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RESUMEN

La leishmaniosis es una enfermedad causada por un protozoario difasico del género
Leishmania spp., y que representa un problema de Salud Publica importante en América
Latina, debido a la escasez de datos epidemioldgicos y falta de medidas de control, que
dependen precisamente de los datos epidemioldgicos. En el ciclo heteroxeno de la
Leishmania spp. uno de los participantes como hospedantes intermediarios son dipteros
hematdfagos de la subfamilia Phlebotominae, que habita en Chiapas, un estado localizado al
sur de la Republica Mexicana, sobre los cuales las medidas preventivas y de control y/o
erradicacion de este, son complicadas. El perro es hospedante de algunas de las especies de
Leishmania spp., causante de las formas clinicas como: cutanea, mucocutanea y visceral, por
lo tanto, es importante conocer dentro de las poblaciones en riesgo que generalmente son
poblaciones marginadas y de bajos recursos econémicos, ubicadas en zonas remotas, por ello
resulta de vital interés determinar la presencia de este paréasito en el perro domestico (Canis

familiaris) una especie animal sinantrépica.

La Leishmaniosis es una enfermedad de importancia en Salud Publica, con gran capacidad
patdgena tanto para humanos como para los animales infectados, en el ser humano la
enfermedad tiene una distribucion mundial; es endémica en 98 paises. Se estima que mas de
12 millones de personas estan infectadas en todo el mundo, con aproximadamente 700,000 a
1 millén de casos nuevos de diferentes formas clinicas y 20.000 a 30.000 muertes anuales.
Existen tres formas clinicas principales de la enfermedad: Leishmaniosis visceral (LV), que
es mortal si no se trata en mas del 95% de los casos, la Leishmaniosis cutanea (LC): es la
forma mas frecuente y produce en las zonas expuestas del cuerpo lesiones cutaneas, sobre
todo ulcerosas, son causa de discapacidad grave, la Gltima es la Leishmaniasis mucocutanea
(MC): provoca la destruccién parcial o total de las mucosas de la nariz, boca y garganta. Méas
del 90% de los casos de leishmaniasis mucocutanea ocurren en América Central, América

del Sur y Etiopia.

Al menos 23 especies de Leishmania spp. son causantes de enfermedades, la forma clinica
de la enfermedad que se presenta con mayor frecuencia en México es la LC, conocida

coloquialmente como “ulcera del chiclero”, ya que se presenta fundamentalmente en el Sur

X



de México y se relaciona a personas que acceden a zonas selvaticas en busca de la resina

obtenida del arbol del Chicle (Manilkara zapota).

El objetivo de esta investigacion fue determinar la presencia de Leishmania spp., en caninos
domésticos (Canis familiaris), mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El
estudio se realiz6 en comunidades geograficamente ubicadas dentro de la zona de influencia
de una Reserva Natural Federal conocida como “Reserva de la Biosfera Montes Azules”, a
cargo de la Comision Nacional de Areas Naturales Protegidas (CONANP). Se tomaron
muestras de sangre periférica e hisopado ocular, asi como también se realiz6 la aplicacion de
encuestas para determinar el conocimiento de estos pobladores duefios de las mascotas

muestreadas.

Los resultados arrojaron un 46.2% de caninos positivos de las 150 muestras tomadas en las
4 zonas dentro de la zona de influencia de la Reserva de la Biosfera Montes Azules en
Chiapas, México, dando como resultado un porcentaje de prevalencia de Leishmania spp.
para cada zona donde tomaron las muestras, para los resultados positivos se recolectaron
parametros de los caninos como: signos clinicos, variacion de edades, tamafio, complexion

fisica y sexo.

Se concluyo demostrando la presencia y prevalencia de Leishmania spp., dentro de la Zona
de Influencia de la Reserva de la Bidsfera Montes Azules, donde las poblaciones caninas
pueden actuar potencialmente como reservorio de la leishmaniosis, al mismo tiempo se
demostrd que la técnica mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite
detectar la presencia del parasito en poblaciones canina siendo una herramienta facil para

poder detectar focos de transmision activa.
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ABSTRACT

Leishmaniosis is a disease caused by a diphasic protozoan of the genus Leishmania spp., and
it represents an important Public Health problem in Latin America, due to the scarcity of
epidemiological data and lack of control measures, which depend precisely on
epidemiological data. In the heteroxene cycle of Leishmania spp., one of the participants as
intermediate hosts are hematophagous diptera of the Phlebotominae subfamily, which lives
in Chiapas, a state located in the south of the Mexican Republic, on which preventive and
control and / or eradication measures are complicated. The dog is the host of some of the
Leishmania spp. species, causing clinical forms such as: cutaneous, mucocutaneous and
visceral, therefore, it is important to know within the populations at risk that they are
generally marginalized populations with low economic resources, located in remote areas,
therefore it is of vital interest to determine the presence of this parasite in the domestic dog

(Canis familiaris), a synanthropic animal species.

Leishmaniosis is a disease of importance in Public Health, with a great pathogenic capacity
for both humans and infected animals. In humans, the disease has a worldwide distribution;
it is endemic in 98 countries. It is estimated that more than 12 million people are infected
worldwide, with approximately 700.000 to 1 million new cases of different clinical forms
and 20.000 to 30.000 deaths annually. There are three main clinical forms of the disease:
Visceral Leishmaniosis (VL), which is fatal if not treated in more than 95% of cases,
Cutaneous Leishmaniosis (CL): it is the most frequent form and occurs in exposed areas of
the Body skin lesions, especially ulcerative, are the cause of serious disability, the last one is
Mucocutaneous Leishmaniosis (MC): it causes partial or total destruction of the mucous
membranes of the nose, mouth and throat. More than 90% of mucocutaneous leishmaniosis

cases occur in Central America, South America, and Ethiopia.

Leishmania spp. cause diseases, the clinical form of the disease that occurs most frequently
in Mexico is CL, known colloquially as "ulcera del chiclero”, since it occurs mainly in
southern Mexico and is related to people who access jungle areas in search of the resin

obtained from the Chicle tree (Manilkara zapota).
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The objective of this research was to determine the presence of Leishmania spp., in domestic
canines (Canis familiaris), by means of the polymerase chain reaction (PCR). The study was
carried out in communities geographically located within the area of influence of a Federal
Natural Reserve known as the “Montes Azules Biosphere Reserve”, in charge of the
Comision Nacional de Areas Naturales Protegidas (CONANP). Peripheral blood samples and
ocular swabs were taken, as well as the application of surveys to determine the knowledge

of these residents who owned the sampled pets.

The results showed 46.2% of positive canines of the 150 samples taken in the 4 zones within
the zone of influence of the Montes Azules Biosphere Reserve in Chiapas, Mexico, resulting
in a percentage of prevalence of Leishmania spp. for each area where the samples were taken,
for the positive results, parameters of the canines were collected such as: clinical signs, age

variation, size, physical complexion and sex.

We concluded by demonstrating the presence and prevalence of Leishmania spp., within the
zone of influence of the Montes Azules Biosphere Reserve, where canine populations can
potentially act as a reservoir of leishmaniasis, at the same time it was demonstrated that the
technique through the polymerase chain reaction (PCR) allows to detect the presence of the
parasite in canine populations being an easy tool to detect foci of active transmission.

According to the World Health Organization (WHO) The epidemiology of cutaneous
leishmaniasis in the Americas is very complex, as variations are observed in transmission
cycles, reservoirs, sandfly vectors, and clinical manifestations and response to treatment. In

addition, there are several species of Leishmania spp, that are in the same geographical area.
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1.- INTRODUCCION

La Leishmaniosis es una enfermedad que es causada por un protozoario (De protos, primero;
y zoom, animal.), una de las caracteristicas principales de los protozoos es que son
organismos unicelulares, capaces de colonizar en cavidades, lumenes, tejidos y sangre, en la
actualidad existen muchas enfermedades causadas por protozoarios (Ocadiz, 1999). La
Leishmania spp. es un parasito flagelado menor o igual a 12 um que prolifera y se diferencia
en el tubo digestivo de ciertos dipteros, tiene forma redondeada, ovoide, con un didmetro de
3 a4 um. El citoplasma contiene un nlcleo grande redondeado, y un kinetoplasto baciliforme
muy visible y un pequefio kinetosomo puntiforme, poco visible (Desachy, 2006). Tras una
tincion de May Grinwald Giemsa, el citoplasma es violaceo; el nucleo y kinetoplasto, rojo
obscuro. La vesicula y a continuacion la célula se rompen. Los parasitos asi liberados pasan,

por endocitosis, a otra célula fagocitaria mononuclear (Gallego, M., & Riera, C., 2000).

El agente etioldgico presenta un ciclo de vida dimorfico que consiste en una fase extracelular
(promastigote), en la cual se multiplica y desarrolla dentro del tracto de ciertos tipos de
flebotominos (insectos hemat6fagos) y una fase intracelular (amastigote) que se desarrolla
en el interior de vacuolas fagolisosomales de macréfagos y otros fagocitos del hospedante
vertebrado (Sacks, D., & Kamhawi, S., 2001).

El género Leishmania se divide en dos subgéneros, Leishmania y Viannia, a los que
pertenecen 31 especies patdgenas para mamiferos, incluyendo 22 especies patdgenas para el
humano, de las cuales 15 se presentan en América (World Health Organization, 2017;
Akhoundi, M., et al., 2016).

Este género ampliamente distribuido, existen tres principales formas clinicas de la
enfermedad, que causan en los humanos, la Leishmaniosis cutanea (LC) conocida
comunmente como “ulcera del chiclero”, Leishmaniosis mucocutdnea (MC) conocida
comunmente como “espundia” y Leishmaniosis visceral (LV) conocida en otras partes del

mundo como “kala-azar” (Jawetz et al., 1979).

En México la Leishmaniosis se ha caracterizado por ser una enfermedad que se presenta en
las regiones tropicales y subtropicales transmitida por la picadura de diptero hematéfago del
de la subfamilia Phlebotominae (Ibafiez, S., 1999). La transmision también ha sido reportada
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por accidente de laboratorio segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2017). La
leishmaniosis es una de las siete enfermedades tropicales mas importantes y representa un
grave problema de salud mundial, tiene una distribucién mundial encontrdndose en todos los
continentes (Europa, Africa, Mediterraneo Oriental, Asia Sudoriental y América) a
excepcion de la Antartica y Oceania (Roncal, C., 2016). Las caracteristicas clinicas incluyen
una amplia gama de expresiones con diferentes grados de severidad que dependen de las
especies de Leishmania spp. involucrada y la respuesta inmune del hospedante ( Guerrero, et
al., 2017).

En las Américas, actualmente se registra un promedio de 56.000 casos de leishmaniosis
cutaneay mucosay 3.800 casos de leishmaniosis visceral al afio, la leishmaniosis cutanea se
registra en 20 paises, siendo endémica en 18 de ellos (Colombia, Costa Rica, Brasil,
Argentina, Ecuador, Venezuela, Bolivia, Peru, Paraguay, El Salvador, Honduras, Nicaragua,
Panama, Guyana, Surinam, Guatemala, Guyana Francesa y México), donde, el 27% de casos
de leishmaniosis cutanea se presentan en zonas fronterizas (Leishmaniosis en las Américas,
OPS, 2017).

La enfermedad es tipica de sitios que se localizan en altitudes que oscilan en el rango de 0 a
1.500 msnm y aunque se han registrado casos sobrepasando esta altitud, temperaturas
superiores a 20 ° C y una precipitacion anual de 1.500 a 3.000 mm (Garcia, 1988). En México
la poblacion comunmente afectada por la Leishmaniosis son pobladores que acceden a zonas
selvéticas o viven en la periferia de estas zonas, siendo mas afectados los agricultores,
recolectores de &rboles de goma, cultivadores de cacao y plantas de platanos, madereros,
cazadores, personal militar, bidlogos, ornitélogos y quienes practican el turismo ecoldgico
y/o senderismo (Torres, E., et al. 2017; Inchaustegui A., 1918; Cérdova, C., et al. 1993).

En Mexico, esta enfermedad se conoce desde la época precolombina y todas las formas
clinicas de la leishmaniosis se han reportado (Alberto, N., 1990). La enfermedad se ha
reportado en 25 estados de la Republica Mexicana (78% del territorio), localizados en cinco
regiones: Peninsula: Yucatan, Quintana Roo y Campeche, Golfo: Veracruz, Tabasco y
Tamaulipas, Pacifico: Chiapas, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Oaxaca y Sinaloa,
Centro: Puebla, Morelos, Hidalgo, México, San Luis Potosi y Tlaxcala y Norte: Baja
California, Baja California Sur, Chihuahua, Coahuila, Durango y Nuevo Le6n (Alvar, J. et



al. 2012; Becker, I. et al., 2005; Sanchez, L., et al., 2010; Sinave/DGE/Salud, 2015).

Dentro de la Republica Mexicana se tienen registros de L. braziliensis, L. mexicana y L.
infantum, agentes causales de LC, LMC y LV, respectivamente, aunque la transmision de L.
panamensis y L. guyanensis podria ocurrir por su condicién fronteriza con Guatemala, donde

estas Ultimas especies son endémicas (Alvar, J. et al. 2012).

En la Republica Mexicana, la L. mexicana es la especie con el mayor nimero reportes, siendo
el agente causal de la Leishmaniosis Cutanea (LC) en humanos, en los estados de Campeche,
Chiapas, Ciudad de México, Jalisco, Nayarit, Nuevo Le6n, Oaxaca, Quintana Roo, Sinaloa,
Tabasco, Veracruz y Yucatan (Pérez, J., et al.,2009; Ochoa, D., et al.,2012).

