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DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO E INMUNOLOGICO DE
LEISHMANIASIS TEGUMENTARIA AMERICANA!

César A. Cuba Cuba,? Philip D. Marsden,? Air C. Barreto,?
Roxicler Rocha,? Raymunda R. Sampaio? y Lauro Patziaff?

En este trabajo se trata de estimar el comportamiento diagnistico de
técnicas parasitologicas e inmunoldgicas usadas, en conjunto, en
leishmaniasis tegumentaria americana. En Brasil, una de las dificul-
tades bdsicas del diagndstico radica en el hallazgo de los pardsitos en
las lesiones. Por esta causa, es indispensable la utilizacion de-los méto-
dos seroldgicos que, en la actualidad, no son lo suficientemente precisos
y especificos. Esto ultimo se comprueba por los resultados obtenidos en
el presente estudio.

Introduccién

El aumento notorio del niimero de casos
de leishmaniasis tegumentaria americana
(LTA), en el Servicio de Dermatologia, del
Hospital Docente de la Universidad de
Brasilia, y el estudio de un area endémica
de la enfermedad, localizada en el estado
de Bahia, concentré el interés de los auto-
res en el problema del diagnostico de labo-
ratorio de esta protozoosis.

En general, el diagnéstico de rutina se
suele realizar a través de la investigacién
directa de amastigotes en las lesiones, y de

! Trabajo realizado con la ayuda del Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), Brasil.
PDE 02-3-01, y de la Superitendencia de Campanhas de
Saiide Publica (SUCAM), Ministério de Estado da Satde,
Brasil.

? Profesor, Faculdade de Ciéncias da Satdde, Universidade
de Brasilia, Brasilia, Brasil.

3 Profesor, Instituto de Ciéncias Exatas, Universidade de
Brasilia, Brasilia, Brasil. .

la intradermorreaccién de Montenegro
(1). Aan no se han evaluado en forma ex-
tensa otros medios de diagnéstico (inmu-
nofluorescencia indirecta, IFA) (2, 3), o
bien, no se emplean como métodos diag-
nésticos de rutina (aglutinacién directa,
AD; inmunodifusién) (4-6).

En relacién con el agente etiolégico de
las diversas formas clinicas de LTA que
ocurren en América del Sur, existe un cre-
ciente interés entre los investigadores para
lograr el aislamiento de los parasitos, de
modo que se puedan llevar a cabo investi-
gaciones posteriores de sus caracteristicas
bioldgicas (7-10), bioquimicas (17, 12) y ul-
traestructurales (13), en la bisqueda de su
correcta identificacién.

En el presente trabajo, se sefialan algu-

' nas observaciones efectuadas en pacientes

con LTA, estudiados por métodos parasi-
tolégicos e inmunodiagnésticos y, asi-
mismo, se discute la precisién de las prue-
bas utilizadas.
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Material y métodos

Pacientes seleccionados

Se estudi6é un total de 56 pacientes de
LTA, en el Servicio de Dermatologia del
Hospital Docente de la Universidad de
Brasilia (UISS), y en diversas localidades
de los municipios de Cravolandia, Wences-
lau Guimardes y Ubaira, del estado de
Bahia, Brasil. En todos los individuos se
practicé un examen fisico y, desde el punto
de vista clinico, se clasificé a 29 como por-
tadores de formas cutineas activas, y a 27,
de mucosas activas. De todos ellos se ob-
tuvo una muestra de sangre venosa, para
la realizacién de las pruebas serolégicas. El
tiempo de evolucién de las lesiones fluctué
entre tres meses y 26 aiios. En todos los
pacientes se descarté la posibilidad de ser
portadores de enfermedad de Chagas y
kala-azar.

Métodos de diagndstico de laboratorio

En lo posible, en la gran mayoria de los
pacientes seleccionados, se utilizaron en
forma paralela y sistematica las siguientes
pruebas de diagnéstico: 1) Métodos para-
sitologicos; 2) biopsias para la confeccién
del frotis por aposicién, cortes histologicos
y triturados del tejido para la inoculacién
en cricetos, y 3) métodos inmunodiagnds-
ticos, tales como intradermorreaccién de
Montenegro, inmunofluorescencia indi-
recta (IFA), y aglutinacién directa (AD).

Procedimientos

Para cada paciente, se confeccionaron
tres laminas de frotis por aposicién, que se
colorearon por el método de Giemsa (pH
7.5, durante una hora). Las biopsias desti-
nadas a histologia se fijaron en Formol-
Zenker, por un tiempo maximo de seis
horas, y luego se conservaron en alcohol

de 70%, hasta su procesamiento. Los cor-
tes de 5 u de espesor se colorearon con
hematoxilina-eosina.

Los triturados de biopsias de los pacien-
tes se inocularon en el hocico y patas pos-
teriores de cricetos (Cricetus auratus), pro-
venientes del Bioterio Central de la Uni-
versidad de Brasilia. Los animales se ob-
servaron periédicamente para constatar en
forma sistematica la evolucién de las'infec-
ciones. Con posterioridad, se practicaron
nuevas inoculaciones en cricetos y ratones
blancos Swiss 44. Los parasitos aislados se
caracterizaron biologicamente segin Lain-
son y Shaw (8-10). Se realizaron cultivos en
medios NNN y LIT (I4) mantenidos a
22°C, y luego examinados y repicados cada
15 dias.

Intradermorreaccion de Montenegro. El test
intradérmico se realizé en todos los pacien-
tes con antigeno (Leishmanina), prepa-
rados a partir en formas promastigotes de
Leishmania mexicana amazonensis (cepa Jo-
sefa), aislada de un caso humano de lesion
cutdnea observado en la UISS, Brasilia, y
mantenida en medios de cultivo NNN vy
LIT, y por nuevas inoculaciones periédicas
en cricetos. El contenido proteico de una
suspensién de aproximadamente 5 x 108
flagelados por ml, se determiné en 30 ug
de N/ml por la técnica de GOA (I5). Se
aplicé 0.1 ml de antigeno en el antebrazo
derecho, e igual volumen de solucién fisio-
légica fenolada, en el antebrazo izquierdo,
como testigo. La lectura se registré en mi-
limetros de induracién perceptible al tacto,
a las 72 horas después de la inyeccién.

