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“Es cierto que el mundo está colmado de peligros, y que hay en él muchos sitios lóbregos, 

pero hay también  muchas cosas hermosas, y aunque en todas partes el amor está unido 

hoy a la aflicción, no por eso es menos poderoso” 

J. R. R Tolkien 
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1. Resumen 

 

La leishmaniosis es una parasitosis de impacto a nivel mundial, ya que según 

estimaciones recientes, las leishmaniosis afectan a aproximadamente 12 millones de 

personas en todo el mundo, con un incremento anual de 2 millones de personas (OMS, 

2018). En la transmisión de ésta enfermedad participan numerosas especies animales 

domésticas y silvestres, el hecho de que diversas especies animales puedan estar 

implicadas en la transmisión de la enfermedad, hace necesario estudiar la presencia del 

parásito en los posibles hospedadores para poder efectuar estrategias de control 

efectivas.   

El estado de la República Mexicana que  ha presentado el mayor número de reportes de 

leishmaniasis  es Tabasco (Carrada et al., 2014), en donde existen diversos espacios 

turísticos en donde los visitantes locales y foráneos pueden tener interacciones cercanas 

con el vector así como con posibles hospedadores de Leishmania sp. 

La existencia de una parasitosis por Leishmania sp. fue estudiada en una población de 30 

coatíes (Nasua narica) y 9 mapaches (Procyon lotor) que se encuentran en semi-

cautiverio en el parque-museo La Venta, Tabasco, donde la leishmaniasis cutánea es una 

enfermedad endémica. De las muestras recolectadas de pelo y sangre de los prociónidos, 

fue extraído el ADN para amplificar una región de 120 pb, mediante PCR punto final: El 

46.66% de los coatíes y el 22.22% de los mapaches presentaron resultados positivos a la 

amplificación del fragmento del ADN de interés. 

Los resultados del presente trabajo fueron contrastados con los hallazgos de un estudio 

previo en donde se realizó la determinación de anticuerpos anti-Leishmania: todos los 

mapaches con resultados positivos en PCR fueron seropositivos, mientras que ninguno de 

los coatíes con resultado positivo en PCR tuvieron resultados positivos en serología. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 
 

2. Introducción 

 

El ecoturismo, la exploración y un sinnúmero de actividades variadas han aumentado el 

contacto entre las poblaciones humanas, el ambiente y la fauna silvestre, lo cual 

representa un riesgo potencial para la adquisición de enfermedades zoonóticas, incluidas 

las de tipo parasitario como la leishmaniosis, enfermedad causada por protozoarios 

pertenecientes al género  Leishmania; ”transmitida por insectos flebótomos y, cuyo amplio 

rango de manifestaciones clínicas dependen de la especie  de Leishmania, el grado de 

virulencia y el estado inmunológico del hospedador” (Gupta et. al, 2013, p. 156). 

La leishmaniosis se contempla dentro de las enfermedades parasitarias más importantes 

ya que, según estimaciones recientes, afecta aproximadamente a 12 millones de 

personas en todo el mundo (OMS, 2018). En México, la leishmaniosis es considerada 

como una enfermedad desatendida o rezagada que afecta a los sectores más vulnerables 

y marginales de la sociedad.  

En nuestro país existen diversos sitios enfocados al turismo ecológico, entre ellos el 

parque ecológico La Venta, ubicado en el estado de Tabasco, mismo que se incluye en 

las 13 entidades federativas entre las que se distribuye la población en riesgo de 

adquisición de  leishmaniosis (CENAPRECE, 2015, p. 7). Este parque abrió sus puertas al 

público el 4 de marzo de 1958 con el objetivo de proteger, investigar y exhibir las piezas 

arqueológicas de la cultura olmeca así como los animales silvestres que ahí hallan 

resguardo. En el parque La Venta se encuentran numerosas especies que en otros países 

se han confirmado como hospedadores de Leishmania: entre ellos, jaguar (Panthera 

onca) confirmado como hospedador de L. infantum en Brasil (Dahrough et al., 2010), 

mono araña (Ateles paniscus) confirmado como hospedador de L. amazonensis en Brasil 

(Lima et al., 2012), mapache (Procyon lotor) (Roque y Jansen, 2014) y coatí (Nasua 

nasua) confirmado como hospedador de L. Shawi  en Brasil (Lainson et al., 1989). Es 

importante mencionar que la especie de coatí presente en este sitio es Nasua narica. 