Los estudios serologicos realizados en la comunidad de Becanchén en el estado de Yucatan,
han documentado anticuerpos especificos en el 17% de la poblacién, asimismo, en Tabasco
(estado surefio de México), una incidencia y prevalencia de una tasa hasta el 9.41 por cada
100.000 habitantes, por lo tanto, se consideran unas zonas altamente endémicas (Guerrero,
E., etal., 2017).

Se ha logrado observar una serologia positiva en el 20.42% del personal militar que trabaja
en la zona de la Peninsula de Yucatan, siendo los dos principales vectores: Lutzomyia olmeca

y Lutzomyia cruciata (Torres, et al.,2017).

La dispersion acelerada de las leishmaniosis hacia distintas regiones y escalas ecoldgicas
(ecozonas, biomas y ecotopos) podria explicarse a través de la dinamica poblacional de los
dos principales hospedantes; los humanos (leishmaniosis humana) y caninos (leishmaniosis
canina) (Ready, P., 2008).

El autor y colaboradores mencionan que el diagnéstico de Leishmania spp. en el examen
microscopico requiere de un considerable grado de experiencia para distinguir los
amastigotes en el interior de la célula hospedante, mientras que las técnicas seroldgicas son
una herramienta Gtil pero no se puede diferenciar entre una infeccion activa a una infeccion
pasada. (Paternina, G., et al., 2013).

En la actualidad, la técnica de PCR ha logrado una mejora importante en el diagnostico de
esta enfermedad y en el conocimiento de aspectos importantes de la interaccion entre el

parasito y el reservorio (Travi, B., et al., 1998).



La sensibilidad de la técnica molecular PCR suele ser alta en comparacion con otras técnicas,
aungue depende de las caracteristicas de la region gendmica diana. Esta sensibilidad puede
incrementarse mediante el uso de cebadores dirigidos a secuencias multicopias como
secuencias repetitivas del kinetoplasto, asi como a las familias génicas multicopias
(Fernandes, O. et al., 1994; Cupolillo, E. et al. 1995).

El canino puede ser usado como un indicador biolégico para establecer la endemicidad real
de la leishmaniosis en una zona bajo estudio, ya que el perro en estos ecosistemas tiene
contacto con los reservorios silvestres de la enfermedad, con los vectores y por su cercania
con los seres humanos hacen que se conviertan en un excelente reservorio del paréasito (El
Harith, A., et al., 1989).

Considerando estas razones y teniendo en cuenta que son escasos los estudios de la
Leishmaniosis en general y particularmente de la enfermedad en el canino doméstico en la
zona sur de México, en la presente investigacion se determind la prevalencia de la
Leishmaniosis en caninos (Canis familiaris) dentro de la zona de influencia de la reserva de
la Biosfera Montes Azules (REBIMA) en el estado de Chiapas, México, utilizando el
procedimiento de la reaccidn en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus siglas
en inglés donde utilizaremos el método de PCR punto final a cada muestra sanguinea extraida

de los caninos domésticos.



1. HIPOTESIS

Existe una alta prevalencia de Leishmania spp., en poblaciones de caninos domésticos (Canis
familiaris) dentro de la zona de influencia de la Reserva de la Bidsfera “Montes Azules” en
el estado de Chiapas.



2. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la prevalencia de la infeccion por Leishmania spp. mediante la técnica de PCR punto
final en poblaciones de caninos (Canis familiaris) de areas rurales dentro de la zona de

influencia, de la Reserva de la Biosfera “Montes Azules” en el estado de Chiapas.



3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Identificar el parasito Leishmania spp. en caninos por técnicas moleculares.
2.-Analizar la prevalencia de la infeccidn por Leishmania spp. en caninos.

3.- ldentificar las areas de riesgo epidemioldgico en cuatro areas geograficas, de la Zona de

Influencia de la Reserva de la Bidsfera “Montes Azules” en el estado de Chiapas, México.



4. JUSTIFICACION

En Mexico se presentan cuatro de las formas clinicas de la enfermedad, donde se han
reportado en 25 estados de la Republica Mexicana (78% del territorio), localizados en cinco
regiones (Alvar, J., et. al. 2012). No obstante, el incremento de reportes de Leishmaniosis
proviene del sureste de la Republica Mexicana (Javier, S. et al. 2014). Dentro de los estados
del sureste la prevalencia mas alta de las manifestaciones clinicas de LC y LV se registra en
el estado de Chiapas (Becker, 1., et al. 2005; Sanchez, G., et al. 2001).

Recientemente, se localiz6 un foco de Leishmaniosis en zonas rurales en varias localidades
del estado de Chiapas, en el cual incluye a 23 municipios, 2.687 localidades y 1.2 millones
de habitantes en riesgo (Pacheco, O., et al. 2014). Los municipios con alta prevalencia de
Leishmaniosis incluyen a Tuxtla Gutiérrez, Chiapa de Corzo, Palengue, Pichucalco, Las
Margaritas y Ocosingo (Becker, 1., et al. 2005). Los habitantes afectados por la
Leishmaniosis, generalmente provienen de comunidades en niveles de pobreza altos,

reflejada en los bajos recursos, educacién limitada y dificil acceso a los servicios de salud.

La leishmaniosis es una parasitosis de gran importancia a nivel nacional y en los ultimos afios
ha aumentado su frecuencia y distribucion dentro de la Republica Mexicana. Esto se puede
deber al calentamiento global, a la continua invasion de los ambientes selvaticos por el ser
humano por motivos urbanisticos, para adquirir mayores terrenos de cultivo y una de las
teorias en las cuales en esta investigacion demostramos que los caninos son reservorios que
ayudan a distribuir esta enfermedad dentro de estas comunidades sin la necesidad de que los
habitantes se adentren a las zonas selvaticas.

El presente trabajo permite demostrar la presencia de Leishmania spp. en caninos domésticos
dentro de este ecosistema, una de las Areas Naturales Protegidas (ANP), de México mas ricas
en biodiversidad, y que forma parte de la Selva Lacandona, contando con una superficie de
331 mil 200 hectéareas, donde ofrecemos una mirada integral, sobre la Leishmaniosis, que
representa un problema de Salud Pdblica, considerandose como un problema desatendido o
rezagado y que afectan a los sectores mas vulnerables y marginales de la poblacion en

México.



5. PROBLEMATICA

Si bien 25 estados de la Republica Mexicana reportan casos, actualmente la poblacion en
riesgo se distribuye en 13 entidades federativas con aproximadamente nueve millones de
habitantes, agrupadas en tres areas geograficas; Region Golfo, Regién Pacifico y Region
Centro (Manual Para El Diagnostico, Tratamiento Y Control De Las Leishmaniosis, 2015).
Durante el periodo de estudio se reportaron 3.657 casos, 72% masculino, 28% femenino, la
distribucion geografica de esta enfermedad en el pais continda siendo el sureste. De los casos
mas graves de Leishmaniosis se encuentran en Chiapas es el estado con mayor nimero de
reportes. En cuanto a la mortalidad por esta causa Chiapas tiene un 41% de la mortalidad
(Alfaro, M., & Echegoyen, R., 2010) y Tabasco con un 16% (Singh, S., 2006).

Las medidas preventivas y estrategias de control de la Leishmaniosis han estado
principalmente enfocadas al tratamiento de la enfermedad, méas que a la mitigacion de los
vectores o el control de la infeccidn en los reservorios, logrando asi el contacto entre el
hospedante vertebrado y el vector. El reservorio importante para el humano es el canino ya
que tiene la capacidad de entrar y salir de la zona selvatica y tiene contacto con la familia

siendo este un hospedante de suma importancia ya que puede ser punto focal de la infeccion.

Existe un incremento considerable afio tras afio, en las tazas de infeccién en humanos por
Leishmania spp., y no se ha logrado disminuir los casos de Leishmaniosis. Aun existiendo
programas para el control de dipteros transmisores de enfermedades como el dengue (Aedes
Aegypti) entre otros flebotominos, que generalmente radica dentro de la selva. Estas
campafias de Vigilancia Epidemioldgica, Prevencion y Control de las Enfermedades
Transmitidas por Vector, tienen un impacto bajo en la Leishmaniosis, ya que solo se enfocan
en el control de los vectores dentro de las localidades, y no en quienes tienen un contacto
estrecho con humanos y lo acompafian en sus actividades tanto agricolas como de
esparcimiento, esta situacion favorece ciclos de transmision peridoméstica siendo el humano

un hospedante accidental.

La forma natural de la enfermedad involucra principalmente un ciclo selvatico en donde la

participacion de flebotominos y reservorios selvaticos como roedores es comun, cuando los



humanos invaden o colonizan sitios cercanos a las selvas o cuando los vectores y reservorios

expanden sus territorios e invaden areas urbanas es que ocurre la transmision a humanos.
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6. ANTECEDENTES

Desde hace décadas en nuestro pais la Leishmaniosis es una, de varias enfermedades
tropicales desatendidas, y que es causada por diferentes especies del protozoario
Leishmania spp. El cual se transmite por la picadura de hembras hematé6fagas, de dipteros
del género Phlebotomus en el Viejo Mundo, y de Phlebotominae en el Nuevo Mundo
(Missawa, N. et al.,1924, Maia, C. et al.,2016), la enfermedad puede resultar en una de tres
formas clinicas principales: Leishmaniosis Cutanea (LC), Leishmaniosis mucocutanea
(LMC) y Leishmaniosis visceral (LV) (la forma més grave de la enfermedad, a menudo

conocida como kala-azar) entre otras (Gallego, M. et al.,2004).

La Leishmaniosis estd vinculada a los cambios ambientales, como la deforestacion,
continuo movimiento de los caninos (Canis familiaris) entre zonas con presencia del habitat
de Leishmania spp. y la urbanizacion (Dantas, F., 2009). Se estima que cada afio se
producen entre 700.000 hasta un millon de nuevos casos y entre 26.000 y 65.000
defunciones (OMS, 2020).

Actualmente se estima que la enfermedad afecta a 12 millones de personas y 350 millones,
estan en riesgo de infeccion (Okwor, 1. et al.,2016). El género Leishmania spp., tiene una
distribucién mundial, y se ha informado en al menos 98 paises y 3 territorios dentro de los
5 continentes informaron transmision de Leishmaniosis endémica, en total, los recuentos de
casos oficiales totalizaron mas de 58.000 casos LV y 220.000 casos LC por afio (Alvar, J.
et al.,2012).

En América, la distribucion geografica de Leishmania spp. se extiende desde el sur Estados
Unidos al norte de Argentina, donde las principales especies reportadas son L. braziliensis,
L. guyanensis, L. panamensis, L. amazonensis, L. colombiensis, L. infantum, L. peruviana,
L. pifanoi y L. mexicana, cada uno con un patron epidemiolédgico y demografico diferente
(Tolezano, J. et al.,2007).

En Meéxico, se ha encontrado presente esta enfermedad desde la época precolombina
(Martinez, F. et al.,2011). La Leishmania mexicana tiene el mayor nimero de informes

como agente causante de LC en humanos, en los estados de Campeche, Chiapas, Ciudad de
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México, Jalisco, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Quintana Roo, Sinaloa, Tabasco, Veracruz
y Yucatan (Pérez, J. et al.,2009; Ochoa, D. et al.,2012).

En relacion al ciclo de vida de este parasito y los reservorios que estan involucrados en
México han sido poco estudiados. Sin embargo, ha sido posible detectar el ADN de
Leishmania mexicana en hospedantes silvestres del orden Chiroptera, Didelphimorphia y
Rodentia (Campino, L. et al. 2018; Quintal, A. et al. 2011). También hay informes de casos
de LC canina, mediante diagnostico seroldgico y parasitoldgico a partir de las lesiones, en
animales de los estados de Oaxaca, Quintana Roo, Tabasco y Yucatan (Castrejon, O. et al.
2009; Arjona, J. et al. 2012; Longoni, S. et al. 2012), Sin embargo, se desconocen las
especies de Leishmania spp. que infectan a las especies silvestres y caninos (Canis

familiaris) en estos estados de la Republica Mexicana.

Desde 1952, casos de LV humana, han sido reportados en los estados de Chiapas, Guerrero,
Puebla, Oaxaca, Morelos y Veracruz de la republica mexicana, la prevalencia mas alta de
la enfermedad se ha informado en el estado de Chiapas y Guerrero (Cruz, L. et al., 1997,
Trejo, J. etal.,1993; Dorantes, S. 1988; Aguirre, A. etal. 1963; Baez, J. et al. 1953; Velazco,
O. et al. 1994; Montalvo, A. et al. 1995). En un estudio de caninos (Canis familiaris) de

caza de otros estados, en México, revelé més casos (Schants, P. et al,.2001).

Se ha demostrado una asociacion de los caninos (Canis familiaris) con Brotes de LV en
Brasil, Paraguay y Argentina donde se ha encontrado que la propagacion de la enfermedad
es la consecuencia de factores socioambientales como la deforestacion también como
migracion de humanos y caninos (Canis familiaris) (Margonari, C.et al.,2006; Werneck, G.
et al.,2007; Queiros, P. et al., 2009).