Inmunofluoreicencia indirecta (IFA). Se
preparé antigeno de promastigotes de L.
mexicana amazonensis y, en lineas generales,
se siguié el esquema de Guimaries et al. (2).
Se practicé la reaccién en los sueros de los
56 pacientes. De acuerdo con el procedi-
miento descrito por Shaw y Lainson (16),
se prepar6 antigeno de amastigotes de la
misma cepa, y se empleé con los sueros
de 24 pacientes parasitolégicamente posi-
tivos. De este modo, fue posible realizar un



Cuba Cuba et al.

LEISHMANIASIS TEGUMENTARIA AMERICANA

197

estudio comparativo de la precisién de los
antigenos de promastigotes y amastigotes.

El conjugado empleado en ambas técni-
cas fue la antigamaglobulina humana,
marcada con isotiocianato de fluoresceina
(F/P 0.64), del Wellcome Research Labora-
tories, Inglaterra, lote K 0403, con micros-
copio de fluorescencia Zeiss-Jena, campo
oscuro, fuente de luz y lampara ultravio-
leta HBOSO, filtros de barrera y excitado-
res (0G1 y BB 224, respectivamente). Para
la lectura de resultados en los sueros inves-
tigados, se tomaron en consideracién los
criterios adoptados por Chiari (17), Gui-
maries et al. (2) y Shaw y Lainson (16).

Aglutinacién directa (AD). En la prepara-
cién del antigeno y el esquema general de
la prueba se siguié la metodologia estable-
cida por Allain y Kagan (4). La fuente de
material antigénico fue la misma cepa an-
teriormente citada. Mediante esta prueba,
se investigd un total de 46 pacientes.

Andlisis estadistico

Se realizé a través del calculo de la media
geométrica de las reciprocas de los titulos
(MGRT), pruebas de variaciones y prueba
de medias (t de Student) de la frecuen-
cia de distribucién en los titulos de los sue-
ros de pacientes. El nivel de las pruebas
fue de p<0.1 y p<0.05.

Resultados
Demostracion de amastigotes

De los 56 pacientes estudiados, 24
(42.8%) presentaron parasitos, de acuerdo
con las técnicas utilizadas; 14/56 (25.0%)
de los frotis efectuados fueron positivos y
15/55 (27.27%) de los cortes histolégicos
mostraron amastigotes. En el cuadro 1 se
observan las caracteristicas clinicas y ha-
llazgos parasitolégicos, de este grupo de 24
pacientes.

De los 56 pacientes, 29 eran portadores
de forma cutdnea activa y 27 de forma mu-
cosa de la enfermedad. En el primer
grupo, 16 (55.1%) presentaron amastigo-
tes en las lesiones y en el segundo grupo,
apenas ocho (29.6%) fueron parasitolégi-
camente comprobados. Del total de casos
positivos (cutdneos o mucosos), tres
(12.5%) de los pacientes se diagnosticaron
solo por la técnica de frotis; uno (4.1%) lo
fue dnicamente a través de los cortes histo-
légicos, mientras que la inoculacién de los
cricetos resulté en forma aislada con seis
(25.0%). Asimismo, siete pacientes con le-
siones de evolucién crénica prolongada
(de 7 a 20 afios) presentaron amastigotes
en densidad relativamente alta, pues se en-
contraron parasitos, tanto en los frotis
como en los cortes histolégicos.

En cuatro pacientes con vlceras compa-
tibles de L'TA, de corto tiempo de evolu-
cién, solo se indicé la presencia del para-
sito cuando el material inoculado en los
cricetos desarrollé ndédulos parasitarios,
con gran nimero de amastigotes.

De 17 inoculaciones en cricetos de mate-
rial seguramente positivo a Leishmania,
nueve animales desarrollaron la infeccién
parasitaria; cinco no presentaron sefial al-
guna de parasitismo cutdneo hasta el pre-
sente (cinco y nueve meses de observa-
cién); dos, por presentarse moribundos,
fueron sacrificados, pero no mostraron
sefial de parasitos (a los siete meses de ino-
culados), y uno murié sin revisién. Se
comprobé la visceralizacién de una cepa
(en el paciente No. 21).

En forma preliminar, cabe mencionar
que, hasta la fecha, los organismos aislados
de los pacientes Nos. 1, 2 y 3, se han subi-
noculado en otros cricetos de seis a ocho
veces consecutivas. Se ha comprobado que,
si bien se ha acortado el periodo de incu-
bacién (de 35 a 40 dias, probablemente
debido a que la inoculacién es cada vez mas
rica en parasitos), la evolucién del parasi-
tismo se mantiene con las mismas caracte-
risticas. Es decir, crecimiento rapido de la
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CUADRO 1—Caracteristicas clinicas y hallazgos parasitoldgicos en 24 pacientes, con parasitismo a