Tanto mapaches como coatíes se encuentran con acceso libre a cualquier área, teniendo 

un contacto más cercano con los turistas que frecuentan el parque.  

El parque ecológico La Venta, a diferencia de muchos sitios naturales turísticos, se 

encuentra en el corazón urbano de la capital del Estado de Tabasco. Es un sitio en el que 

piezas arqueológicas monumentales, originales, de gran importancia para la cultura 

Olmeca, se exhiben en su nicho ecológico original, rodeadas de árboles ancestrales y 
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flora selvática que se han preservado con toda la intención de ofrecer al visitante el mayor 

acercamiento posible a las condiciones de flora y fauna en que estas culturas se 

desarrollaron. Las condiciones de humedad y temperatura del parque ecológico son 

propicias para el desarrollo de vectores transmisores de leishmaniosis, y aun cuando 

cuentan con programas de fumigación para el control de vectores, en la leishmaniosis, se 

han descrito también otras formas de transmisión de esta parasitosis como transmisión 

vertical, particularmente transmisión transplacentaria y, a través del contacto con sangre 

de un organismo infectado, como puede ser a través de las heridas ocasionadas durante 

peleas o cacerías intra- o entre- las especies que conviven en el parque. 

Cabe mencionar que existen escasos estudios en lo relativo al tema de la fauna del 

parque La Venta, Tabasco (Isaak-Delgado et al., 2013; Rovirosa et al., 2012). Por tal 

motivo resulta de suma importancia determinar la prevalencia del protozoario Leishmania 

en las especies silvestres que habitan el parque. Tal evaluación permitiría identificar no 

sólo la presencia del parásito en la fauna silvestre del parque, sino también la existencia 

de un riesgo de adquisición de la parasitosis al que se expone la población local y foránea 

al visitarlo y llamaría la atención a intensificar los programas de fumigación para el control 

de vectores en el parque museo.  

En un estudio previo (aún en proceso), se efectuó la determinación de anticuerpos anti-

Leishmania mediante la técnica de ELISA en muestras de sangre de mapaches y de 

coatíes habitantes del parque La Venta, Tabasco. Sin embargo hay que recordar que la 

presencia de dichos anticuerpos no confirma la existencia de una parasitosis activa en el 

momento de la captura de los mamíferos estudiados. Por esta situación, se decide buscar 

la presencia del parásito en muestras biológicas de dichos mamíferos, a través de la 

identificación de ADN de Leishmania sp. por medio de la técnica de PCR punto final. 

Se ha seleccionado como una de las muestras biológicas el pelo ya que algunos estudios 

han demostrado que a través de su análisis se ha podido confirmar la infección por 

Leishmania sp. en animales infectados natural (Muñoz-Madrid et al., 2013) y 

experimentalmente (Iniesta et al., 2013). Este enfoque, reciente y novedoso conlleva un 

gran valor diagnóstico ya que ha permitido la detección del parásito inclusive cuando la 

muestra han sido expuesta a altas concentraciones de sales, altas temperaturas e incluso 

a radiación (Muñoz-Madrid et al., 2013, p. 707), condiciones que usualmente generan 

interferencias.   
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3. Marco teórico 

 

3.1. Agente etiológico 

3.1.1 Taxonomía 

La taxonomía de Leishmania sp. se basa en el uso de múltiples características, las más 

aceptadas son: la evaluación por isoenzimas (zimodemas), por anticuerpos monoclonales 

específicos (serodermas), la hibridación del ADN del cinetoplasto (esquizodemas) y “el 

comportamiento biológico de Leishmania sp. principalmente en el intestino del vector”  

(Apt, 2013, p. 298). La clasificación taxonómica según lo establecido por Levine et al. 

(1980) es: 

Reino: PROTISTA (Haeckel, 1866) 

Subreino: PROTOZOA (Goldfuss,1817) 

Filo: SARCOMASTIGOPHORA (Honigberg-Balamuth, 1963) 

Subfilo: MASTIGOPHORA (Deising,1866) 

Clase: ZOOMASTIGOPHOREA (Calkins, 1909) 

 Orden: KINETOPLASTIDA (Honigberg, 1963; modificado por Vickerman, 1976) 

Suborden: TRYPANOSOMATINA (Kent, 1880) 

Familia: TRYPANOSOMATIDAE (Doeflein, 1901) 

Género: Leishmania (Ross, 1903) 
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3.1.2 Estados de desarrollo 

El parásito Leishmania presenta dos estados de desarrollo durante su ciclo de vida, el 

cual “transcurre en el intestino de los insectos vectores y en los tejidos de un hospedador 

vertebrado” (Apt, 2013, p. 298). 