En México, se ha informado un aumento constante de pacientes con Leishmaniosis visceral
(LV), especialmente en los estados del sur de la Republica Mexicana; Chiapas y Guerrero,
existe informacion limitada sobre la Leishmaniosis canina en areas de LV en México (Cruz,
L. etal.,, 1997; Trejo, J. et al.,1993; Dorantes, S. 1988; Aguirre, A. et al. 1963; Baez, J. et
al. 1953; Velazco, O. et al. 1994; Montalvo, A. et al. 1995).
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7. REVISION DE LITERATURA

7.1. Aspectos generales de la Leishmaniosis

En el término la Leishmaniosis es una enfermedad de transmision vectorial con gran
diversidad de parasitos, reservorios y vectores involucrados en la transmision. Son causadas
por diferentes especies de protozoos del género Leishmania spp. y se transmiten a los
humanos y animales, a través de la picadura de un insecto de la familia Psychodidae. La
presencia de este vector esta directamente vinculada a los cambios ambientales, climaticos y
socioeconomicos, influyen directamente en su epidemiologia. (Panamerican Health
Organization, 2019).

Una amplia gama de los mamiferos es susceptible a la infeccion: desde el hombre, los canidos
(domeésticos y salvajes), el gato (domésticos y salvajes), los bovinos, los ovinos, los caprinos,
los équidos, los roedores, marsupiales (Desachy, F., 2006) y asi podemos seguir con una
larga lista de los mamiferos afectados, en términos médicos, se les considera una zoonosis,

siendo el humano un hospedante accidental.

En el continente americano, se han identificado 15 de las 22 especies de Leishmania spp.
patdgenas para el hombre y cerca de 54 especies diferentes de vectores que estan
potencialmente involucradas en la transmision. (Panamerican Health Organization, 2017).
Este pardsito se transmite mediante la picadura de algunas especies de la subfamilia
Phlebotominae conocidos popularmente como "mosca chiclera, jejenes, palomilla, mosquito
palha, mosca de la arenilla y papalotilla™, entre otros. El vector es activo por la noche, que es

cuando inocula el paréasito al mamifero a través de su picadura.

La Leishmaniosis constituye un grupo de enfermedades con manifestaciones clinicas muy
diversas y las principales variedades clinicas son; cutanea, mucosa y visceral (Montor, J., et
al. 2016). La Leishmaniosis visceral (kala-azar, complejo de Leishmaniosis donovani) se
caracteriza por episodios irregulares de fiebre, pérdida de peso, hepatoesplenomegalia,
anemia progresiva, trombocitopenia, leucopenia con linfocitosis, monocitosis y si no son

tratados puede causar la muerte en més del 90% de los casos (Tierney, L., 1999).
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La Leishmaniosis mucosa (mucocutanea) conduce a la destruccion parcial o completa de las
membranas mucosas de la nariz y la boca que pueden causar discapacidad grave, mientras
que la Leishmaniosis cutanea es la forma mas frecuente de esta infeccion, y produce en su
mayoria lesiones ulcerosas que dejan cicatrices de por vida. (Panamerican Health
Organization, 2017).

Se registra un promedio de 56.000 casos de leishmaniosis mucocutanea y 3.800 casos de
leishmaniosis visceral al afio, con una letalidad de 7%. La leishmaniosis mucocutanea se
registra en 20 paises, siendo endémica en 18 de ellos. En América latina el 27% de casos de
Leishmaniosis mucocutanea se presentan en zonas fronterizas (Panamerican Health
Organization, 2019).

7.2.El parésito Leishmania

En 1903 William Leishman y Charles Donovan describieron de manera independiente a
Leishmania, aunque estos parasitos se observaron previamente por David D. Cunningham en
1985 y Peter Borovsky en 1898 (Row, 1912). El parasito fue cultivado por primera vez en
1904 por Leonard Rogers (Thomson & Sinton, 1921).

Este protozoo flagelado estd ubicado taxonomicamente de la forma siguiente:

Reino: Protista (Haeckel, 1866).

Subreino: Protozoa (Goldfuss, 1817).

Phyllum: Sarcomastigophora (Honigberg, B, 1963).

Subphylum: Mastigophora (Deising, 1866).

Clase: Zoomastigophorea (Calkins, 1909).

Orden: Kinetoplastida (Honigberg, 1963).

Suborden:  Trypanosomatina (Kent, 1880).

Familia: Trypanosomatidae (Doflein, 1901).

Género: Leishmania (Ross, 1903; Lainson & Shaw, 1987).
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La Leishmania poseen los organelos tipicos, presentes en células de eucariontes superiores,
con ciertas caracteristicas exclusivas; contienen una mitocondria Unica a lo largo de toda la
célula, y cuyo ADN estd muy condensado en forma de disco ovoide y se le denomina
kinetoplasto, estd formado por una red compleja de moléculas circulares concatenadas
(Figura 1). Ademas, estos parasitos contienen un organelo exclusivo, el glicosoma
(relacionado evolutivamente con el peroxisoma), que contiene las enzimas involucradas en
varias rutas metabdlicas, incluyendo las primeras siete enzimas de la glucdlisis (De Souza,
2002; Handman, 1999; Matthews, 2005).

Otro de los rasgos caracteristicos de Leishmania y otros tripanosomatidos es la presencia de
un citoesqueleto formado exclusivamente por una capa de microtubulos localizada debajo de
la membrana celular (microtdbulos subpelicuares). La bolsa flagelar (regién de la que emerge
el flagelo) esta formada por una invaginacion de la membrana plasmatica que presenta
continuidad con la membrana del flagelo (Figura 1). Dicha bolsa constituye, aparentemente,
la Unica region celular donde se presenta actividad endocitica y exocitica (De Souza, 2002;
Handman, 1999; Matthews, 2005).

Flagellar pocket
Flagellum|
(internal))

Autophagosome

Multi-vesicular

K . Acidocalcisome
Tubule (MVT) O—
lysosome
N

Figura 1. Estructura de Promastigotes de Leishmania spp. (Besteiro, S., et al. 2007)

15



La Leishmania se caracteriza por presentar dos estadios de desarrollo principales a lo largo
de su ciclo de vida: promastigotes y amastigotes. Los promastigotes son formas alargadas
que presentan un tamafo aproximado de 15-20 um de largo por 1.5 — 3.5 um de ancho; y

poseen un flagelo cuyo tamario va de 15 — 28 um (Herwaldt, 1999).

Los amastigotes se caracterizan por su forma redondeada, con un didmetro de 2 — 4 um, y

por la ausencia de flagelo (Murray, et al., 2005).
7.3. Taxonomia y clasificacion del parasito Leishmania

El género Leishmania se divide en tres subgéneros, dependiendo de las partes del intestino
del mosquito vector que son colonizadas por el parésito: Leishmania, Viannia y
Sauroleishmania (Bafiuls et al. 2002; Bates, 2007) (Figura 2). Las especies pertenecientes
al subgénero Leishmania producen leishmaniosis cutanea y/o visceral tanto en el Viejo
Mundo como en el Nuevo Mundo, mientras que las especies que se incluyen en el subgénero
Viannia causan leishmaniosis cutanea y/o mucocutanea sélo en el Nuevo Mundo (Figura 2).
Por su parte las especies que pertenecen al subgénero Sauroleishmania no son patogenas para

los mamiferos, pues infectan solo reptiles.

Leishmania
1
T T 1
Subgénero Leishmania Viannia Sauroleishmania
. [ L. donovani L. major
?p'?c‘:: er:jel — L. infantum L. trépica L tarentolae
iejo Mundo iomi .
: L. aethiopica L.gymnodactyli
L. infantum
L. killicki*

Especies en el (L. infantum*** L. mexicana L. braziliensis L. panamensis
Nuevo Mundo —| L. amazonensis L. guyanensis L.braziliensis

L.infantum*** L. panamensis

L. venezuelensis L. peruviana

L. pifanoi* L. shawi

L. garnhami* L. laisoni

- L.lindenbergi
| | L. colombiensis** |
l

Formas clinicas Visceral Cutdnea Cuténea Mucocutanea

Hospedero Humano Reptiles

*El estatus de especie continua bajo discusion, **La posicion taxonémica se encuentra bajo discusion, ***En el Nuevo mundo es conocida como L.

chagasi

Figura 2. Clasificacion de Leishmania y formas clinicas de leishmaniosis que produce cada
especie (Bafiuls, A., et al. 2002; Bates, P., 2007).
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7.4. Reservorios de Leishmania

Un numero amplio de organismos vertebrados, ademas del humano, pueden fungir como
reservorios de Leishmania spp., lo que facilita la distribucién, permanencia, infeccion y
transmision del parasito (Ashford, R., 1996; Shaw, J., 1988). Por lo general cada especie de
Leishmania spp. tiene un reservorio principal que puede ser cualquier mamifero donde el
protozoo permanece naturalmente y constituye una fuente de infeccion para el humano y
otros animales domésticos. Pero otros mamiferos que habiten la misma zona pueden ser
también infectados, constituyendo un reservorio intermediario y/o reservorios menores o

accidentales, y mucho de estos se encuentran en contacto con los humanos (Rojas, M., 2004).

Los caninos domésticos (Canis familiaris) son el reservorio principal de L. infantum, aunque
pueden también ser infectados por L. tropica, L. major y L. braziliensis. En algunas areas
alrededor del mar mediterraneo y al norte de Brasil, la mayoria de los perros domésticos y
ferales son infectados con Leishmania en algin momento de su vida (Ashford, 1996; Shaw,
1988).

Varias especies de roedores y marsupiales son infectados por L. mexicana y L. braziliensis
en Nuevo Mundo, la transmisién de estas especies de Leishmania a humanos que cohabitan
con los roedores y marsupiales infectados en zonas boscosas, selvaticas o inclusive en su
propio hogar, es comun (Ashford, 1996; Shaw, 1988).

7.5.Estructuracion gendémica de Leishmania

Los integrantes de la familia Trypanosomatidae son considerados en un nivel intermedio
entre bacterias y levaduras, desde una perspectiva evolutiva, en su homologia de los genes

que codifican las subunidades pequefias de sus RNAr (Sogin, M., et al. 1986).

Al igual gue la mayoria de los eucariotas, los tripanosomatidos poseen dos genomas, un ADN
gendémico (ADNg) localizado en el nucleo celular, que se encarga de la replicacion del
material genético del pardsito, y un ADN extra cromosomico situado en la Unica mitocondria
que se replica de manera independiente, conocido como ADN del kinetoplasto (ADNKk)
(Alvar, J., 2001).
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El ADNK constituye del 10 al 30% del ADN total de la célula y esta formado por numerosas
moléculas de ADN circulares concatenadas entre si como si fueran una red de circulos y que
dependiendo de su tamafio reciben el nombre de maxicirculos y minicirculos, en donde se
encuentran genes que codifican RNA ribosomal (RNAr) y RNA guias (RNAgQ) estos son
importante para la transcripcion de los RNA mensajeros (RNAmM) mitocondriales (Mamani,
Z.,1999).

El kinetoplasto consta de alrededor de 50 maxicirculos que varian en tamafio entre 30 — 40
kb, los minicirculos son mas numeroso existiendo de 10.000 a 20.000 por kinetoplasto con
un tamafo de 250 a 2.500 pb (Benne, R., 1994; Simpson, L., et al. 1995), en el caso particular
del género Leishmania, los pares de bases de los minicirculos oscilan entre 600 a 800 pb,
estos presentados en regiones, una conservada y una variable, la conservada es de 120 pb y
la variable de 600 pb (Noyes, H., et al., 1998).

Debido a la gran cantidad de repeticiones, los minicirculos han servido para el desarrollo de
métodos de diagnostico basado en la amplificacion de fragmentos de ADN mediante la
técnica de Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) (Ravel, S., et
al. 1995; Avilés, H., et al. 1999). Esto es importante porque aun habiendo un solo ejemplar
de este parasito en una muestra de sangre es posible detectarlo, aumentando la sensibilidad
de esta prueba diagnostica PCR (Rodgers, M., et al. 1990; Noyes, H., et al., 1998).

Los genes que codifican las proteinas mitocondriales estan incompletos, tienen que ocurrir
varias inserciones y deleciones de residuos de uridina, este proceso esta mediado por RNA
guia (RNAg), mismo que se encuentra codificado en los maxicirculos y minicirculos, y que
seran modificados post transcripcionalmente por poliuracilacion en su extremo 3" y catalizan
la correccidn en direccion de 3" a 57, este mecanismo en los tripanosomatidos es una forma
de control traduccional que se usa como metodo de regulacion de la expresion génica (Beene,
1994; Moreno, S., 2000).

7.6. Ciclo biologico de Leishmania

Los parasitos del género Leishmania son transmitidos por insectos hemat6fagos de la familia
Psychodidae y la subfamilia Phlebotominae. En el Continente Americano, el género
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Lutzomyia (Phlebotominae) es el género méas importante, con mas de 400 especies
identificadas; sin embargo, poco més de 50 son consideradas especies potenciales de vectores
0 estan involucradas en la transmision de las diferentes especies de Leishmania en el

Continente Americano (Panamerican Health Organization, 2017).

La Leishmania spp. muestra un ciclo biologico heteroxeno en el cual participan hospedantes
invertebrados que son dipteros, asi como un amplio rango de mamiferos (Alexander, J., et al.
1992).

Los promastigotes prociclicos residen en el aparato digestivo de la mosca de la arena
(Phlebotominae), donde se replican repetidamente por fision binaria. Después de un tiempo
se diferencian en promastigotes metaciclicos, que es la forma infectante de este parasito
(Desjeux, P., 2004; Murray, H., et al., 2005).

Los amastigotes se caracterizan por su forma redondeada, con un didmetro de 2 — 4 um, y
por la ausencia de flagelo (aunque en realidad poseen un flagelo muy corto que no alcanza a
sobresalir del cuerpo celular). Tienen la capacidad de replicarse dentro células fagociticas
incluso fagolisosomas en el hospedante mamifero (Desjeux, P., 2004; Murray, H., et al.,
2005).