Leishmania.
Caracteristicas clinicas
Pacientes
(en orden de Forma Lesion Lesién Tiempo de
numeracién) clinica  tnica maultiple evolucién Frotis  Histologia Inoculacién en criceto
1 C 3 meses - - + (5 meses de inoculacion)
2 [ 3 meses - - + (5 meses de inoculacién)
3 C 3 meses - - + (7 meses de inoculacion)
4 ¢ 3 meses, - + — (8 meses de inoculacion)
criceto sin infeccion
5 c 3 meses - - + (8 meses de inoculacién)
6 < 4 meses + + — (7 meses después inocu-
lacion)
7 ¢ 6 meses + + + (2.5 meses de inoculaciéon)
8 4 6 meses + - — (5 meses de inoculaciéon)
criceto sin infeccién
9 C . 10 meses - + + (3 meses de inoculacién)
10 C . 1 afio + - criceto muerto, sin revisar
i c 2 anos + + ~ (9 meses de inoculacién)
criceto sin infeccién
12 C 2.6 afos + + + (2.5 meses de inoculacion)
13 c 6 anos - - + (5 meses de inoculacién)
14 C 7 afos + + + (2.5 meses de inoculacién)
15 c 9 afios + + No inoculado
16 c 12 afios + + + (2.5 meses de inoculacién)
17 m 5 anos - + + (4 meses de inoculacién)
18 m 12 anos + + + (2.5 meses de inoculacién)
19 m 5 meses + + + (4 meses de inoculacién)
20 m 5 afnos - + + (3 meses de inoculacién)
21 m 9 afios - - + (5 meses de inoculacién)
visceralizacion
22 m 13 afios + + — (Sacrificado 7 meses
después de inoculacién)
23 m 16 afios + + — (Sacrificado 7 meses
después de inoculacién)
24 m 20 anos + No — (5 meses de inoculacién)

realizada criceto sin infeccién

lesién, ulceracién precoz, intenso parasi-
tismo cutdneo, y minimo infiltrado in-
flamatorio; por otro lado, facilidad en la
obtencién de cultivos, y crecimiento exor-
bitante de las formas promastigotes. Asi-
mismo, los organismos del paciente No. 3
produjeron metastasis en cricetos y rato-
nes. Los tres aislados parasitarios se adap-
taron con facilidad en ratones blancos
Swiss 44. En cambio, los aislados parasita-
rios obtenidos de los pacientes Nos. 17 y 20

presentaron una evolucién lenta y un area
con pérdida de vello poco perceptible en el
lugar de la inoculacién. También se obser-
v6 la presencia de un ligero nédulo para-
sitario no ulcerado, después de muchos
meses de observacién, con poquisimos pa-
rasitos y muy pobre crecimiento en me-
dios de cultivo. Conviene indicar que se
encuentra en preparaciéon una publicacién
proxima, de estos y otros aislados, en es-
tudio biolégico y bioquimico.
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CUADRO 2—Caracteristicas clinicas y resultados de las pruebas inmunodiagndsticas en 24 pacientes

de LTA.
Inmunofluorescencia
Caracteristicas clinicas indirecta (IFA)
Pacientes
(en orden de Forma Lesién Lesion Tiempode ID Ag promas-  Ag amasti-  Aglutinacién
numeracién) clinica unica mukiple evolucién Mont. tigotes gotes directa (AD)
1 [ 3 meses + 1: 320 1: 160 1: 128
2 c 3 meses + 1: 40 1. 320 No realizada
3 c 3 meses + - I: 40 1 64
4 [ 3 meses + - 1: 80 -
5 C 3 meses + 1 40 1. 40 1 64
6 c 4 meses + - - 1. 256
7 ¢ 6 meses -a 1: 320 1: 40 -
8 C 6 meses + - 1. 320 I; 64
9 c 10 meses + 1 40 1. 40 -
10 [ 1 aito - - 1. 80 1 64
11 c 2 afios + 1 40 1: 40 1 64
12 c 2.6 aiios + 1: 160 I: 160 1. 128
13 c 6 afos + 1 80 1: 20 -
i4 c 7 afos + - i: 20 1: 28
15 [ 9 afios + 1: 80 1:1,280 1: 128
16 c 12 anos + - 1: 20 I: 64
17 m 5 aiios + 1: 160 1. 40 -
18 m 12 anos -2 1:1,280 1. 80 1:1,024
19 m 5 meses + 1:1,280 I. 40 1. 128
20 m 5 afios + 1. 80 1. 80 1: 128
21 m 9 afios + 1 40 1. 20 -
22 m 13 anos + 1 80 1. 40 I: 128
23 m 16 afios + 1 80 1: 80 1: 128
24 m 20 afios + 1. 640 I: 640 -
Total 21/24 17/24 23/24 16/23
(87.5) (70.8)" (95.8)" (69.5)

2 Pacientes anérgicos cutineos a prueba: PPD, Tricofitina, Candidina, DNCB.

b Diferencia estadistica significativa, prueba t (p <0.1).

Intradermorreaccion de Montenegro

La prueba intradérmica fue positiva en
94.6% del total de los individuos estudia-
dos. Tres pacientes resultaron negativos, a
pesar de las repetidas pruebas practicadas
en épocas diferentes. Cuando se efectua-
ron otras pruebas intradérmicas con anti-
genos como PPD, Candidina y Tricofttina
y la prueba de sensibilizacion con DNCB,
dos de ellos tampoco reaccionaron, lo cual
sugiere una deficiencia inmunitaria celu-
lar. La prueba intradérmica realizada en
los 24 pacientes parasitolégicamente com-

probados alcanzé una sensibilidad de
87.5% (cuadro 2).

Inmunofluorescencia indirecta (IFA, antigeno
de promastigotes)

En los casos considerados, esta prueba
indicé titulos positivos en 62.4% de los pa-
cientes. Cuando en los sueros de los pa-
cientes se estudié la frecuencia de la dis-
tribucién de los titulos de anticuerpos
fluorescentes circulantes:

a) En relacion con la presencia de pardsitos en
la(s) lesion(es), en 24 casos con amastigotes ob-
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CUADRO 3—Frecuencia de la distribucidn de los titulos de anticuerpos fluorescentes circulantes? en
sueros de 54 pacientes® de LTA. Relacién con el numero de lesiones.

Niumero de sueros reaccionantes con titulos de:

(Reciproca de los titulos)

% de
No. de No. de sueros  positividad
lesiones =20 40 80 160 320 640 1,280 2,560 (Pos./prueba) (Titulos=40) MGRT®
Unica 12 8 3 4 1 - - - 16/28 57.1 494
Multiple 7 3 8 4 1 1 2 — 19/26 73 804

a2 IFA: Ag de promastigotes.