3.1.2.1 Amastigote 

Es la forma intracelular en las células del sistema fagocítico mononuclear en el 

hospedador mamífero (figura 1); “tiene forma ovoidea o esférica, mide de 2 a 5 µm de 

diámetro, presenta membrana, citoplasma, núcleo esférico y compacto con cromatina 

granulosa, cinetoplasto de forma bacilar y rizoplasto que se convertirá en el flagelo en el 

siguiente estado de desarrollo” (Tay et al., 2002, p. 324). 

 

Figura 1. Amastigotes de Leishmania tropica en un extendido de biopsia de úlcera en piel. Se 

observan los amastigotes siendo liberados de un macrófago. Tomado de Centers for Disease 

Control and Prevention, 2013. 

 

2.1.2.2 Promastigote 

“Es fusiforme, de 16 a 18 µm de longitud, su núcleo es central y el blefaroplasto está en 

posición muy anterior al núcleo, de donde emerge un flagelo que sale del parásito en la 

porción anterior sin formar membrana ondulante (figura 2 y 3); esta fase se encuentra en 

el insecto vector” (Tay et al.,  2002, p. 324). 
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Figura 2. Promastigotes de Leishmania sp. obtenidos de cultivo. Se observan numerosos 

promastigotes teñidos con tinción de Giemsa. Tomado de Centers for Disease Control and 

Prevention, 2013. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.  Esquema de los estados Amastigote y promastigote de Leishmania sp. Se observan 

las diversas estructuras presentes en los estados de desarrollo del parásito. Extraído y modificado 

de Acharya, 2013. 
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3.2 Ciclo de vida del agente etiológico 

Para que este protozoario lleve a cabo su ciclo de vida requiere de insectos vectores y 

mamíferos hospedadores. 

3.2.1 El vector 

Los vectores del parásito, es decir los flebótomos, son insectos dípteros que pertenecen a 

la familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. 

De los cinco géneros de insectos flebotomíneos existentes, 88 especies son vectores 

potenciales pertenecientes solo a los géneros Phlebotomus y Lutzomya (Apt, 2013, p. 

299). 

A continuación se citan algunas de las características del vector, las cuales pueden 

apreciarse en la figura 4: 

•Presenta metamorfosis completa, es decir que pasan por las fases de huevo, 

larva, pupa y adulto. 

•Los adultos miden menos de 5 mm de longitud, tienen patas largas, alas 

ampliamente lanceoladas (sin venas cruzadas más allá de la base) y tórax giboso. 

•Se reproducen en el suelo, áreas húmedas y sombreadas con la presencia de 

materia orgánica. 

•Las hembras se alimentan de sangre de animales y de humanos para realizar la 

oviposición. 

• Son de hábitats variados, desde selva húmeda a regiones muy áridas. 

•Tienen actividad crepuscular y nocturna, pero pueden estar activos durante el día. 

•Su vuelo es corto, silencioso y en pequeños saltos. 

En México se reconocen como posibles responsables de la transmisión de la 

leishmaniosis a once especies, las cuales varían en importancia de acuerdo a la 

localización geográfica de las zonas endémicas, la mayoría de éstas se 

encuentran en zonas selváticas o bosques tropicales pero existen especies que 

están localizadas en regiones áridas o semi-desérticas. 
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Algunos transmisores asociados son: Lutzomyia olmeca olmeca, Lutzomyia 

anthophora, Lutzomyia cruciata, Lutzomyia diabólica, Lutzomyia gomezi, 

Lutzomyia panamensis, Lutzomyia ovallesi , Lutzomyia shannoni, Lutzomyia 

ylephiletor, Lutzomyia longipalpis (figura 4) y Lutzomyia evansi . 

En América, el nombre común del insecto vector es: Mosca chiclera, la chiclera, 

papalotilla o palomilla. 

(CENAPRECE, 2015, p.10). 

 

 

Figura 4. Ejemplar femenino de  Lutzomyia longipalpis. Se observa al flebótomo ingiriendo 

sangre (Wilson, 2018), extraído de Vector Base. 