El protozoo estando dentro del vector, atraviesa por tres estadios principales, el primero de
ellos ocurre desde la toma de sangre parasitada (dia 0) hasta el dia 2. Todo este desarrollo se
lleva a cabo en la parte media del intestino, donde se forma la llamada membrana peritréfica
la cual tiene la ingesta de sangre, en esta etapa donde los amastigotes ingeridos, se

transforman en promastigotes prociclicos (Killick, R., 1979).

La metaciclogénesis constituye un aspecto vital para la transmision de Leishmania: consiste
en un proceso de transformacion y multiplicacion de los promastigotes no infectivos,
promastigotes prociclicos de 6 — 12 horas post ingestion, nectomonas 36 — 48 horas post
ingestion, finalmente los paramastigotes y leptomonas = haptomonas, que se transformaran
a formas infectivas de promastigotes metaciclicos, que poseen diferencias bioquimicas y
funcionales (Nieves, E., et al., 2007; Bates, P., 2008).

El parasito debe adherirse al intestino del insecto para iniciar su ciclo de desarrollo, esto

asegura que la infeccidn se establezca. La adhesion del parasito es fundamental y se han
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descrito varias formas, por ejemplo, existe una adhesién donde los promastigotes prociclicos,
se unen a través de las microvellosidades del epitelio (por la insercion flagelar y/o adherencia
del cuerpo de los promastigotes), para eso se necesita el lipofosfoglicano (LPG) (Pimenta,
P., et al., 1994; Kamhawi, S., et al., 2000), ElI LPG protege a la Leishmania de toda enzima
proteolitica y es de gran ayuda al promastigote prociclico en la adhesion al intestino del
vector, esta funcion se pierde una vez en la etapa de promastigote metaciclico, debido a
transformaciones en los azlcares terminales y con cambios conformacionales de la molécula,

y es asi como migra a la probdscide ( Turco, S., et al., 2001; Muskus, C., et al., 2002).

En las leptomonas = haptomonas, durante la formacion de hemidesmosomas (estructuras de
unién celular que conectan las células epiteliales a la membrana basal) a través del contacto

del parasito con el epitelio quitinizado (Killick, R., et al., 1974).

Al mismo tiempo existen otras agrupaciones: un tercer tipo representado por las uniones a
una matriz del gel (Lawyer, P., etal., 1987; Walters, L., et al., 1993; Stierhof, Y. etal., 1999),
el cuarto ejemplo es, donde el paréasito se adhiere entre si por el flagelo y/o el cuerpo celular
del parasito, formando rosetas (Nieves, E., 2000), las fuerzas de atraccion y repulsién de los
unidades anidnicas que se encuentran presentes en la superficie de los promastigotes

controlan las uniones (Walters, L., et al., 1993).

Durante el Gltimo estadio a las 120 horas post-ingestion, el intestino evacua su contenido
sanguineo, los huevos completan su desarrollo y da inicio a la ovoposicion, al mismo tiempo
se lleva a cabo una infeccion masiva por haptomonas del aparato digestivo anterior, los
paramastigotes y se agrupan evitando el paso de sangre al intestino medio, los promastigotes
metaciclicos migran al eso6fago y faringe, facultado al insecto para transmitir al parasito
(Eldridge, B., et al., 2000).

La forma metaciclica del paréasito, se ubica en la parte anterior del tracto digestivo, en la
proximidad de la probdscide, estando listo para ser inoculado en la siguiente ingesta, cerrando

de esta forma el ciclo bioldgico (Molyneux, D., et al., 1987).

El vector al momento de picar a un hospedante mamifero para alimentarse, inoculan en la

dermis entre 10 y 200 promastigotes, un gran nimero de estos son destruidos por los
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leucocitos polimorfonucleares y eosindfilos; otros se establecen en receptores de los

macro6fagos dérmicos para ser fagocitados (Klaus, S., et al., 1999).

Aun teniendo evidencia por la técnica de video microscopia donde se ha encontrado la
presencia de Leishmania en las células dendriticas y los fibroblastos, no se conoce todavia el
mecanismo y las moléculas involucradas en la invasion y supervivencia de los amastigotes

en estas células dentro del hospedante mamifero (Handman, E. et al. 2002).

Est4 comprobado que la Leishmania también puede ser transmitida a través de jeringas de
usuarios de drogas intravenosas, mediante transfusion sanguinea, o de manera congénita de
madre a hijo. Sin embargo, estas formas de contagio son muy pocos comunes (Desjeux, P.,
2004; Herwaldt, B., 1999; Murray, H., et al., 2005).

> 18 — 24 Hrs.

Promestigote prociclico
Replicacion y

Promestigote Nectomona diferenciacion.

Promastigote haptomona

Fase estacionaria

Paramastigote

Cambios morfologicos: pequefios,

. ,. delgados, flagelo largo, moviles y
Promastigote Metaciclico

proboscide

Sobreexpresion de moléculas:

Lipofosfoglicano (LPG), Glicoproteina
gp63

Figura 3. La metaciclogénesis ocurre en el interior del vector, por el cual los promastigotes
se vuelven altamente infectivos y resistentes al sistema inmune (Turco, S., et al., 2001,
Muskus, C., et al., 2002)
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Figura 4. Ciclo biologico de Leishmania spp. (Imagen elaborada por Mariana Ruiz
Villarreal)

El ciclo bioldgico inicia cuando el vector se alimenta de la sangre de un mamifero infectado,
transmitiéndole promastigotes metaciclicos a través de la picadura (1). Estas formas son
fagocitadas por los macréfagos (2), dentro de las fagolisosomas se diferencian a amastigotes
(3), los cuales se replican repetidamente por fision binaria hasta que lisan al macréfago (4).
Los amastigotes pueden entonces invadir otras células del hospedante (5). Cuando el vector
pica aun mamifero infectado, puede tomar amastigotes presentes en la sangre y estos se
liberan en los intestinos del mosquito vector (6), en el intestino del mosquito vector se
transforman en promastigotes prociclicos, formas altamente replicativas (7). Los
promastigotes prociclicos se unen a la pared del intestino medio para luego liberarse pasando
a promastigotes metaciclicos (8). Posteriormente los promastigotes migran a la vélvula

faringea del mosquito vector siendo ya promastigotes infectivos (9).
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7.7.El vector

Los flebotomineos (del griego phlebos, vena y tomos, cortar) son pequefios insectos
categorizados taxondémicamente dentro del orden Diptera, suborden Nematdcera, familia
Psychodidae (Newman, 1834), subfamilia Phlebotominae (Rondani, 1856).

La Lutzomyia alberga a la mayoria de flebotominos en el continente americano,
encontrandose en mayor cantidad en la region neotropical. Existen informes de 14 fésiles de
Lutzomyia preservados en ambar en depdsitos centroamericanos, calculdndose su edad
minima en 26 millones de afios (Oligoceno tardio y Mioceno temprano) (Céaceres, A., et al.,
2002)

En el humano el vector comprobado que provoca Leishmaniosis son las especies del género
Phlebotomus en el Viejo Mundo y Phlebotominae en el Nuevo Mundo, estos insectos son
dipteros pequefios, usualmente de 2 a 3 mm de largo, densamente cubiertos con pelos finos,
que presentan patas relativamente largas y delgadas (Bates, P., 2007; Williams, P., 1993).

El ciclo de vida de la hembra comienza cuando depositan sus huevos en microhabitats
humedos y ricos en materia organica, los huevos larvas y pupas no tienen tiempo precisos
para el desarrollo de los estadios, debido a que dependen principalmente de la temperatura
ambiental de la zona, a altas temperaturas se acortan los periodos (Sharma, U., et al. 2008;
WHO, 2010).

En el ciclo bioldgico de la Leishmaniosis intervienen distintos hospedantes, en el caso del
vector, como ya se indicé son dipteros hematdfagos pertenecientes a la subfamilia
Phlebotominae (Diptera, Psychodidae), solo dos géneros son de interés médico, los
flebotominos que transmite la enfermedad en América (Bejarano, E., et al. 2019) y el género

Phlebotominae que transmite la enfermedad en Eurasia (Boelaert, M., et al. 2000).

Se ha descrito que en las hembras del vector ingieren aztcar (melaza producida por afidos)
la cual no solo la usan como fuente de energia si no que es necesaria para el desarrollo de
Leishmania en su aparato digestivo, mientras el vector se alimenta de un mamifero, la saliva
del insecto y los proteofosfoglicanos del parasito son introducidos en el animal, lo que se
cree que juega un papel importante en el establecimiento de la infeccion de Leishmania en la
piel del mamifero (Sharma, U., et al. 2008; WHO, 2010).
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Los sitios de pernocta del vector en el transcurso del dia deben ser lugares frescos y himedos,
dentro de su habitat existen abundantes sitios con esas caracteristicas, como habitaciones,
letrinas, bodegas, establos, cuevas, fisuras en paredes, vegetacion densa, orificios en los
arboles, madrigueras de roedores y otros mamiferos, nidos de aves y termiteros (Dinesh, D.,
et al., 2001).

En México se ha demostrado que Lutzomyia olmeca es el vector primario de Leishmania
mexicana (Sanchez, L., et al., 2010). Sin embargo, existe evidencia que indica que Lutzomyia
cruciata, Lutzomyia panamensis y Lutzomyia shanonni también contribuyen a la transmision

del parasito en el sureste del pais (Pech, A, et al., 2010).

7.8. Morfologia de Phlebotominae (Lutzomyia spp.)

Estos insectos son holometabolos (metamorfosis completa), por lo que pasan por diferentes
estados de vida: huevo, larva, pupa y adulto. Es precisamente el estadio adulto el mejor
conocido, ya que como es el caso de otros dipteros con larvas terrestres, los estadios

inmaduros son dificiles de encontrar en el campo.

Los especimenes adultos tienen un tamario de 2-5 mm de longitud, con el cuerpo, alas y patas
cubiertos de pelos finos (cortos y largos), observandose también escamas pequefas (Bates,
P., 2007; Williams, P., 1993).

El color alterna desde un café claro a pardo, pero es la porcion dorsal del torax la que muestra
mayor diversidad de coloracion, esta particularidad es muy til para la identificacion
taxondmica de algunas especies (Figura 5), los 0jos compuestos estan separados uno
de otro, las patas y el aparato bucal son largos y delgados, las alas no presentan
patrones de coloracion y son sostenidas casi erectas aproximadamente a 45° del
abdomen, terminando en punta. Los machos de Lutzomyia se diferencian de las
hembras por presentar genitales externos grandes y articulados, para la cépula
(Caceres, A, et al., 2002).

La cabeza esta articulada a la parte anterior del torax. Es ligeramente piriforme en vista

frontal, aplanada en sentido antero-posterior, con las piezas bucales dirigidas hacia abajo, los
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0jos compuestos son mas 0 menos redondos y ocupan gran parte de la superficie de la cabeza

(Figura b) (Galati, B., et al., 1995).

QJos
COMPUESTOS

‘w?\

I
‘I.(T '.!

(A)

Fuente: Rev Bras Entomal 1995; 39 {2): 436

"N paros — 4

Figura 5. Cabezas de Lutzomyia macho (A) y hembra (B)

Figura 6. Lutzomyia spp., tomando una ingesta sanguinea. Fuente: Wilson, 2014
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7.8.1. Eladulto

Los fleb6tomos adultos en comparacion con otros dipteros, son mas pequefios e inferiores de

longitud que algunas especies de dipteros, dan una apariencia fragil.

Las hembras presentan una boca especializada para la ingestion de sangre que presenta un
fasciculo con seis estiletes, sus 0jos generalmente oscuros varian en tamafio (Young, D.,
1979)

Las hembras son las Unicas que pican a los vertebrados para alimentarse de sangre, por lo
que se les consideran antropofilas o zodfilas, al momento de la picadura es que pueden
transmitir los agentes patégenos como los causantes de la leishmaniosis y diversos arbovirus,
por lo general estas especies de Lutzomyia poseen una actividad crepuscular (antes del
amanecer) y nocturna (después del atardecer) en un lapso de tiempo desde las 16:00 hasta las
07:00 horas, también se encuentran activas durante el horario de luz (de 7:30 a 18:45)
(Young, D, et al. 1992).

El color del cuerpo tanto en machos como hembras (Figura 7), varia desde una café claro
hasta un color negro, esto dependiendo de la especie, la cabeza de implantacion inferior le da
un aspecto como de giba (Eldridge, B., et al., 2000).

Figura 7. Lutzomyia spp., ingiriendo sangre. Fuente: Wilson, 2014
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7.9.Interaccion del parasito dentro del vector

En la naturaleza la transmisién y propagacién de Leishmania spp., esto engloba a la triada
epidemioldgica misma que tiene tres componentes: el agente externo, un hospedante
susceptible y un ambiente que reune el hospedante y el agente (Lépez, J., 2012). El ejemplo
claro es cuando el parésito se transfiere del mamifero al insecto, existen sustancias presentes
en este Ultimo que favorecen el paso de amastigote a promastigote, situacion que es inhibida
en el mamifero, los diferentes tipos de Leishmania spp., se asocian en tres grupos de acuerdo
con sus patrones de desarrollo en el intestino dentro del vector (Brun, R., et al., 1976;
Lainson, R, et al., 1987).

Los criterios de clasificacion que se utilizaron fueron los introducidos por Ryan Lainson en
1979, donde el criterio que se siguio fue similar al propuesto por Hoare, en donde se utiliza
para la clasificacion de Tripanosomas de mamiferos en las secciones salivarias y estercolaria
(Hoare, C., et al., 1964).

Como lo determina y estipula el criterio son tres secciones en el caso de Leishmania; la

Hipopilaria, Peripilaria y Suprapilaria (Figura 8).

