cruzadas con otros padecimientos (103 ), sin embargo, esto debera ser confirmado en
estudios mas amplios que incluyen otras enfermadades. Segin los expertos de la OMS
(5). tales reacciones no existen entre la tripanosomiosis y la leishmaniosis, lo cual es
muy importante, ya que en México estos dos padecimientos co-existen en algunas
zonas, por lo tanto, si ia respuesta celular no presenta reacciones cruzadas, |a prusba
podra ser |la de eleccion para estudios epidemiolégicos en los que se podra determinar
el numero de individuos que han estado en contacto con el parasito en las zonas
endémicas.

Sin embargo, no debe perderse de vista que esta prueba soélo identifica a los
casos de LCL, en los cuales la presencia del paraslito es dificll de encontrar pero la
respuesta celular especifica se halla intacta, algo muy importante es que con esta
prueba no pueden identificar a los casos con LCD, pues son.anérgicos y su respuesta
inmunolégica celular esta abatida, aunque en este lipe de pacientes es muy facil
confirmar la existencla del parasilo debido a 'su gran abundancia en las lesiones
nodulares.

La leishmanina es un producto biologico, facil de producir, barato, que se puede
utilizar para estudios epidemiolégicos o de diagnéstico. Para su produccién se pueden
utilizar una o varias cepas o0 un pool de cepas de Leishmania, Ia concentracion del
parasito varia de un autor a olro, nosotros utilizamos una concentracion de 5X106
pardsitos/ml debido a un articulo previamente publicado {89) , en el que se hace un
analisis similar al nuestro. Por dltimo la prueba se disedo para  permilir el
descubrimiento mas preciso de aquellos individuos que presentaran reacciones

débilmente positivas con un menor nimera de parasitos.
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X.- CONCLUSIONES

1- Bl 93.75 % de las personas aparentemenle sanas de! drea no endémica
(D,F) presentd una induracién < 5mm por lo cual, cuando el didmetro es >5mm se

considero la DR como positiva.

2.- E193.1 % de los pacientes con leishmaniosis responden positivamente a la
prueba cutdnea . Hubo un 6.9 % da falsos negativos lo que corresponde a dos
pacientes que hablan sido diagnoslicados como L.CD, pero es bien conocido yue este

tipo de pacientas son anérgicos, por lo tanto la sensibilidad de la prueba es del 100 %.

3.- Se encontrd un 7.25 % de falsos positivos en tesligos dei drea no endémica
lo cual corresponde a § personas de edad avanzada. Este hallazgo puede deberse a
que ia frecuencia de dermatosis diversas es mayor en ancianos o a que la respuesta

inmunolagica puede estar alterada por la edad.

4.- Hubo un 30.85 % de falsos posilivos en lestigos del drea endémica. Lo que
sugiere que hay un buen numero de personas que estan en contacto con el parasilo
sin desarrollar una enfermedad ciinica y probablemente estan protegidas, pues

desarrollan una respuesta inmunoldgica celular especifica adecuada.

5.- El anallsis estadistico de los grupos estudiados revelé que la respuesla a la
IDR es significativamenle mayor en enfermos que en sujetos sanos y que la respuesta

enn testigos de dreas endémicas puede deberse a contacto con el pardsito,
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mencionadas, resuita una prueba que puede ser de gran ulilidad para aplicarse en

estudios epidemioldgicos.

En conclusion los resultados muestran que |a reaccion de Montenegro es ung
prueba que puede ser de gran valor para conocer la prevalencia 0 incidencia de la
enfermedad tanto en México como en otras regiones geograficas afectadas por la

leishmaniosis.
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