 

3.2.2 Ciclo biológico de Leishmania 

El ciclo de vida comienza cuando el flebótomo hembra “toma sangre para alimentarse e 

ingiere amastigotes presentes en un hospedero previamente infectado (puede ser un 

humano u otro mamífero, como un roedor o un cánido)” (González et al., 2017, p. 38). 

En el intestino del vector, el parásito inicia un proceso de maduración en el cual los 

amastigotes se transforman en promastigotes procíclicos (Becker et al., 2014, p. 86); ésta 

forma, que es una fase reproductiva, no infectante, se adosa en la membrana peritrófica 

en la pared del tubo digestivo del vector, donde se reproducen por fisión binaria. Estas 

formas se tornan infectantes (promastigotes metacíclicos), a través de una serie de 
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procesos bioquímicos (metaciclogénesis), que determinan la pérdida de la capacidad de 

adhesión al epitelio del intestino medio del flebótomo. Como resultado, las formas 

metacíclicas migran a la faringe y cavidad bucal del insecto, donde son inoculadas por el 

vector cuando pica a un hospedador” (Apt, 2013, p. 299). “Cuando esta mosca hembra 

infectada pica a un nuevo hospedero, inocula entre 10 y 100 promastigotes” (González et 

al., 2017, p. 38). 

El parásito es internalizado por las células del sistema fagocítico mononuclear del 

hospedador donde se transforma en su forma intracelular, es decir, en la forma de 

amastigote. Aparentemente, este proceso toma aproximadamente de 12 a 24 horas. Los 

amastigotes se multiplican por fisión binaria en el interior del macrófago generando la 

ruptura de la célula y la liberación del parásito. Los amastigotes liberados son 

internalizados en nuevos macrófagos y así el ciclo continúa (Kumar, 2013, p. 9). 

Las moscas de arena tienen un ciclo de vida de cuatro etapas: huevo, larva, pupa y 

adulto: Las larvas emergen de los huevos entre los 4 y 20 días tras la ovoposición. El 

periodo de vida larval es muy variable entre las especies y depende de las condiciones 

ambientales como la temperatura y la disponibilidad de nutrientes. En condiciones 

favorables algunas especies pueden completar su desarrollo en menos de tres semanas, 

mientras que las de climas fríos se pueden tomar varios meses (European Centre for 

Disease Prevention and Control, 2018). La etapa de pupa dura 6-13 días antes de que 

emerja el estadio adulto cuya longevidad varía de especie a especie, y no hay un estudio 

completo donde se haya calculado una esperanza (longevidad) de vida de estos vectores 

(Killick-Kendrick 1978, p. 308; ECDPC, 2018). Young y Lawyer (1987) mencionan que la 

mayoría de las hembras de Lutzomyia sp. viven generalmente de 1 a 4 semanas (citado 

por Rebollar, 1995, p. 17). 

Existen escasos reportes acerca de la prevalencia de Leishmania sp. en los vectores, en 

uno de ellos se determinó que de un total de ciento veinticinco insectos flebótomos 

pertenecientes al género Phlebotomus capturados en diversas regiones de Pakistán, el 

sesenta y cinco por ciento se encontraba infectado con el parásito (Durraniet al., 2012, p. 

63).



17 
 

 

 

Figura 5. Ciclo biológico de Leishmania sp. Se ilustra la forma de transmisión de Leshmania sp.  

del vector hacia un organismo hospedador (en este caso humano) así como los estados de 

desarrollo del parásito existente en ambos organismos. Tomado de Centers for Disease Control 

and Prevention, 2013. 

 

 3.2.3 Reservorios 

El sistema ecológico en el que una especie de Leishmania se mantiene indefinidamente 

suele constar de una especie de flebótomos vectores, o un pequeño número de ellas, y de 

una o varias especies de reservorios vertebrados. 

Los animales domésticos y selváticos infectados por Leishmania sp. pueden presentar 

signos evidentes de infección o no presentarlos. A menudo hay relativamente pocos 

amastigotes en la piel o las vísceras, y la respuesta del hospedador es mínima o 

indetectable. No obstante, algunos mamíferos, como el perro, que es reservorio de la 

leishmaniosis visceral por L. infantum, pueden morir a consecuencia de la infección. 