En la seccion Hipopilaria agrupa a flagelados primitivos, desarrollandose en las partes
posteriores del tubo digestivo, piloro, iliony recto, esto comprende a especies sin riesgo para
la salud del humano, agrupadas en el género Sauroleishmania, donde sus hospedantes son
reptiles, el método de contagio a estos reptiles es por ingestion de los insectos infectados
(Lainson, R., 1982).

En la seccidn de Peripilaria, estan donde la infeccidn se presenta en las células macrofagas
de piel y visceras del mamifero en forma de amastigote, la diferencia entre las demas
Leishmania, es que esta se desarrolla en tracto digestivo posterior, en donde establece una
infeccidn inicia en el piloro, donde los promastigotes se unen a la pared cuticular donde
migran hasta alcanzar el intestino medio e intestino anterior, el método de transmisién es la
picadura (Lainson, R., 1982).

En la seccion Suprapilaria, estan las Leishmaniosis pertenecientes a distintos complejos que
afectan a los mamiferos (humanos y animales), como; L. mexicana, L. hertigi, L. tropica, L.

major y L. donovani, estas carecen de la capacidad para adherirse a las porciones posteriores
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del intestino, donde su desarrollo se limita a la porcion anterior y media del intestino, la
transmision es mediante la picadura (Lainson, R., 1982).

Hipopilaria
Sauroleishmania
Hospedador: Reptiles
Localizacion: Viejo Mundo

Peripilaria

L. adlei, L. tarentolae y L. brasilensis
Hospedador: Reptiles y mamiferos
Localizacion: Nuevo y Viejo Mundo

Suprapilaria
L. mexicana, L. hertigi, L. donovani, L. tropica y L. major
Hospedador: Mamiferos

Localizacion: Nuevo y Viejo Mundo

Figura 8. Clasificacion de Leishmania spp. segun su localizacién en el vector

(Adaptado de Lainson, R., et al., 1987)
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Cumple un papel importante la localizacion del parasito dentro del vector ya que este

determina la forma en la transmisién del hospedante vertebrado (Sadlova, J., et al., 1999).

7.10. Epidemiologia
La Leishmaniosis estd presente en los cinco continentes y es endémico en 102 paises, se
calcula que cerca de 350 millones de personas viven en regiones en las que existe el riesgo
de adquirir la infeccion, donde registran 1.3 millones de casos nuevos de Leishmaniosis y de
20.000 a 30.000 muertes cada afio (OPAS, O. D. S., 2019).

En el Continente Americano se registra un promedio de 56.000 casos de Leishmaniosis
cutanea y mucosa y 3.800 casos de Leishmaniosis visceral al afio, con una letalidad media de
7%. La Leishmaniosis cutanea se registra en 20 paises, siendo endémica en 18 de ellos, entre
ellos México, y la Leishmaniosis visceral en 12 donde también se encuentra México, en esta
Region el 27% de los casos de Leishmaniosis cutanea se presentan en zonas fronterizas
(OPAS, 0. D. S., 2019).

En 2017 dentro del Sistema Regional de Informaciones de Leishmaniosis de la OPS/OMS
(SisLeish-OPS/OMS, 2017) donde se realizan los reportes de esta enfermedad que es
endémica y de gran importancia epidemioldgica en Nicaragua, Venezuela, Bolivia, Costa
Rica, Honduras, Panam4, Ecuador, México, Guatemala, Argentina y Paraguay (Figura 10).

Figura 9. Estratificacion de riesgo de Leishmaniosis cutanea y mucosa por segundo nivel
administrativo subnacional, Américas, 2017. Fuente: SisLeish-OPS/OMS — Datos
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disponibles por los Programas de Leishmaniosis de los paises, acceso el 01 de diciembre
del 2018.

Se considera segun la OMS que existen tres ciclos diferentes de transmision: el selvatico, el
doméstico-rural y el doméstico-urbano dentro del Continente Americano, dentro del ciclo
selvético, la infeccion humana ocurre cuando el hombre se introduce en el bosque o la selva
y es picado ahi por el vector infectado, aqui el hombre es un hospedante accidental que no
interviene en el ciclo de transmision, y los reservorios son los animales selvaticos. En los
ciclos doméstico-rural y doméstico-urbano los vectores llegan al peri-domicilio, ingresan a
las viviendas y transmiten la infeccion al nacleo familiar, con mayor incidencia en los nifios
(OPAS, 0. D. S., 2019).

Algunas evidencias, alin no confirmadas, sugieren que tanto el hombre como los animales de
comportamiento sinantropico y los animales domésticos podrian participar como reservorios
del ciclo doméstico-rural. Por otro lado, estudios muestran que el perro es el principal
reservorio en la transmision de la Leishmaniosis visceral en ambientes urbanos (ciclo
domeéstico-urbano) (OPAS, O. D. S., 2019).

El aumento dentro la sociedad de casos de VIH ha hecho que las personas sean mas
susceptibles a la infeccion por Leishmania (Alvar, J., et al., 2008; Dedet, J., et al., 2000), y
esto ha logrado extenderse a las areas remotas y rurales que constituyen zonas endémicas
para la Leishmaniosis, haciendo que sea un problema que agilice la expansion una
coinfeccion VIH-Leishmaniosis, obligando a implementar programas eficientes para el

control de Leishmaniosis visceral (WHO, 2010).

La Leishmania y otros tripanosomatidos son importantes en su biologia molecular por
presentar mecanismos de expresion genética atipicos, diferentes a otros organismos
eucariontes, con la transcripcién policistronica (RNA que es el producto de la transcripcion
de varios genes dispuestos en tindem, normalmente de funcién relacionada. Son tipicos de
procariotas y se forman en la transcripcion de un operon) y el trans-splicing (es una forma
especial de procesamiento de RNA donde los exones de dos transcripciones de RNA
primarias diferentes se unen de extremo a extremo y se ligan) (Campbell, D. et al., 2003;
Martinez-Calvillo, S., et al., 2010).
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La Leishmaniosis cutanea es considerada un problema de salud pablica en México, pues
hasta el 2005 habia sido reportada en 22 entidades federativas de las 32 que existen (Andrade,
F., et al. 2005; Sanchez, G., et al., 2001). Estos casos han ido aumentando en la actualidad
debido al desplazamiento y establecimiento de asentamientos de humanos dentro de la selva

donde es comun la presencia el vector de la Leishmaniosis (Sanchez, L., et al., 2010).

Se han reportado y registrado un gran numero de casos de Leishmaniosis visceral
principalmente en Chiapas, donde la variedad causante de esta Leishmaniosis visceral en
Meéxico es; L. infantum, especie conocida en el Nuevo Mundo como L. chagasi (Monroy, A.,
et al., 2000).

7.11. Leishmaniosis canina

La participacién de los perros domésticos como reservorios potenciales de la Leishmaniosis
han sido investigada desde el descubrimiento de esta enfermedad en Ameérica. El primer perro
infectado fue descrito por Pedroso en Brasil en 1913 y correspondi6 a una infeccién por L.
donovani (Pedroso, A. M., et al., 1913).

Debido a su elevada susceptibilidad a la infeccion por Leishmania spp. y por su residencia
coman en zonas endémicas, asi como por sus frecuentes actividades como cazador,
depredador solitario o simplemente como acompaiiante del hombre en sus actividades

selvaticas, el canino corre un gran riesgo de infectarse con Leishmania spp.

Histéricamente la enfermedad se ha diagnosticado en Estados Unidos de Norte América,
donde la mayoria de los casos que se diagnostican en animales que retornan de paises

mediterraneos donde la enfermedad es enzodtica (Bravo, L., et al., 1993).

En la patogenia del perro y del humano existe un mecanismo inmunopatogénico muy
importante en el desarrollo de la enfermedad. Debido al desarrollo de inmunocomplejos,
éstos se depositan en distintos drganos, como el bazo, higado, rifién, y de manera sistémica
en los vasos sanguineos, propiciando distintos cuadros clinicos caracteristicos de la
enfermedad (Biagi, F., et al. 1983).

El perro es el principal reservorio de L. infantum en el Medio Oriente y la cuenca
mediterranea, asi como de L. chagasi en América del Sur (Campino, L., et al., 2000). De

igual forma, como en el caso de los humanaos, la infeccion puede no causar signos en el corto
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plazo, que también ocurre en algunos caninos (Ferrer, L., et al., 1999), sin embargo, los

signos clinicos de la enfermedad se desarrollan con frecuencia.

El periodo de incubacion en la LC es variable. Se notifican intervalos entre dos y 25 meses
en formas subclinicas de LC experimental (Slappendel, R. J., et al., 1988; Oliveira, G. G. et
al., 1993).

En animales infectados de forma natural presenta periodos asintomaticos prolongados,
(Santos, G. M., et al., 2000). En Europa la LC representa un serio problema y se calcula que
alrededor de siete millones de perros se encuentran en riesgo de padecer la enfermedad
(Reithinger, R., et al., 2001).

Cuadro 1. Distribucion de las especies de Leishmania, las formas clinicas, vector y
reservorio comprobado o sospechoso en la transmision de esta enfermedad en los paises del
Continente Americano. Fuente: WHO - TRS 949 2010 - adaptacion - Leyenda: LC -
Leishmaniosis cutanea LM - Leishmaniosis mucosa LCD - Leishmaniosis cutanea difusa LV
- Leishmaniosis visceral * Caracterizacion realizada por el “Laboratorio de Pesquisa em
Leishmaniose - IOC-FIOCRUZ-Brasil”, ** Identificacion y Taxonomia realizada por el
Servicio de Entomologia del Ministerio de Salud de Guatemala.

. . . Forma Vector (probado o Reservorio Animal
FE EEEETE FEE: Clinica sospechoso) (probado o sospechoso)
Argentina L. guyanensis LC Desconocido Desconocido
L. amazonensis |LC Desconocido Desconocido
L.braziliensis
L. infantum LC, LM Lu. whitmani Perro
Lu. neivai
Lu. migonei
LV Lu. Longipalpis Perro
Belice L. braziliensis LC Lu. ovallesi Desconocido
L. mexicana LC Lu. olmeca olmeca |Heteromys spp., Nyctomys
spp., Ototylomys spp.,
Sigmodon spp., Oryzomys
spp.
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Bolivia L. braziliensis LC, LM. Lu. nuneztovari Desconocido
anglesi
Lu. carrerai
carrerai
Lu. llanosmartinsi
Lu. shawi
Lu. ayrozai
Lu. Yucumensis
L. amazonensis |LC, LCD Lu. flaviscutellata | Oryzomys spp.
L. infantum LV Lu. longipalpis Perro
L. guyanensis LC Lu. shawi Choloepus spp., Didelphis
spp., Tamandua spp.
L. lainsoni LC Lu. nuneztovari Agouti paca
anglesi
Brasil L.guyanensis LC Lu. umbratilis Choloepus spp.
Lu. anduzei Tamandua spp.
Lu.whitmani Didelphis spp., Proechimys
spp. Proechimys spp.
L.amazonensis |LC Lu. flaviscutellata | Oryzomys spp.
Lu.longipalpis Wiedomys spp.
L.braziliensis LC,LM Lu. whitmani Perro, Rattus rattus,
Lu. intermedia Akodon arviculoides
Lu. wellcomei Bolomys spp.
Lu. complexa Nectomis spp.
Lu. neivai Thrichomys spp.
Lu. edwardsi
Lu.migonei
L.infantum LV Lu. longipalpis Perro, Lycalopex
Lu. cruzi vetulus,
Lu. almerio Cedocyon thous
Lu.salesi Didelphis albiventris
L. lainsoni LC Lu. ubiquitalis Agouti paca
L.shawi LC Lu. whitmani Cebus apella, Chiropotes
satanus,
Nasua nasua, Bradypus
L.naiffi LC tridactylus