Pacientes con diagnéstico clinico y Montenegro positivos.

¢ Media geométrica de la reciproca de los titulos.
d Diferencia estadistica significativa, prueba t, (p <0.05).

servados en los frotis, la reaccién de IFA fue
positiva en 17, y present6 una sensibilidad de
70.8%. Los titulos variaron de 1:40 a 1:1,280,
con una MGRT de 78, y su distribucién fue mas
frecuente entre los titulos 1:40 y 1:160. En los
32 casos de frotis negativos al parasito, la reac-
cién fue positiva en 18. Los titulos fluctuaron
entre 1:40 y 1:160, con MGRT de 43.

b) En relacion con el nimero de lesiones presenta-
das por los pacientes, la prueba t de Student de-
mostré una diferencia estadistica significativa
(p<<0.05) entre las medias de los dos grupos de
pacientes estudiados. Estos resultados sugieren
la influencia del niumero de lesiones en los titu-
los de anticuerpos circulantes (cuadro 3).

¢) En relacion con el tiempo aproximado de sur-
gimiento de la lesion inicial, se establecieron dos
grupos con los pacientes investigados: uno,
formado por 23 individuos en un aifio de pro-
bable inicio de la lesién o lesiones y el otro, con
mas de un ano. En general, la frecuencia de la
distribucién de los titulos positivos fue seme-
jante en ambos grupos (entre 1:40 y 1:160), sin
que se encontrara diferencia estadistica signifi-
cativa entre ellos.

d) En relacion con las formas clinicas de la en-
Sfermedad, en este estudio se logré establecer
diferencia estadistica significativa (p<0.1) en-
tre las medias de los titulos de anticuerpos
fluorescentes, detectados en pacientes con for-
mas cutidneas y mucosas de leishmaniasis, lo
cual sugiere que las formas clinicas de la enfer-
medad influirian en dichos titulos (cuadro 4).

Aglutinacion directa (AD)

De los 46 sueros de pacientes estudiados
(las limitaciones en el trabajo de campo
impidieron obtener suero de los 56 pa-
cientes del estudio), 60.8% presentaron
titulos positivos para LTA. Los resultados
obtenidos por el empleo de esta reaccién
serolégica también se analizaron median-
te la observaciéon de la frecuencia de dis-
tribucién en los titulos de anticuerpos, y
su correlacién con las mismas variables es-
tudiadas para la IFA.

CUADRO 4—Frecuencia de la distribucién de los titulos de anticuerpos fluorescentes circulantes (IFA)
en sueros de 56 pacientes de LTA. Relacién con las formas clinicas de la enfermedad.

Nuimero de sueros reaccionantes con titulos de:

(Reciproca de los titulos)

% de
Formas No. de sueros  positividad
clinicas <20 40 80 160 320 640 1,280 2,560 (Pos./prueba) (Titulo =40) MGRT?
Cuténea 13 8 5 1 2 - - - 16/29 55.1 40P
Mucosa 8 3 6 7 - 1 2 - 19/27 70.3 78

2 Media geométrica de la reciproca de los titulos.

b Diferencia estadistica significativa, prueba t, (p <0.1 y 0.05).
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En el cuadro 5, se observa que la fre-
cuencia de los titulos positivos fue relati-
vamente baja, tanto para los grupos parasi-
tolégicamente positivos, como negativos.
Por otra parte, en 69.5% de los pacientes
con amastigotes en las lesiones se presenta-
ron titulos positivos =64.

Al comparar las MGRT de los titulos de
anticuerpos aglutinantes (79) y fluorescen-

tes circulantes (78), no se logré hallar dife- -

rencia estadistica significativa entre los dos
grupos de pacientes, con parasitos en las
lesiones, estudiados con las dos técnicas.
Asimismo, la MGRT de los titulos negati-
vos de anticuerpos aglutinantes (62) fue
mayor que la de los anticuerpos fluores-
centes (43), y se registré diferenda signifi-
cativa (p<<0.1).

En la muestra estudiada, la IFA (pro-
mastigotes) y la AD presentaron préctica-
mente la misma sensibilidad diagndstica.

El ntimero de lesiones y el tiempo de
evolucién de la lesién inicial no ejercieron
influencia estadisticamente significativa
(p<<0.05), en los titulos de anticuerpos
aglutinantes circulantes. La prueba t de
Student no revel6 diferencia significativa
(p<<0.05) entre los titulos de anticuerpos
aglutinantes, obtenidos en sueros de pa-
cientes con formas cutineas y mucosas.

En un grupo de 46 individuos, donde se
realizaron las dos pruebas serolégicas
(IFA + AD) en forma concomitante, los
resultados fueron los siguientes: total de
positivos por una y/u otra reaccion, 40/46

(86.9%); total de positivos por la IFA,
29/46 (63.0%), y total de positivos por la
AD, 28/46 (60.8%). Mediante la IFA se en-
contraron como positivos 12 casos que no
fueron detectados por la AD; a su vez, la
AD permitié diagnosticar 11 casos no indi-
cados como positivos por la IFA. En cam-
bio, hubo concordancia para las dos prue-
bas, en 17 casos.

Cuando se estudié en forma compara-
tiva el comportamiento de las pruebas se-
roldgicas en el grupo de pacientes parasito-
légicamente positivos, se obtuvieron los
resultados consignados en el cuadro 2.

Los sueros de los pacientes examinados
mediante la IFA (antigenos de promastigo-
tes y amastigotes) y la AD demostraron
que, el antigeno de amastigotes es suma-
mente preciso (95.8%) en el diagnéstico de
LTA vy significativamente mas preciso
(p<<0.1) que el antigeno de promastigotes
(70.8%) y el de AD (69.5%). La frecuencia
de la distribucién de los titulos de anti-
cuerpos fluorescentes fue semejante para
ambos antigenos, con MGRT de 136 y 80,
respectivamente.