18 
 

La mera presencia de infección en una especie de mamíferos, aunque sea en numerosos 

individuos, no indica necesariamente que sea reservorio. Para incriminar formalmente un 

reservorio es necesario demostrar que la población de parásitos depende de ese 

mamífero en particular para su mantenimiento a largo plazo. Esto requiere amplios 

estudios ecológicos y toda conclusión extraída dependerá de la acumulación de pruebas 

basadas en los criterios siguientes: 

• El reservorio es suficientemente abundante y longevo para proporcionarle a los 

flebótomos una fuente importante de alimento.  

• Es necesario un contacto intenso entre el reservorio y los flebótomos.  

• La proporción de organismos susceptibles de ser considerados reservorios que 

se infectan a lo largo de su vida suele ser considerable y puede superar el 20%, 

aunque la prevalencia puede variar mucho según la estación.  

• El curso de la infección en el reservorio debe ser suficientemente prolongado, y la 

infección suficientemente no patógena para permitir que los parásitos sobrevivan a 

una estación sin transmisión.  

• Los parásitos deben estar presentes en la piel o la sangre en número suficiente 

para que puedan pasar al flebótomo. 

Los parásitos presentes en los reservorios deben ser los mismos que en el ser 

humano, por lo que es necesaria una identificación formal de los parásitos.    

(OMS, 2010) 

Existe una gran variedad de animales que han sido implicados como reservorios de las 

especies de Leishmania en América, pequeños mamíferos silvestres y cánidos 

domésticos son reservorios importantes. En las zonas de leishmaniosis visceral, el perro 

es un importante reservorio, a diferencia de las áreas endémicas de las otras variedades 

clínicas donde roedores, marsupiales y otros mamíferos son los principales reservorios.  A 

continuación, se enlistan en la tabla 1, las especies que han sido identificadas como 

hospedadores o potenciales reservorios de Leishmania. 
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Tabla 1. Mamíferos hospedadores infectados por diferentes especies de 

Leishmania. 

 

Order Host species Leishmania species Infection p.1ttern Country Ri'ferences 

Dide lphimo rphia Didelphis marsllpialis L infonrum Potenti.J1 reservoir CO,VE Corredor et dI., 1989; dpud Q.¡inneU dnd Courten.-.y, 2009 
L amll1.Onensis PdI"dsite host BR GrilTldldi et.-.l, 1991 
L guyonensis Potenti.J1 reservoir BR;FG AridS et .11., 1981; Dedet et .11., 1989 
Lforartinii PdI"dsite host BR IOClO067 

D.albivenrris L infonrum Potenti.J1 reservoir BR Sherlock et dI., 1984: Sherlock, 1996 
L broziliensis PdI"dsite host BR Q.¡dresmd et.-.l, 2011 
L peruviano Potenti.JI reservoir PE ll.Jnos-Cuentds et dI., 1999 

D.allriro L infonrum PdI"dsite host BR CdI"reird et dI., 2012 
Philander opossllm L amll1.Onensis PdI"dsite host BR l.Jinsonetdl.,1981d 
Marmosa cinereo L amll1.Onensis PdI"dsite host BR AridS et .11., 1981 
Marmosa sp L (Viannia) sp. PdI"dsite host BR BrdndJo-Filho et dI., 2003 
MicorPlIs poroguayonllS L amazvensis PdI"dsite host BR Q.¡int.JI et dI., 2011 

L broziliensis PdI"dsite host BR Q.¡int.JI et dI., 2011 
Crodlinanus ogilis L broziliensis PdI"dsite host BR Q.¡dresmd et.-.l, 2011 
Marmosops incanllS L guyonensis PdI"dsite host BR Q.¡dresmd et.-.l, 2011 
Meromirus nlldicaudalUs L amll1.Onensis PdI"dsite host BR l.Jinsonetdl.,1981d 
Monodelphis domesnca L (Viannia) sp. PdI"dsite host BR ümd et.-.l, 2013 

Pilosa CholoepllS didacrylus L guyonensis Potenti.JI reservoir FG; BR Gentile et dI., 1981; l.Jinson et dI., 1981.1 
L showi PdI"dsite host BR l.Jinsonetdl.,1989 

C. hoffinanni L rolombiensis PdI"dsite host PN Kreutzer et.-.l, 1991 
L equororiensis PdI"dsite host Ee GrilTldldi et.-.l. 1992 
L ponamensis PdI"dsite host PN dpud Ashford, 2000 

BrodypllS rridacrylllS L showi PdI"dsite host BR l.Jinsonetdl.,1989 
Tamandua rermdacryla L guyonensis PdI"dsite host BR l.Jinsonetdl.,1981d 