Lu. squamiventris
Lu. paraensis
Lu. amazonensis

Choloepus didactylus
Dasypus novemcinctus

33




Lu.ayrozai

L. lindenbergi LC
Desconocido Desconocido
Colombia L. braziliensis LC, LM Lu. spinicrassa Perro, Akodon spp.,
Lu. colombiana Micoureus demerarae,
Lu. pia Melanomys caliginosus,
Lu. towsendi Rattus rattus, Didelphis
L.panamensis marsupialis.
LC, LM Lu. trapidoi Perro
Lu. gomezi Choloepus hoffmanni
Lu. panamensis Metachirus nudicaudatus,
L. guyanensis Lu.yuilli Didelphis marsupialis,
Coendou spp.
LC, LM Lu. umbratilis Desconocido
L. colombiensis Lu. longifl ocosa
L. amazonensis
L. mexicana LC Lu. hartmanni Desconocido
L. infantum LC, LCD Lu. fl aviscutellata | Desconocido
LC Lu. columbiana Didelphis marsupialis
LV Lu. longipalpis Perro
Lu. Evansi Didelphis marsupialis
Costa Rica L. panamensis |LC, LM Lu. ylephiletor Bradypus griseus, Choloepus
Lu. trapidoi hoffmanni, Heteromys
desmarestianus
L. mexicana LC, LM, Lu. olmeca olmeca, |Desconocido
Lu. olmeca bicolor
L. braziliensis LCD Lu. youngi Desconocido
L. garnhami LC, LM Lu. youngi Desconocido
L. infantum LC Lu. longipalpis Perro
LV Lu. Evansi Didelphis marsupialis
Ecuador L. braziliensis LC, LM Desconocido Desconocido
L. panamensis | LC Lu. trapidoi Potus fl avus, Tamandua
Lu. hartmanni tetradactyla, Sciurus
Lu. gomezi vulgaris
Choloepus didactylus
L. guyanensis LC Desconocido Desconocido
L. amazonensis |LC, LCD Lu. fl aviscutellata | Sciurus spp.
L. mexicana LC,LCD Lu. Ayacuchensis | Desconocido
El Salvador L. infantum LV, LC Lu. longipalpis Perro
Lu. evansi*
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Estados L. mexicana LC, LCD Lu. anthophora Neotoma spp.
Unidos de Lu. diabolica
América L. infantum Desconocido | Desconocido Perro
Guatemala L. infantum LV Lu. longipalpis Perro
Lu. evansi**
L. panamensis |LC. LM Lu. ylephiletor Desconocido
Lu. panamensis
Lu. trapidoi
L. braziliensis LC, LM Lu. ovallesi Rattus rattus
Lu. panamensis
Lu. ylephiletor
L. mexicana LC, LCD Lu. olmeca olmeca | Desconocido
Honduras L. infantum LV, LC Lu. longipalpis Perro
L. panamensis |LC. LM Lu. ylephiletor Desconocido
Lu. panamensis
Lu. trapidoi
L. braziliensis LC, LM Lu. ovallesi Desconocido
Lu. panamensis
Lu. ylephiletor
México L. braziliensis LC, LM Lu. ovallesi Desconocido
Lu. cruciata
L. mexicana LC, LM, Lu. olmeca olmeca |Heteromys spp.
LCD Lu. cruciata, Nyctomys spp.
Lu. shannoni Ototylomys spp.
Sigmodon spp.
Peromyscus spp.
L. infantum LV Lu. longipalpis Perro
Lu. Evansi
Nicaragua L. infantum LV, LC Lu. longipalpis Perro
Lu. evansi
L. panamensis | LC Lu. trapidoi Desconocido
Lu. ylephiletor
Lu. cruciata
Lu. panamensis
L. braziliensis LC, LM Lu. panamensis Desconocido
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Panama L. panamensis |LC, LM Lu. trapidoi Choloepus hoffmanni
Lu. ylephiletor
Lu. sanguinaria
Lu. panamensis
Lu. gomezi
L. braziliensis LC Lu. panamensis Desconocido
L. colombiensis |LC Desconocido Choloepus hoffmanni
Paraguay L. braziliensis LC, LM Lu. whitmani, Desconocido
Lu. migonei,
Lu. intermedia
L. infantum LV Lu. Longipalpis Perro
Peru L. peruviana LC, LM Lu. peruensis Perro
Lu. verrucarum Didelphis albiventris
Lu. ayacuchensis Phyllotis andinum
Akodon spp.
L. lainsoni LC Lu. ubiquitalis Desconocido
L. amazonensis |LC Desconocido Desconocido
L. guyanensis LC, LM Desconocido Desconocido
L. braziliensis LC, LM, Lu. tejadai Desconocido
LCD Lu. Pesceli
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Venezuela L. braziliensis LC, LM Lu. ovallesi Desconocido
Lu. trinidanensis
Lu. spinicrassa
Lu. panamensis
L.colombiensis |LC Lu. panamensis Desconocido
Lu. gomezi
L.venezuelensis |LC, LCD Lu. olmeca bicolor |Desconocido
L.amazonensis LC, LCD Lu. fl aviscutellata | Desconocido
Lu. reducta
L. pifanoi
L. garnhami LCD Lu. fl aviscutellata | Desconocido
L. infantum LC Lu. youngi Desconocido
LV Lu. longipalpis Perro
Lu. evansi
Lu.pseudolongipalp
is
L. guyanensis
LC Desconocido Desconocido
Uruguay L. infantum LV Lu. longipalpis Perro
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1.Area de estudio
El presente estudio se realizd en cuatro zonas geograficas distintas dentro de la zona de
influencia de la Bidsfera de la Reserva Montes Azules (REBIMA), en el estado de Chiapas,
México. Caracteristicas de la zona como: clima, altitud, flora, fauna silvestre y precipitacion
anual, fueron determinantes por ser un nicho ecoldgico idéneo para gque subsista tanto el

vector como el parasito.
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Figura 10. Ubicacion de la Reserva de la Biosfera “Montes Azules” (REBIMA), en el
Estado de Chiapas, México.

El estado de Chiapas, México, tiene las condiciones necesarias para que pueda coexistir el
vector y los mamiferos susceptibles a infectarse (Becker, I., et al. 2005; Sanchez, G., et al.
2001), al inicio del estudio se advirtié de la presencia abundante de caninos domésticos
tanto en las zonas urbanas como en las zonas rurales del area de estudio, lo que pudiera
constituir un riesgo potencial de que estos animales estuvieran participando como

reservorios de la enfermedad.

Gracias a datos suministrados de la jurisdiccion sanitaria No. X quienes indicaron una serie

de municipios y localidades donde han existido casos de Leishmaniosis en humanos, es que
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se orientd la eleccion de localidades incluidas en el presente estudio (Comunicacion
personal del Dr. Gabriel Lopez Shirma, Coordinador de Salud Publica de la Jurisdiccion
Sanitaria No 1X): San Quintin, Ocosingo, San Sebastian, Barrio Nuevo, Santo Domingo,

Barrio Maya y Bonampak.

Cuadro 2. Datos poblacionales, socioecondmicos y geograficos de las localidades
muestreadas. *Secretaria de Desarrollo Social (SEDESOL).

Localidad  Poblacion* Gra_ldo de Ambito* Latitud Longitud
Marginacion*
San Quintin 1,732 Alto Rural 16.405556 -91.345833
Ocosingo 198,877 Muy Alto Rural 25.8905 -102.5405
San
- 144 Muy Alto Rural 17.408889 -92.997222
Sebastian
Barrio 2.170 Muy Alto Rural 16.9067 - 92.0939
Nuevo
Santo 1,584 Muy Alto Rural  17.026667  -91.417222
Domingo
Barrio 1,143 Muy Alto Rural 16.9067 -92.0939
Maya
Bonampak 36 Muy Alto Rural 25.8905 -102.5405

Por otro lado, se realiz6 la captura de vectores para posteriormente identificarlos y
clasificarlos, los muestreos de dipteros fueron realizado en los mismos sitios donde se
muestrearon a las macotas, las capturas se realizaron por la noche en un horario 20:00 a
24:00 hrs.
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Figura 11. Distribucion de las localidades dentro de la Zona de Influencia de la Reserva de
la Biosfera “Montes Azules” (REBIMA).

8.2. Permisos

Se tramitaron los permisos pertinentes para la “Colecta Cientifica” ante la SEMARNAT,
este permiso se refiere a autorizaciones de actividades que consisten en la captura, remocion
0 extraccion temporal o definitiva de material biolégico del medio silvestre (ejemplares,
partes y derivados), con propositos no comerciales, para la obtencion de informacion
cientifica bésica, integracion de inventarios, incremento de acervos de las colecciones
cientificas o con propositos de ensefianza (SEMARNAT, 2020), donde la Subsecretaria de
gestién para la Proteccion Ambiental, Direccién General de Vida Silvestre, Oficio No.
SGPA/DGVS/8054/19 autorizo dicha colecta cientifica, el cual se asigno a la bitacora
09/K6-0550/07/19.

En representacion de la CONANP en el sitio, el encargado de despacho de la Reserva de la
Bidsfera Montes Azules, el M.C. Sergio Montes Quintero autoriz6 el tramité CNANP-00-
007 a través del oficio con numero REBIMA/320/2019, “Aviso de investigacion con
manipulacién de flora y fauna”, haciendo cumplir con los articulos 85 y 87, todo con
fundamento en los articulos 72 fraccion 11 y 80 del reglamento Interior de la secretaria de
medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT).
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8.3.0btencion de muestras

Las muestras sanguineas son un instrumento complementario, en el diagnostico clinico en
la deteccion de enfermedades, especialmente en especies de compafiia, como lo es el canino
(Canis familiaris). La confiabilidad de los resultados puede ser multifactorial, entre otros
factores, desde la preservacion de la integridad de la sangre, hasta la estabilidad de los
elementos de la sangre, esto requiere de condiciones controladas en el manejo que incluyen

desde la toma de la muestra hasta la realizacion de los analisis (Rosato, et al., 2009).

Para la colecta se tomaron las muestras de sangre de la vena cefélica, utilizando el sistema
al vacio (Vacutainer®) y tubos al vacio y con EDTA concentracion 1mg/dl, como
anticoagulante. Posteriormente, las muestras se trasladaron al Laboratorio de Parasitologia
de la FMVZ, para su procesamiento. La cantidad de sangre extraida fue de

aproximadamente 5ml por ejemplar, de acuerdo con la concentracion del anticoagulante.

El tiempo transcurrido, entre la extraccion de la sangre y el arribo al laboratorio, no
sobrepaso los 8 dias. Durante este lapso, las muestras permanecieron en posicion vertical y
a una temperatura no mayor de 5° C. En el laboratorio, las muestras fueron colocadas en un

refrigerador a una temperatura constante de 4°C.

Una vez dentro del laboratorio de Genética se procedié a realizar la extraccion del ADN a
cada muestra de sangre con un kit comercial (One-4-All Genomic ADN Miniprep Kit. Bio
Basic®) a cada muestra de sangre y posteriormente se procesaron por la técnica de PCR
punto final, para poder determinar la presencia de ADN de Leishmania spp. utilizando un
protocolo de amplificacion elaborado por Rodgers, M. et al., 1990 y Reale, S. et al., 1999.

Cada muestra que se tomd se realizd con previo consentimiento del duefio por escrito y
firmando la carta responsiva. En ninglin momento se utiliz6 algin medicamento, sedante o
tranquilizante en el manejo de la mascota, durante el proceso de la toma de muestras
sanguineas, esto para reducir al maximo el sesgo que pudiera ocasionar en la muestra
sanguinea. Solo se utilizé elementos de contencion fisicos como bozales por precaucion de
los médicos voluntarios, sujecion firme del ejemplar para inhabilitar o reducir el
movimiento al minimo, durante la toma de muestras sanguineas, evitando todo tipo de
maltrato al ejemplar, todo el manejo del ejemplar se realiz6 siempre con el duefio presente,

obteniendo la muestra de sangre se liberaba el canino (Canis familiaris).
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Los caninos (Canis familiaris) incluidos en el presente trabajo fueron seleccionados
mediante un muestreo por conveniencia, estos animales segun lo referido no estuvieron
sujetos a programas de vacunacion ni desparasitacion, en su totalidad fueron animales

criollos.

A todos los animales incluidos, se les practico un examen clinico, registrandose en €l los

siguientes datos:

-Raza

-Edad

-Sexo

-Tamafo

-Complexion corporal

-Lesiones cutaneas

-Lesion mucocutanea

-Actividad de su mascota

-Historial veterinario (en caso de que existiera)

En el primero de los casos las lesiones cutaneas se dividieron en dos tipos, lesiones cutaneas
alopécicas (LCA) y lesiones cutaneas ulcerativas (LCU). Como LCA se incluyeron los
caninos que presentaron una disminucion en la cantidad y calidad de pelo en el cuerpo,
mientras que se consideraron como LCU, aquellas lesiones donde fue evidente la perdida de

tejido cutaneo.
8.4.Seleccion de la muestra

El grupo de estudio, estuvo conformado por caninos (Canis familiaris), con duefios y un
hogar de residencia, considerando como parametros de exclusion aquellos menores de dos
meses, perras en lactacion y perras en estado de gestacion. Las perras gestantes no fueron

incluidas para evitar generar estrés que podria ser perjudicial a su estado fisioldgico.

El tamafio de la muestra requerida que se calculd fue de 150 caninos (Canis familiaris),

considerando una prevalencia estimada del 11%.
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El tamafio de la muestra fue obtenido usando el programa WinEpi, versién 4.

Se formulo en base a la cantidad de habitantes del estado de Chiapas (HC) que fue de
5.217.908 (INEGI), la poblacion estimada de caninos (PC) en la Republica Mexicana
19.500.000 (FORBES) y por ultimo se tom¢ el dato de la poblacién total (PT) en México de
129.200.000 (INEGI) donde se utilizaron las siguientes formulas:

-PT/PC=CPH
129.200.00 / 19.500.000 = 6.62 caninos por habitante (CPH)
- (CPH) (HC) =(TCC)
(6.62) (5217908) = 34.542.550 total de caninos en el Estado de Chiapas

Asumiendo distribucion normal (simétrica)

En una poblacion de 34.542.550 individuos, y utilizando el calculo basado en una
distribucion normal, se debe seleccionar una muestra con al menos 150 individuos para
calcular una proporcion estimada de 11% con un error aceptado (o precision) de 5% y un

nivel de confianza del 95%.

8.5.Encuesta

Se aplico una encuesta a los propietarios, donde accedieron a que sus animales participaran
en el estudio. Dicha encuesta estuvo encuesta conformada de 16 preguntas, que tenian como
objetivo obtener informacion de los siguientes rubros: ubicacién del ejemplar, caracteristicas
de la poblacion, prevencion de enfermedades en el ejemplar y en el nucleo familiar,
conocimientos de la enfermedad de Leishmaniosis, observaciones clinicas y patolégicas de

los ejemplares muestreados (Anexo A).
8.6.Extraccion de ADN

De las muestras sanguineas obtenidas se utilizo un tubo al vacio con EDTA estéril, ya que
este reduce la degradacion del ADN, a todas las muestras obtenidas se les realiz6 extraccion
de ADN, usando el protocolo de extraccion que viene dentro del kit de ADN one-4-all
Genomic ADN Miniprep kit. (Bio Basic®).