Discusion

El hallazgo de formas amastigotes de
Leishmania en lesiones de pacientes diag-
nosticados en forma clinica como portado-
res de LTA, no siempre se encuentra con
facilidad en tlceras tipicas de la enferme-

CUADRO 5—Frecuencia de la distribucion de los titulos de anticuerpos aglutinantes (AD) en sueros de
46 pacientes de LTA.? Relacidn con la presencia de parasitos en la lesién.

Numero de sueros reaccionantes con titulos de:

(Reciproca de titulos) % de

Demostracién No. de sueros  positividad

de amastigotes <32 64 128 256 512 1,024 2,048 (Pos./prueba) (Titulo =64) MGRT?®
Positivos 7 6 8 1 - 1 - 16/23 69.5 79
Negativos 11 7 2 2 - 1 - 12/23 52.1 62

2 Pacientes con diagndstico clinico y Montenegro positivos.
? Media geométrica de la reciproca de los titulos.
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dad. En general, se acepta que las lesiones
recientes presentan abundantes parasitos,
y los frotis obtenidos de ellas demuestran
con relativa facilidad los amastigotes. En
lesiones de evolucién crénica (mucosas o
cutaneas), el hallazgo del parasito es dificil,
y muchas veces imposible (18, 19). En esta
casuistica, en 25% de los pacientes se en-
contraron frotis positivos, al emplear el
método por aposicién de biopsias logradas
por un dispositivo que permite tomar
muestras por puncion. En 75 pacientes con
diagnéstico clinico de leishmaniasis cuta-
nea, Zeledon y Ponce (20) encontraron pa-
rasitos en las lesiones, a través de frotis di-
recto, en 36.0%. En los casos considerados
en el presente estudio, todo indica la exis-
tencia de parasitos de los complejos L. bra-
siliensis 'y L. mexicana y, posiblemente, las
diferencias en las proporciones de pacien-
tes que presentaron amastigotes en los fro-
tis coloreados, podrian deberse, en parte, a
la incidencia de los parasitos del complejo
L. brasiliensis.

Otro factor no esclarecido en forma to-
tal, es la manera en que se deberia retirar
el material para ser examinado, de las le-
siones del individuo parasitado, asi como la
posterior confeccion del frotis. Esto pa-
rece tener importancia, pues existen crite-
rios variados y procedimientos tales como
la escarificacién de los bordes internos de
las tlceras, corte de un fragmento en cufia
del borde de la lesi6n, y utilizacién del dis-
positivo que permite tomar muestras por
puncién, entre otros. Conviene recordar
que Aragio et al. (21), han insistido acerca
del cuidado con que debe tomarse y revi-
sarse la muestra, para el diagnéstico para-
sitolégico de la enfermedad.

Con respecto a la demostracién de for-
mas parasitarias en cortes histolégicos,
Leishmania, en general fue dificil o casi im-
posible encontrar en las secciones, aun
cuando podia observarse con facilidad en
los frotis. En este estudio, 25.4% de 55 pa-
cientes presentaron amastigotes en los te-
jidos.

La utilizacién del criceto en el estudio de
leishmaniasis experimental ha contribuido
a avances significativos en la patologia (22,
23), epidemiologia (8, 10) y transmisién de
cepas de Leishmania (24, 25). En las expe-
riencias citadas en dicha bibliografia, el
criceto demuestra gran susceptibilidad a la
infeccidén por Leishmania. Sin embargo,
cuando se analiza el papel del roedor en el
diagnoéstico de la enfermedad, pareceria
que todavia no se dispone de un animal lo
bastante susceptible, como para que per-
mita aislar, en forma eficaz, las diversas
subespecies del protozoario parasito, de los
pacientes en estudio. En la experiencia de
los autores, se observé que fue bajo el por-
centaje de cricetos (35.8%), que desarrolla-
ron la infeccién, cuando se les inoculé con
‘material proveniente de los pacientes.
Asimismo, la inoculacién de animales con
material de algunos pacientes, que clinica e
inmunolégicamente presentaban fuertes
evidencias de infeccién activa por Leish-
mania, y con presencia de parasitos en fro-
tis e histologia, resulté en que varios crice-
tos no evidenciaron lesiones parasitarias,
a pesar de haber sido observados por lar-
gos periodos (mas de un afo y medio). Es
probable que esto se encuentre en rela-
cién con la densidad parasitaria de las le-
siones de los pacientes, la viabilidad de las
formas en la inoculacién, o el hecho de no
tener parasitos en la inoculacién, entre
otros factores. Pero también puede vincu-
larse con la posibilidad tedrica de que el
criceto sea inapropiado o poco sensible,
para el desarrollo de algunas cepas de
Leishmania humana.

En todo caso, a pesar de las fallas sefia-
ladas, el criceto es el inico animal de labo-
ratorio que, en la actualidad, se dispone
para aislar Leishmania, de pacientes con
LTA. Es claro que en el diagndstico de la-
boratorio de la enfermedad, la inoculacién
en animales susceptibles es de importancia
secundaria. Pero cuando se pretende esta-
blecer un diagnéstico cierto, proporcionar
una base para aplicar el tratamiento y eva-
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luar la accién del medicamento usado en el
paciente, la demostracién de la existencia
del parasito es de capital importancia y,
muchas veces, esto solo se consigue a través
de la utilizacion del criceto. Esta observa-
cién es evidente al analizar los cuadros 1 y
2. Los pacientes Nos. 1, 2, 3, 5, 13, y 20,
con diagnéstico clinico y Montenegro po-
sitivos, presentan 2 6 3 pruebas serolégicas
positivas, y los cricetos evidenciaron la in-
feccion activa de las lesiones humanas, al
desarrollar nédulos parasitarios entre tres
y ocho meses después de la inoculacién del
material infectante. En relacién con este
asunto, Medina y Belfort (26) recomien-
dan la inoculacién del material humano
sospechoso, en cricetos parcialmente in-
munosuprimidos por la administracién de
esteroides, y estiman este método como de
gran valor para el diagnéstico de LAT. En
infecciones experimentales, la disemina-
cién de Leishmania brasiliensis brasiliensis en
cricetos inmunosuprimidos ha sido obte-
nida por Hommel et al. (27). Otros estudios
clinico terapéuticos de los autores (2§) pre-
cisan, en lo posible, informaciones donde
se confirma la actividad del medicamento
empleado, en relacién con el parasito in-
fectante, correctamente identificado.