L amll1.Onensis PdI"dsite host Ee Mimori et.-.l, 1989 
L infonrum PdI"dsite host BR ArdÚjO et dI., 20 1 3 

Cingulata DosypllS nwemcinclUs L noiffi Potenti.J1 reservoir BR l.Jinson dnd Sh.Jw, 1989; Ndiff et dI., 1991 
L.IlII1tmensis PdI"dsite host BR l.Jinsonetdl.,1979 

Rode ntia P. semispinoslls L ponamensis Potenti.J1 reservoir eo Trdvi et dL, 2002 
L infonrum PdI"dsite host eo Trdvi et dI., 2002 

Thrimornys apereoides L broziliensis PdI"dsite host BR Q.¡dresmd et.-.l, 2011 
L guyonensis PdI"dsite host BR Q.¡dresmd et.-.l, 2011 
L infonrum PdI"dsite host BR Oliveird et dI, 2005; Q.¡dreSITld et dI, 2011 
L amll1.Onensis PdI"dsite host BR Oliveird et dI, 2005 

T. l/JUrennus L infonrum Potenti.J1 reservoir BR Rvqueetdl.,2010 
L broziliensis Potenti.J1 reservoir BR Rvqueetdl.,2010 
L noiffi PdI"dsite host BR C.íssi.J -Pires, unpublished d.Jtd 
L showi PdI"dsite host BR C.íssi.J -Pires, unpublished ddtd 

T. inermis L showi PdI"dsite host BR C.íssi.J -Pires, unpublished d.Jtd 
T. pamyllru5 L noiffi PdI"dsite host BR C.íssi.J -Pires, unpublished d.Jtd 
Necromys squomipes L infonrum PdI"dsite host BR O,mtdS-Torres dnd Brdllddo-Filho, 2006 

L broziliensis PdI"dsite host BR I\>terson et.-.l, 1988 
Rartus n:JrlU5 L infonrum PdI"dsite host BR;VE dpud Q.¡inneU dnd Courten.-.y, 2009 

L broziliensis Potenti.J1 reservoir BR;VE Vdsconcelos et.-.l, 1994; De limd et.-.l, 2002 
L mexicano PdI"dsite host VE De ümd et dI., 2002 

Clyornyslanceps L infonrum PdI"dsite host BR C.íssi.J -Pires, unpublished d.Jtd 
Dasyprocro azame L infonrum PdI"dsite host BR C.íssi.J -Pires, unpublished d.Jtd 
Dasyprocro sp. L amll1.Onensis PdI"dsite host BR l.Jinsonetdl.,1981b 
Rhipidornys mosrocalis L infonrum PdI"dsite host BR Q.¡dresmd et.-.l, 2011 
Coendu sp. L lainsoni PdI"dsite host BR IOCl1058 

L herngi/L deonei PdI"dsite host PN;BR Herrer, 1971; SilVd et dI., 201 3 
Coendu prPhensilis L infonrum PdI"dsite host BO le Pont et.-.l, 1989 
Akodon arvicllloides L broziliensis PdI"dsite host BR Fordttini et dI., 1972; Roch.J et dI., 1988 
Akodon sp. L amll1.Onensis PdI"dsite host BO TeUeri.J et.-.l, 1999 
Necromys lasiurus L broziliensis Potenti.J1 reservoir BR BrdndJo-Filho et dI., 2003; de Freitds et dI., 2012 
Sigmodon hispidllS L broziliensis Potenti.J1 reservoir VE De ümd et dI., 2002 

L mexicano Potenti.J1 reservoir MX,VE Vdn Wynsberghe et.-.l, 2000; De limd et dI, 2002 
HolodJilus sdeurus L infonrum PdI"dsite host BR ümd et.-.l, 2013 
H. scie urLtS L (V¡a,,,,¡a) sp. PdI"asite host BR BrandJo-Filho et al., 2003 
CerTadomys subjkJvllS L (Viannia) sp. PdI"dsite host BR ümd et.-.l, 2013 
MIIS musOllus L broziliensis PdI"dsite host BR de Freitds et dI., 2012 

arder Host spedes Leishmania sp!'des Infection pdttern Country ~ferences 

Dide lphimo rphid Didelp/ris marsupialis L infimrum Potenti.JI reservoir CO,VE Corredor et dI. , 1989 ; dpud QJinneU dnd Courten,-¡y, 2009 
L amamnensis PdI"dsite host SR GrllTldldi eI:.JI~ 1991 
L guyanensis Potenti.J1 reservoir BR;FG AridsetdL.I981 ; DedetetdL.I989 
Lforartinii PdI"dsite host SR IOClO067 