8.6.1. PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN
One-4-All Genomic ADN Miniprep Kit. Bio Basic®
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Cuadro 3. Aplicaciones en las que se utilizo este kit comercial (Bio Basic®)

‘ Muestra Proporcion Resultado (ng)
Tejido animal 25 mg 5-15
Células 1-3X 1077 15-25
Sangre 50 — 100 pl 1-3
Bacterias 1ml 7-15

8.6.2. Datos de consideracion previo a la extraccion de ADN.

Este protocolo estd disefiado para purificar el total de ADN presente en las muestras
sanguineas. todos los pasos de centrifugacion se realizaron a temperatura ambiente (15°
C a 25°C) en una microcentrifuga.

Se compruebo que el buffer ACL y el buffer CL no tuviera precipitaciones de sal antes de
cada uso, si es necesario, para disolver el precipitado se elevd la temperatura de la solucién
a 56°C antes de utilizar. El buffer CE es 10 mM TRIS-HCL. EDTA de 0.5 mm, se puede

usar agua alcalina con un pH de 9.0 como elucion.

La solucion CW1 y la solucion CW2 se suministran como concentrados. antes de usar por
primera vez, se agregd 17ml / 34ml / 85ml ETANOL a 13ml / 26ml / 65ml solucion CW1;
21ml /42 / ml/105mI ETANOL a 9 ml /18 ml /45 ml solucion CW2, respectivamente.
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Figura 12. Flujograma detallado del proceso de extraccion a cada muestra sanguinea.
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8.6.3. Preparacion del extracto de ADN.
-Coleccion y almacenamiento de muestras.
Una vez obtenidas las extracciones, estas muestras se congelaron inmediatamente y
almacenaron a -20 °C. evitando la congelacion y descongelacion en repetidas veces, ya que

esto conduce a la degradacion del ADN.

Se recolecto la sangre en anticoagulantes como EDTA para evitar que la sangre se coagule.
Sin embargo, la heparina no se recomienda, ya que puede unirse al ADN durante la

purificacion e inhibir la amplificacion por PCR.

Después de la digestion de la proteinasa K, las muestras de tejido también se pueden
almacenar en el tampon ACL durante 6 meses a temperatura ambiente sin ninguna reduccion
en la calidad del ADN.

8.6.4. Cantidades de muestras

El rendimiento y la calidad del ADN genémico dependen de la cantidad de material de
partida. Es importante no excederse en la capacidad del tampén de lisis y la membrana. Se

uso la cantidad aconsejable de material de partida de la siguiente manera:

Cuadro 4. Cantidad de muestra sanguina a utilizar, para la correcta extraccion de ADN

(Bio Basic®)

Muestra Cantidad

Tejido Muscular 30 mg
Higado o cerebro 20 mg
Rifi6n o bazo 10 mg
Sangre de mamifero 100 pl
Sangre de ave 0 pez 10 pl
Cola de raton 1.2cm
Cola de rata 0.6 cm
Celulas cultivadas 5 X10"6
Bacterias 2 X 1079
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8.6.5. Protocolo utilizado (para sangre anticoagulada fresca o congelada)

e Se preparo la solucién de PBS: cloruro de sodio 150 mM, fosfato de potasio 50 mM, pH
=7.2.

-Cosas que se hicieron antes de comenzar

e EIl Buffer CL, se calento a 56°C para disolver antes de usar.
e Lasolucion CW1y la solucién CW2 fueron diluidas.
e Se precalento el bafio maria y el agitador magnético a 56°C.
8.6.6. Procedimientos
1.- Se preparo la muestra (sangre)
la. Se tomaron 20 pL de proteinasa K en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml o 2 ml. Se

afiadio 100 uL sangre anticoagulada. Se ajusto el volumen a 220 pL con soluciéon de PBS, se

continuo con el paso 2.

v" La muestra no se utilizé inmediatamente para la extraccién de ADN gendémico, se almaceno a -80
o
C.
v' Se evito la congelacién y descongelacion repetidas de las muestras almacenadas, ya que esto
pudo conducir a la degradacion del ADN.

2.- Se agrego 200 pL de Buffer de CL a la muestra y se mezclo bien mediante agitacion

vorticial. Postreriormente se incubo a 56°C durante 10 min.

v' Se uso el vértice ocasionalmente durante la incubacién para dispersar la muestra.

3.- Se agrego 200 pL de etanol (96-100%) y se mezclo nuevamente.

4.- Se transfirio la mezcla del paso 3 (incluyendo cualquier precipitado) a la columna de
centrifugado EZ-10 colocada en un tubo de coleccion de 2 ml. Y se centrifugo a 12,000 RPM
por 1 min. Se desecho el flujo continuo.

5.- Se afladio 500 pL de solucion CW1 y centrifugo durante 1 minuto a 12,000 RPM.
Desechandose el flujo continuo.

6.- Se afiadio 500 pL de solucion CW2 y centrifugo durante 1 minuto a 12,000 RPM.

Desechando el flujo continuo.
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7.-Se coloco la columna vacia en el tubo de recoleccion y se centrifugo durante 2 minutos a
12,000 RPM, para secar la membrana. Desechando el flujo y transfieriendo la columna de
centrifugado a un tubo de centrifuga limpio de 1.5 ml. Se incubo la columna de centrifugado
abierta a temperatura ambiente durante 2-3 minutos hasta que el etanol se haya evaporado

por completo.

v' Se seco la membrana de la columna de rotacién EZ-10, ya que el etanol residual puedo interferir
con las reacciones posteriores.

8.- Se afiadio 50 - 100 uL de Buffer CE directamente a la parte central de la membrana.
incubar a temperatura ambiente durante 2 min, y luego se centrifugo durante 2 min a 12,000
RPM para eluir el ADN.

v' Se calento el Buffer CE a 60 ° C aumentando la eficiencia de elucion.
v' Para una concentracion maxima de ADN, se uso el eluato en el tubo de microcentrifuga para un
segundo paso de elucion.

El concentrado obtenido por cada muestra fue transferido, en esterilidad, a tubos ependorf

de 1.5 ml y almacenadas a -20°C hasta la realizacion de PCR punto final.

8.7. Cebadores

El blanco para el cual fueron seleccionados los cebadores empleados en el presente trabajo
fue el ADN del del kinetoplasto (ADNk), material genético que se almacena en la
mitocondria del parasito (kinetoplasto), que es una regién conservada (Pilatti, M. et al.,

2009). Los oligonucleotidos fueron adquiridos de la compafiia Bio Basic Canada Inc.
8.8. Eleccion del blanco de amplificadores

La deteccion molecular del patégeno considerado en el presente estudio, se realiz6 basandose
en los protocolos publicacados por Rodgers, M. et al., 1990 y Reale, S. et al., 1999. Los

oligonucle6tidos que se utilizaron en el presente estudio fueron:

e Oligonucleotido 13a ( de 18 pb,5'a3") GTG GGG GAG GGG CGT TCT
e Qgilonucleotido 13b (de 21 pb, 3'a5") ATT TTA CAC CAACCC CCAGTT
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8.9. Amplificacién de ADN de Leishmania spp.

La secuencia amplificada por los cebadores usados de un producto de 116pb y esta se
encuentra registrada en la base de datos frl GeneBank con la clave AJ131633 por Reale et
al., 1998.

El programa de amplificacion que se utilizd para el presente estudio fue de una
desnaturalizacion inicial a 95°C durante dos minutos, seguida de 28 ciclos, de alternancias
de temperatura, un periodo de desnaturalizacion a 94°C por un minuto, un periodo de
hibridacién de los oligonucleétidos al ADN a 64°C durante 1 minuto, un periodo de

elongacion a 72°C durante 1 minuto.
8.10. Electroforesis en gel de agarosa

Se utilizo agarosa (grado analitico) a una concentracion de 1.5%.
8.11. Control positivo

El control positivo que se utilizo fue ADN gendmico de Leishmania infatum, fue
proporcionado por el Dr. Vicente Larraga Rodriguez de Vera, del Laboratorio de
Parasitologia Molecular del Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB), dentro del Consejo

Superior de Investigaciones Cientificas de Espafa.
8.12. Analisis estadistico

La prevalencia de los casos positivos para Leishmania spp. en caninos (Canis familiaris) se

expreso en porcentaje.

El analisis de los datos consistié en un analisis con Métodos No Paramétricos: Ji-Cuadrada
y Prueba de Suma de Rangos Wilcoxon (también conocida como Mann-Whitney). Las
pruebas son apropiadas para muestras independientes, ya que en este estudio el nimero de

muestras por zona fue diferente.

En el caso de la Ji-Cuadrada fue usada para determinar diferencia estadistica (P < 0.05) en
términos generales para la reserva de los casos positivos y negativos; y la prueba Wilcoxon

para detectar la diferencia estadistica (P < 0.05) entre pares de las zonas (Avs B, Avs C, A
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vs D, B vs C, Bvs Dy C vs D). El software SPSS se usé para el analisis de las pruebas

pertinentes.
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9. RESULTADOS

9.1. Pablacién canina

Las muestras obtenidas en las localidades se distribuyeron de la siguiente forma: 32 muestras
pertenecientes a la localidad de San Sebastian (Zona A), 51 muestras a la localidad de Barrio
Nuevo (Zona B), 44 muestras a las localidades de Santo Domingo, Barrio Maya y Bonampak

(Zona C) y 23 muestras de la localidad de San Quintin (Zona D).

El 46.2% de los caninos con resultados positivos fueron hembras (Canis familiaris) y el
53,8% restante, machos. El 44.8% de la poblacién canina (Canis familiaris) positiva estuvo
conformada por perros criollos jévenes con un rango de edad de 1 a 3, que cumplian la
funcién de guardianes de las viviendas, por lo que eran mantenidos fuera de ellas durante la

noche.

Resultados de cada zona muestreadas

35

30

25

20

15

10

Zona A Zona B Zona C Zona D

[ Positivos Negativos

Figura 13. Distribucion de los caninos (Canis familiaris) positivos para paréasitos del
género Leishmania spp. divididos por zonas.
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9.2. Prevalencia de infeccion por Leishmania spp.

En la Zona A de estudio conformada por la localidad de San Sebastian, se tomo un total de
32 muestras de las cuales se obtuvieron 10 muestras positivas y 22 negativas dando un
porcentaje de prevalencia del 31%.

En la Zona B de estudio conformada por la localidad de Barrio Nuevo, se tomé un total de
51 muestras de las cuales se obtuvieron 30 muestras positivas y 21 negativas dando un

porcentaje de prevalencia del 59%.

En la Zona C de estudio conformada por las localidades de Santo Domingo, Barrio Maya y
Bonampak, se tomaron un total de 44 muestras de las cuales se obtuvieron 16 muestras

positivas y 28 negativas dando un porcentaje de prevalencia del 36%.

En la Zona D de estudio conformada por la localidad de San Quintin, se tomé un total de 23
muestras de las cuales se obtuvieron 11 muestras positivas y 12 negativas dando un

porcentaje de prevalencia del 48%.

Cuadro 5. Distribucién de prevalencia por cada zona de estudio.

Zona de Total, de - . %
. Positivos Negativos .
estudio muestras prevalencia
A 32 10 22 31%
B 51 30 21 59%
C 44 16 28 36%
D 12 11 12 48%
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Figura 14. PCR punto final, en la imagen se observan 7 muestras en total, de las cuales
solo 5 muestras amplificaron para Leishmania spp. y en las otras dos muestras se aprecian
negativas a la presencia de ADN de Leishmania spp. MPM: marcador de peso molecular.

Analizando el total de las 150 muestras que se obtuvieron, 67 muestras resultaron positivas
y un total de 83 muestras fueron negativas dando un 45 % y 55% respectivamente de

prevalencia de muestras positivas y negativas a este parasito.

9.3.Relacién de los resultados positivos con los signos clinicos de leishmaniosis, edad,

sexo, talla y complexion fisica de los caninos (Canis familiaris).

El andlisis de los datos de los signos clinicos indicativos de leishmaniosis canina respecto al
resultado positivo para Leishmania spp., demostrd que la presencia no esta relacionada de
forma directa con la infeccion por Leishmania spp.; de hecho, existe una mayor probabilidad
de encontrar individuos positivos para Leishmania spp. siendo asintomaticos, esto lo
pudimos constatar al ver en campo a los caninos y contrastando los resultados con las pruebas

obtenidas en el laboratorio.
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Signos clinicos caracteristicos de leishmaniosis en
caninos con resultados positivos en PCR

M Presencia de Signos Clinicos m Ausencia de Signos Clinicos

Figura 15. Caninos con signos clinicos caracteristicos de Leishmaniosis y que resultaron
resultado positivo al PCR.

Figura 16. Toma de muestra sanguinea a canino (Canis familiaris) sin la sintomatologia
aparente de Leishmaniosis canina.
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Cuadro 6. Signos clinicos caracteristicos de leishmaniosis que se presentaron en caninos
muestreados.

Signos clinicos Resultado (%)

Caquexia 20%
Onicogrifosis 7%
Alopecia 90%
Lesiones cutaneas 40%

El 10 % (15/150) de los caninos (Canis familiaris) estudiados presentd, al menos, un signo
clinico de leishmaniosis canina; los mas prevalentes fueron caquexia 20% (3/15),
onicogrifosis 7 % (1/15), alopecia 90 % (13/15) y, en menor medida lesiones cutaneas 40 %
(6/15). En el 80 % (12/15) de los caninos (Canis familiaris) sintomaticos se detectdé ADN

de Leishmania spp., (véase gréafico 3).

Figura 17. Canino (Canis familiaris) con la sintomatologia aparente de Leishmaniosis
canina, (presentd Caquexia, alopecias, lesiones cutaneas y onicogrifosis) y al procesar la
muestra por PCR, tuvo resultado positivo para Leishmania spp.