En fecha muy reciente, Melo e al. (29)
informaron de los resultados obtenidos
con la prueba de Montenegro, realizada en
pacientes clinica y parasitolégicamente
diagnosticados como portadores de LTA,
mediante el uso de antigenos con concen-
traciones variadas de N proteico por milili-
tro. Demostraron que existe una relacién
lineal entre las dreas medias de las reaccio-
nes, y las concentraciones del antigeno
empleadas; concluyeron que, con el anti-
geno de 40 ug N/ml, las reacciones obteni-
das indicaron un mayor porcentaje de po-
sitividad. En el presente estudio, el anti-
geno empleado contenia 30 ug N/ml, y con
él se obtuvieron 94.6% de reactores positi-
vos. En la casuistica de 24 pacientes parasi-
tolégicamente comprobados, el porcentaje
fue de 87.5% de positividad a la prueba

intradérmica.

En época reciente, en la serologia de
leishmaniasis, se suele emplear en mayor
grado la inmunofluorescencia indirecta
para la deteccién de anticuerpos circulan-
tes (2, 17 y 30). En el presente trabajo, la
técnica de IFA con el empleo de antigeno
preparado de las formas promastigotes de
Leishmania, indic6 una precisién relativa-
mente baja, en la investigacién de anti-
cuerpos circulantes fluorescentes (62.4%
de pacientes con diagnéstico clinico y
Montenegro positivos; 70.8% de pacientes
parasitolégicamente comprobados). Esta
afirmaciéon es vertida a pesar de haberse
adoptado técnicas de eficacia ya compro-
bada, con un minimo de modificaciones
capaces de interferir con los resultados.
Ademas de la reconocida subjetividad en la
lectura de laminas, los factores relaciona-
dos con las respuestas inmunitarias desen-
cadenadas por el agente infeccioso deter-
minan variaciones cualitativas y cuantitati-
vas, en el transcurso de la evolucién de la
infeccién. Esto es lo que parecen sugerir
las observaciones obtenidas en el cuadro 2,
donde siete pacientes, con parasitos en sus
lesiones activas, no presentaron niveles de
anticuerpos detectables a través de la IFA
(promastigotes).

Todo ello contrasta con el comporta-
miento de la IFA practicada con el antige-
no de amastigotes (95.6% de positividad).
A pesar de que el niimero de casos positi-
vos es, en general, relativamente pequefio,
los resultados obtenidos demuestran que
el antigeno de amastigotes es sumamente
preciso en el diagnéstico de LTA, en con-
cordancia con lo consignado por Shaw y
Lainson (I6), y significativamente mas
preciso que el antigeno de promastigotes.
En apariencia, cuando se compara la an-
tigenicidad de las formas promastigotes y
amastigotes de Leishmania, en el diagnés-
tico de LTA, las formas intracelulares per-
miten detectar con mayor precocidad y efi-
cacia, a los anticuerpos circulantes. Para
sustentar esta afirmacién, pueden encon-
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trarse evidencias en el cuadro 2, en que,
de ocho pacientes con lesiones relativa-
mente recientes (de tres meses a un afio
de evolucién), siete presentaron titulos
positivos con el antigeno de amastigotes,
en tanto que solo tres lo hicieron con el
de promastigotes.

En general, el antigeno de formas amas-
tigotes puso en evidencia a los anticuerpos
en titulos bajos, hecho que ya habia sido
observado tanto por Bray y Lainson (31),
como por Convit y Pinardi (32).

Asimismo, en la muestra estudiada no
parecié existir asociaciéon entre los titulos
de anticuerpos fluorescentes detectados
por la IFA de amastigotes, y las formas cli-
nicas de la enfermedad, tiempo de evolu-
cién de la infeccidén y nimero de lesiones.
Los titulos se distribuyeron entre 1:40 y
1:1,280; algunos relativamente altos son
atribuidos a pacientes con formas cutineas
y mucosas de evolucién crénica, a pesar
de ser pocos los casos de lesiones muy re-
cientes; sin embargo, serian necesarias
otras observaciones.

Sin bien la casuistica aqui considerada
es relativamente pequeiia, los hallazgos
de los autores sugieren que las formas
con compromiso mucoso influirian de
manera significativa en los titulos de an-
ticuerpos circulantes. Este hecho estd en
contradiccién con lo informado por Bit-
tencourt ef al. (33), quienes consideraron
que no existe relacién entre el nivel de an-
ticuerpos circulantes, y la forma clinica de
la enfermedad.

El hallazgo de que los titulos de anti-
cuerpos fluorescentes circulantes estan in-
fluidos por el niimero de lesiones que tiene
el paciente, ya habia sido sefialado por
Chiari (I7), en un grupo de pacientes con
lesiones recientes y estrictamente cutineas
de LTA. La autora refiere que el tiempo de
evolucién de la lesion inicial, l]a compro-
bacién parasitologica y la edad del pacien-
te, no ejercieron influencia significativa
en los titulos de anticuerpos circulantes.

En la reaccién de inmunofluorescencia

indirecta, parece bastante razonable usar
antigenos preparados a partir de las for-
mas amastigotes del parasito, comprobar
su eficacia en encuestas epidemiolégicas de
prevalencia de infecciones y, sobre todo,
constatar su utilidad en el seguimiento de
pacientes sometidos al tratamiento, o pro-
bar la eficacia de la accién de nuevos com-
puestos quimioterapéuticos (34).

En este estudio, la AD ha probado ser de
razonable utilidad (su comportamiento en
el diagndstico es basicamente similar al de
la IFA, promastigotes), y los autores consi-
deran que si esta prueba se utiliza en con-
diciones de campo, serfa atiin mis valiosa
por su simplicidad y rapidez. La precisién
de la AD no alcanzé a la obtenida por
Allain y Kagan (4), pero por ahora, no se
dispone de una explicacion para ello. Sin
embargo, conviene sefialar que, en esta
experiencia, el empleo simultineo de las
dos pruebas serolégicas es capaz de mejo-
rar en forma notoria el inmunodiagnéstico
de leishmaniasis tegumentaria (86.9% de
positividad).

En este trabajo se presentan, de manera
parcial, algunas dificultades halladas en el
diagnéstico de leishmaniasis tegumenta-
ria, y se advierte que avin permanece dis-
tante la posibilidad de contar con técnicas
parasitoldgicas e inmunodiagnésticas de
precision y eficacia ideales. Urge investigar
técnicas que faciliten la demostracién di-
recta del parasito o que hagan viable su
hallazgo por métodos indirectos (cultivos
con medios apropiados, animales que por
su mayor susceptibilidad desarrollen con
rapidez lesiones manifiestas, técnicas his-
toquimicas, etcétera). Asimismo, es necesa-
rio refinar y estandarizar los antigenos
parasitarios que permitan obtener una no-
toria mejoria en las pruebas serolégicas
empleadas en la actualidad.

Resumen

Se estudiaron 56 pacientes de leishma-
niasis tegumentaria americana (LTA),
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provenientes del Servicio Dermatoldgico,
del Hospital Docente de la Universidad de
Brasilia, y de tres municipios del estado de
Bahia, Brasil, portadores de formas clini-
cas cutineas activas (29) y mucosas (27).

Los examenes diagndsticos fueron:
biopsias (frotis por aposicién, cortes histo-
légicos e inoculacién en cricetos); intra-
dermorreaccién de Montenegro (antigeno
leishmanina, 30 ug N/ml); inmunofluores-
cencia indirecta, IFA (antigeno promasti-
gotes), vy aglutinacién directa, AD. En un
grupo seléccionado de pacientes parasito-
légicamente positivos se utilizé la técnica
de IFA con antigeno de amastigotes.

De 29 pacientes de formas cutaneas acti-
vas, 16 (55.1%) presentaron amastigotes
en las lesiones comprobados a través de al-
gan(os) de los examenes. De los 27 indivi-
duos portadores de formas mucosas acti-
vas, apenas ocho (29.6%) fueron parasito-
légicamente comprobados. De los frotis
efectuados, 14/56 (25.0%) fueron positivos
y 15/55 (27.27%) de los cortes histolégicos

evidenciaron amastigotes. De los cricetos
inoculados, 35.8% evidenciaron nddulos
parasitarios en periodos de incubacién va-
riables (de 2.5 a 8 meses).

La reaccién de Montenegro fue positiva
en 94.6% de los pacientes. Cuando se em-
pleé el antigeno de promastigotes, la preci-
sién de la IFA fue de 62.4% en pacientes
con diagnésticos clinico y Montenegro po-
sitivos, y 70.8% para los pacientes con
amastigotes observados en los frotis. En un
estudio comparativo de la IFA (promasti-
gotes y amastigotes) se concluye que el an-
tigeno de amastigotes es sumamente pre-
ciso en L'TA y significativamente més pre-
ciso que el de promastigotes. En la muestra
estudiada, el empleo simultaneo de la IFA
y de la AD mejoraron de manera notoria el
inmunodiagnéstico de LTA (86.9%). Por
otra parte, se observd una asociacién signi-
ficativa, cuando los titulos de la IFA de
amastigotes se relacionaron con el mimero
de lesiones presentes, y con las formas cli-
nicas de la enfermedad. O
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and mucous forms (27).

The diagnostic tests were: biopsies (smears
made by apposition, histological slicing, and
innoculation in hamsters); Montenegro's in-
tradermal reaction (leishmanine antigen, 30
#g N/ml); indirect immunofluorescence, IFA
(promastigotes antigen), and direct agglutina-
tion, DA. On a select group of parasitologically
positive patients, the technique of IFA was used
with the amastigotes antigen.

One or more tests confirmed the presence
of amastigotes in the lesions of 16 (55.1%) of
the 29 patients with active cutaneous forms.
Of the 27 individuals carrying the active mu-
cous forms, only 8 (29.6%) were parasitological-
ly confirmed. Of the smears made, 14/56
(25.0%) were positive and 15/65 (27.27%) of
the histological slices showed amastigotes. Of
the hamsters innoculated, 35.8% showed par-

asitic nodules with varying incubation periods
(from 2.5 to 8 months).

The Montenegro reaction was positive in
94.6% of the patients. When the promastigotes
antigen was used, the precision of the IFA was
62.4% in clinically diagnosed and Montenegro
positive, patients, and 70.8% for patients with
amastigotes observed in the smears. In a com-
parative study of the IFA (promastigotes and
amastigotes), it was concluded that the amas-
tigotes antigen is very precise in ATL and sig-
nificantly more precise than the promastigotes
antigen. In the sample studied, the simulta-
neous use of IFA and of DA improved notably
the immunodiagnosis of ATL (86.9%). In ad-
dition, a significant association was observed
when the IFA titers of amastigotes were com-
pared with the number of lesions present and
with the clinical forms of the disease.

Diagnéstico parasitolégico e imunolégico da leishmaniase tegumentaria
americana (Resumo)

Estudaram-se 56 pacientes com leishmaniase
tegumentaria americana (LTA), provenientes
do Servigo Dermatolégico do Hospital Docente
da Universidade de Brasilia e de trés munici-
pios da Bahia, Brasil, portadores de formas cli-
nicas cutineas ativas (29) e mucosas (27).