El 44,8 % de la poblacion positiva estaba entre los 12 y los 36 meses de edad. Debido a que
la mayor parte de la poblacion canina pertenecia a ese intervalo de edad, se evalud si existia
diferencia entre este grupo compuesto de poblacion juvenil y los grupos de mayor edad
(intervalos de 1 a 12, 12 a 36, 36 a 60 y mayores de 108 meses); este analisis permitié hallar
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una relacion significativa entre los perros de 12 a 36 meses de edad y la infeccion por

Leishmania spp. (figura 18).

Variacion de las edades en los caninos

H1-12meses MW1-3afos M3-5anos Mayor de 5 afios

Figura 18. Variacion de las edades de los caninos (Canis familiaris) positivos a
Leishmania spp.

El 49,3 % de la poblacion positiva en caninos (Canis familiaris) fue de talla de tamafio
pequefia. Debido a que la mayor parte de la poblacion canina pertenecia a ese intervalo de
talla, se evaluo si existia diferencia entre este grupo compuesto de diferentes tallas de tamafio
(intervalos de tallas: pequefia, mediana, grande y extra grande); este analisis permitié hallar
una relacion significativa entre los perros de talla pequefia y la infeccion por Leishmania spp.
(figura 19).

Talla de caninos positivos

4.5%

M 33 Pequefio M 20 Mediano ® 11 Grande 3 Extra Grande

Figura 19. Variacion de las tallas de tamafio de los caninos (Canis familiaris) positivos a
Leishmania spp.
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También se evalud la complexion fisica de la poblacion positiva en caninos (Canis familiaris)
siendo la complexién normal las mas encontrada con un 77.5%. Debido a que la mayor parte
de la poblacion canina pertenecia a ese intervalo de complexion, se evalu6 si existia
diferencia entre este grupo compuesto de diferentes complexiones fisicas (intervalos de
complexién: delgadez extrema, delgada, normal y obesidad); este analisis permiti6 hallar una
relacion significativa entre los perros complexion normal y la infeccidn por Leishmania spp.
(figura 20).

Complexion fisica de los caninos positivos

1.5%

M 4 Delgadez extrema M 10 Delgadada ™52 Normal &1 Obesidad

Figura 20. Variacion de las complexiones fisicas de los caninos (Canis familiaris) positivos
a Leishmania spp.

El 53,8 % de la poblacion positiva en caninos (Canis familiaris) fue de sexo masculino.
Debido a que la mayor parte de la poblacion canina pertenecia a ese intervalo sexo, se evalud
si existia diferencia entre estos des grupos, este analisis permiti6 hallar una relacion
significativa entre los perros de sexo masculino y la infeccion por Leishmania spp. (figura
21).
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Sexos en caninos positivos

B 36 Macho ™31 Hembra

Figura 21. Variacion de los sexos en los caninos (Canis familiaris) positivos a Leishmania
spp.
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9.4.Andlisis estadistico

En el analisis estadistico se utilizaron dos pruebas la primera fue la prueba de Chi-cuadrada

que indico en términos generales, que existio una diferencia (p<0.05) estadistica entre las

zonas de esta region en los casos positivos y negativos de las zonas A, B, C y D. Por lo cual

se rechaza Ho y se demuestra que existe diferencia estadistica entre las zonas de esta region.

301

25

Muestras

15

101

201

Chi-cuadrada

Zonas

Zona A San Sebastian
Variable Zona B Barrio Nuevo
—&#— Pasitivo
—B— Negativo Santo Domingo,
Zona C Barrio Maya,
Bonampak
Zona D San Quintin
P. value
0.001

Figura 22. En esta grafica se muestra la diferencia significativa entre los casos positivos y
negativos de las diferentes zonas muestreadas. (Ho: Las muestras no difieren entre las

zonas, Ha: Las muestras difieren entre las zonas).

Dentro del analisis estadistico del estudio presente, se utilizd la prueba de Mann-Whitney,

donde esta prueba no paramétrica precis6 (p<0.05) donde existieron mas casos negativos

(menos riesgo) y por ende la zona con un aumento en casos positivos; que en el presente

trabajo fue la zona B y D, por lo tanto, el nivel de significancia de 0.05, indica que se rechaza

la Ho y se concluye que el numero de muestras negativas y positivas tienen una diferencia

estadistica entre las zonas muestreadas.

59



Prueba de Mann-Whitney
Mormal

Variable

= Resultada_a Zonas |P. value
== Resultado B

F==4 Resultada_C

=1 Resultado_D A = B 0003

Media DesvEst. N

02703 04502 37 A-C 0.010

06216 04317 37

05676 05022 37 A-D 0.557

03333 04776 39

Densidad

B-C | 0.643
B-D | 0.013
C-D | 0.042
Datos
O=Negative
1=Positivo

Figura 23. En esta grafica se muestra el nivel de significancia de 0.05, indica que se
rechaza la Ho y se concluye que el niUmero de muestras negativas y positivas tienen una
diferencia estadistica entre las zonas. (Ho: Las muestras no difieren entre las zonas, Ha: Las
muestras difieren entre las zonas).
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10. DISCUSION

Las leishmaniosis es una enfermedad de transmision vectorial con gran diversidad de
parésitos, reservorios y vectores involucrados en la transmisién. Son causadas por diferentes
especies de protozoos del género Leishmania spp. y se transmiten a los animales y humanos
a través de la picadura de insectos de la subfamilia Phlebotominae (Leishmaniosis Sistema
Regional de Informaciones de Leishmaniosis de la OPS/OMS, 2017).

La problemaética en torno a esta enfermedad, radica entre otras cosas en la escasez de datos
epidemioldgicos y falta de medidas de control efectivas sobre los insectos vectores (Galati,
E., etal. 2003).

La dispersion acelerada de las leishmaniosis hacia distintas regiones y escalas ecoldgicas
(ecozonas, biomas y ecotopos) podria explicarse a través de la dinamica poblacional de los
dos principales hospedantes, humanos (leishmaniosis humana [LHum]) y caninos
(leishmaniosis canina [LCan]) (Ready, P. D., 2008).

Los resultados del presente estudio demuestran que, en la localidad de San Quintin, Chiapas
existe una prevalencia positiva a Leishmania spp. del 48 % de la poblacion canina analizada
en este estudio. Esto se podria atribuir a que los caninos (Canis familiaris) residentes en estas
zonas selvaticas estan mas expuestos a contraer la leishmaniosis. Esto podria explicar el alto
porcentaje de caninos (Canis familiaris) positivos, los cuales se encuentran permanentemente
expuestos a la picadura del insecto vector, como dato adicional en este sitio se capturaron

ejemplares de Phlebotominae con la trampa Shannon (resultados no publicados).

Varios caninos (Canis familiaris) positivos para Leishmania spp. presentaron uno 0 mas
signos clinicos de la enfermedad, el mayor porcentaje de estos fue asintomatico. Existen
trabajos en donde se ha demostrado la que una gran proporcion de animales infectados
permanecen asintomaticos, como lo observado en el presente trabajo donde el 82% de los
animales fueron asintomaticos lo que concuerda con lo reportado por Ferrer en 1999 (Ferrer,
L.1999).
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Cabe sefalar que el desenlace de la infeccidn, asi como la aparicién de signos clinicos de la
enfermedad esta fuertemente influida por la respuesta inmune (Kramer, L., Calvi, L. E., &
Grandi, G., 2006).

Un aspecto a considerar es que los signos clinicos de la Leishmaniosis canina (LC) en alguna
etapa del curso de la enfermedad pueden ser similares a los de otras enfermedades (Ferrer,
L. 1999; Oliveira, T. M., et al. 2008) por lo que el basarse solo en los signos clinicos no

constituye una herramienta fiable en el diagnostico.

A pesar de encontrar una baja presencia de signos clinicos caracteristicos de la leishmaniosis
en los animales evaluados, los resultados obtenidos, demostraron que no hay asociacion entre
la presencia y ausencia de las manifestaciones clinicas y la positividad a las pruebas
diagndsticas (Romero, M., et al. 2008), esto pone de manifiesto que se estaria llevando al
sacrificio a caninos no infectados, pero también que no se estaria detectando una proporcion
de animales infectados, que se convierten en fuentes de infeccion para la poblacion canina'y
humana (Shadomy, S. V., et al. 2004). Todo esto, desde luego, interfiere en la evaluacion del
impacto de las medidas de control en Salud Publica que deberian mostrar una disminucion

en cifras ya sea de la incidencia o de la prevalencia de la leishmaniosis canina.

El incremento de las tasas de infeccion por Leishmania spp. en caninos (Canis familiaris)
(Zona A 31%, Zona B 59%, Zona C 36% y Zona D 48%) de en las localidades muestreadas
dentro de la Zona de Influencia de la Reserva de la Biosfera Montes Azules,
indiscutiblemente muestra un alza en las tasas de prevalencia de leishmaniosis canina
(Becker, 1., et al. 2005).

Por lo tanto, la poblacién se encuentra en un riesgo latente ya que la urbanizacion y desarrollo
agricola conllevan cambios en el nicho del vector incrementando la exposicion de caninos
(Canis familiaris) y humanos con el mismo, esto ha empezado a originar la aparicion de casos
de LC en zonas periurbanas (Sanchez, L., et al. 2010) y LV en zonas urbanas (Pastor, J. A.,
et al. 2012). Hay que tener en cuenta que el mayor numero de reportes de leishmaniosis
humana provienen del sureste de la republica (Javier, S. A. E., et al. 2014).
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11. CONCLUSION

Considerando los resultados de la presente investigacion se puede concluir lo siguiente:

1. Se demostro la presencia y la prevalencia de protozoos del género Leishmania spp. en
caninos (Canis familiaris) con duefios, dentro de la Zona de Influencia de la Reserva de la

Biosfera Montes Azules.

2. Dentro de la Zona de Influencia de la Reserva de la Biosfera Montes Azules,
particularmente en las localidades de San Sebastian, Barrio Nuevo, Santo Domingo, Barrio
Maya, Bonampak y San Quintin existen poblaciones caninas que pueden actuar

potencialmente como reservorio de la enfermedad de leishmaniosis.

3. La técnica de PCR, a partir de muestras sanguineas permite detectar la presencia del
parasito en poblaciones caninas, por lo que pudiera ser una herramienta util para estudios
epidemioldgicos e identificar focos de transmision activa que permitan establecer estrategias

de control de la enfermedad.

4. Es poco viable establecer un diagnostico definitivo, basdndose Unicamente en los signos
clinicos caracteristicos de la Leishmaniosis canina, ya que puede ser otro el agente causal

como; Ehrlichia canis, Tripanosoma cruzi o alguna alteracion inmunoldgica.
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12. RECOMENDACIONES

1. Se debe de fomentar la supervision y atencién por parte de las autoridades competentes
para poder controlar al vector y a sus reservorios, difundir informacion sobre esta enfermedad
ocasionada por la Leishmania spp. ya que en la encuesta aplicada a los duefios de los caninos

(Canis familiaris) méas del 80% desconocia la enfermedad.

2. Las dependencias encargadas en la Salud Publica, de los tres niveles de gobierno deben
vigilar los cambios epidemiol6gicos, debido a los cambios bioldgicos, climaticos y

antropogénicos que varian y esto pone en riesgo a toda la poblacion.
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ANEXO A

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

MAESTRIA EN CIENCIA ANIMAL
ENCUESTA TESIS DE LEISHMANIA

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

A

\

i

MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

‘ Ubicacion: ’_‘ Muestra No.: ‘ ‘ Fecha:

Nombre del duefio de la mascota:

Algun tipo de contacto:

1.- Tamarfio de la mascota

a) Pequerio ‘ b) Mediano ‘ c) Grande ‘ d) EG
2.- ¢Qué edad tiene su mascota
a) 1-12 meses ‘ b) 1 -3 anos ‘ c) 3-5afios ’ d) Mayor de 5 afios
3.- éSexo de la mascota?
a) Hembra ‘ b) Macho
4.- Complexion corporal
a) Delgadez extrema ‘ b) Delgada ‘ c) Normal ‘ d) Obesidad

5.- ¢ Presenta alguna lesién cutdnea?

a) Si ‘ b) No
6.- ¢ Presenta alguna lesion mucocutanea?

a) Si | b) No
7.- éSu mascota sale fuera de su casa/terreno?

a) Si | b) No
8.- éSu mascota tiene acceso al interior de su casa?

a) Si | b) No
9.- ¢Alguna vez a vacunado o llevado a su mascota con un MVZ?

a) Si | b) No
10.- éSu mascota estd castrada/OVH?

a) Si ‘ b) No
11.- ¢Ud. Conoce la enfermedad "Leishmaniosis"?

a) Si ‘ b) No
12.- éPor qué medio se ha enterado o escuchado de esta enfermedad?

a) Sector .
salud/Triptico b) Televisidn c) Internet | d) Nunca la escuche

‘ 13.- éHa conocido a alguien que se enfermara por leishmaniosis?
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‘ a) Si ‘ b) No

14.- iSegln su perspectiva en que temporada del afio hay mayor presencia de mosquitos (mosca chiclera,
palomilla o papalotilla)?

a)Ene.-Mar. | b) Abr. - Jun, | ¢)Jul.-Sep. |d)Oct. - Dic.

15.- ¢ Utiliza algun repelente para Ud. o su casa?

a) Si | b) No

16.- ¢ En caso que la respuesta sea afirmativa indique cual?
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ANEXO B

Ejemplares de Phlebotominae, capturados en San Quintin, Chiapas.
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