Os exames diagnoésticos foram: biépsias (es-
fregaco por aposigio, cortes histologicos e ino-
culagio em cricetos); interdermorreacgio de
Montenegro (antigeno leishmanina 30 ng
N/ml); imunofluorescéncia indirecta, IFA (an-
tigeno promastigotas), e aglutinagio direta,
AD. Num grupo escolhido de pacientes parasi-
tologicamente positivos utilizou-se a técnica de
IFA com antigeno de amastigotas.

Dentre 29 pacientes com formas cutineas
ativas, 16 (55,1%) apresentaram amastigotas
nas lesdbes comprovadas através de alguns dos
exames. Dentre os 27 individuos portadores de
formas mucosas ativas, s6 oito casos (29,6%) fi-
caram parasitologicamente comprovados. Dos
esfregagos, 14/56 (25,0%) foram positivos e
15/55 (27,27%) dos cortes histolégicos mos-

traram evidéncias de amastigotas. Dos cricetos
inoculados, 35,8% demonstraram a evidéncia
de nédulos parasitarios em periodos de incu-
bac¢io varidveis (de 2,5 a 8 meses).

A reacio de Montenegro foi positiva em
94,6% dos pacientes. Quando se empregou o
antigeno de promastigotas, a precisio da IFA
foi de 62,4% nos pacientes com diagnéstico
clinico e de Montenegro positivos, e 70,8%
para pacientes com amastigotas observados nos
esfregacos. Num estudo comparativo da IFA
(promastigotas e amastigotas) conclui-se que o
antigeno de amastigotas é sumamente preciso
em LTA e significativamente mais preciso que
o de promastigotas. Na amostra estudada, o
emprego simultineo da IFA e da AD melhora-
ram notadamente o imunodiagnéstico de LTA
(86,9%). Por outro lado, observou-se uma as-
sociagdo significativa quando os titulos da IFA
de amastigotas se relacionaram com o nimero
de lesdes presentes e com as formas clinicas da
doenga.

Diagnostic parasitologique et immunologique de leishmaniose tégumentaire
américaine (Résumé)

L'étude a porté sur 56 malades porteurs de
formes cliniques cutanées actives (29) et de
leishmaniose tégumentaire américaine des
muqueuses (LTA) (27), du Service de Derma-
tologie, Hépital Clinique de I'Université de

Brasilia et de trois municipalités de I'Etat de
Bahia, Brésil.

Le diagnostic a été fait par biopsie (frotis par
apposition, étude histologique et inoculation
de hamsters), intradermoréaction de Montene-
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gro (antigéne leishmanine, 30 ug Nfml); im-
munofluorescence indirecte, IFA (antigéne
promastygote) et agglutination directe (AD).
Dans le cas de malades effectivement infectés,
la technique d'IFA a été utilisée avec Fantigene
d’amastygotes.

H a été trouvé par 'une des techniques ci-
dessus mentionnées que 16 (55,1%) des 29 ma-
lades ayant des formes cutanées actives avaient
des amastygotes dans ces lésions. Seulement 8
(29,6%) des 27 malades porteurs de formes
muqueuses actives ont été confirmés. Dans le
cas des frotis prélevés, 14/56 (25%) on été
positifs, et 15/55 (27,27%) des coupes histolo-
giques montraient des amastygotes. Il a été
possible de mettre en évidence chez 35,8% des
animaux inoculés des nodules parasitaires se
trouvant & différentes périodes d’incubation
(2,5 4 8 mois).

La réaction de Montenegro a été positive
pour 94,6% des malades. En présence d’anti-
gene promastygote, la précision de I'TFA a été
de 62,4% pour les malades ayant un diagnostic
clinique et une réaction de Montenegro posi-
tifs, et de 70,8% pour ceux des malades chez
qui il a été trouvé des amastygotes dans les fro-
tis effectués. Une étude comparative de I'IFA
(promastygotes-amastygotes) permet de con-
clure que l'antigéne d’amastygote est trés pré-
cis pour le LTA, et significativement plus pré-
cis que dans le cas des promastygotes. L'emploi
simultané de I'IFA et de 'AD a permis d’amé-
liorer notablement I'immunodiagnostic de
LTA (86,9%). Par ailleurs, il a été observé qu’il
existe une association significative entre les ti-
tres de I'IFA d’amastygotes, le nombres des lé-
sions et les formes cliniques de la maladie.

EL HABITO DE FUMAR COMO ACTITUD ANTISOCIAL

Constituye un hecho importante y alentadot que ser fumador vaya re-
sultando cada vez mas incomodo en sociedad. La misma gente que antes
recibia en un despacho con el aire espeso por el humo de cigarrillo, que
fumaba cigarros sobre la comida de los otros, que echaba el humo de la
pipa en el ascensor, empieza a sentirse molesta con su habito. Ahora la
presién social en general no esta de parte del fumador, sino que mas bien
los fumadores empiezan a disculparse. Este es un signo muy saludable. . .
La gente y los gobiernos empiezan a darse cuenta de que, si bien el fumar
es un acto que solo puede realizarlo el individuo, afecta a la salud y a la
calidad de la vida de todo el mundo y, por lo tanto, es un asunto que

incumbe a la sociedad.

Por tanto, es un asunto que tiene que abordar la sociedad, porque la
cohorte de fumadores constantemente incorpora nuevos miembros. Tes-
tigo de esto es la gran cantidad de nifios que empiezan a fumar, el nimero
cada vez mayor de mujeres que ya lo hacen. Por primera vez en 1979 hubo
en Estados Unidos de América mas fumadoras que fumadores en el grupo
de diez a veinte afios de edad. . . Si no tomamos rapidamente medidas, esta
siniestra tendencia pronto se generalizard en los paises desarrollados y

también en los paises en desarrollo.

(Tomado de: Halfdan Mahler, discurso pronunciado en la Cuarta Con-
ferencia Mundial sobre el Tabaco y la Salud, celebrada en Estocolmo del
18 al 21 de junio de 1979. WHO Chronicle Vol. 34, No. 4, abril de 1980.
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