D. albivl'nrris L inftmrum Potenti.J1 reservoir SR Sherlock et dI. , 1984: Sherlock. 1996 
L braziliensis PdI"dsite host SR QJaresrnd et dI ~ 2011 
L peruviaoo Potenti.J1 reservoir PE U'lIloS-Cuentds et dI. , 1999 

D. aurita L infimrum PdI"dsite host SR CdI"reira et dL , 2012 
Philander opossum L amamnensis PdI"dsite host SR ldinsonetdL, l981d 
Marmosa cinerea L amamnensis PdI"dsite host SR AridsetdL.I981 
Marmosa sp L (Viannia) sp. PdI"dsite host SR Brdnd.io-Filho et dI. , 2003 
Micoreus paragua)'lnll\" L amazot'nsis PdI"asite host SR QJintal et dL , 2011 

L braziliensis PdI"dsite host SR QJintal et dL. 2011 
Graolinanus agilis L braziliensis PdI"dsite host SR QJaresrnd et.JI . 2011 
Marmosops incanll\" L guyanensis PdI"dsite host SR QJdll'Srnd el: di. 2011 
Merodrirus nudicaudarus L amamnensis PdI"dsite host SR ld insonetdl. , I981.J 
Monodelplris domestica L (Viannia) sp. PdI"dsite host SR ürnd et.JI. 2(1) 

Pilosa C/rolOf.'pllS didacrylus L gu)'lnensis Potenti.J1 reservoir FG; BR Gentile etdl, 1981 ; ldinson etdl. . 1981.1 
L s/rawi PdI"dsite host SR ldinson et dL , 1989 

C. hoffinanni L rn lombiensis PdI"dsite host PN Kreutzer el: di. 1991 
L equaroriensis PdI"asite host Ee GrilTldldi et .JI., 1992 
L panalllt'nsis PdI"dsite host PN d(lud Ashford 2000 

BradypllS rridacrylllS L shawi PdI"dsite host SR ldinson et dI. , 1989 
Tamandua tl'rmdaayla L guyanensis PdI"asite host SR ldinson et dL , 1981.J 

L amamnensis PdI"dsite host Ee Mirnori el: di., 1989 
L inftmrum PdI"dsite host SR Araujo et dL, 201 3 

Cinguldta Dasypll\" novemcincrus L ooiffi Potenti.J1 reservoir SR ldinson dnd ShdW. 1989; NaiffetdL.1991 
L JlIIyanensis PdI"dsite host SR ldinsonetdL.1979 

Rnd"nt id P. semispinosus L panalllt'nsis Potenti.Jlll'servoir eo Tl"dvietdL . 2002 
L inftmrum PdI"asite host eo Tl"dvL et dL. 2002 

Thridrornys apereoides L braziliensis PdI"dsite host SR QJdresrnd el: al~ 2011 
L guyanensis PdI"asih' host SR QJdresrnd el: di . 2011 
L inftlllrum PdI"dsite host SR O!iveird et .11 , 2005; QJdreSITld et dI, 2011 
L amamnensis PdI"dsite host SR Oliwird et di , 2005 

T. laurt'ntius L inftmrum Potenti.Jlll'servoir SR RoqueetdL.2010 
L braziliensis PotfntLal reservoir SR Roqueetdl.,2010 
L ooiffi PdI"asite host SR Cássi.J·Pires, unpublished ddtd 
L s/rawi PdI"dsite host SR Cássi.J-Pires, unpublished ddtd 

T. inermis L slrawi PdI"dsite host SR Cássi.J-Pill's, unpublished ddtd 
T. padryuI"US L naiffi PdI"asite host SR Cáss Íd -PiIl's, unpublished ddta 
Nedomys sqL/(]mipes L infimtum Pardsite host SR D'lIltdS-Torres dnd Brdllddo-Filho, 2006 

L braziliensis PdI"asite host SR I\>terson el: di. 1988 
Rattus rortus L infilllrum PdI"dsite bost BR;VE dpud QJinneU dnd Courten,-¡y. 2009 

L braziliensis Potenti.J1 reservoir BR;VE Vdsconcelos el: di . 1994; De lirnd el: di . 2002 
L mexicana PdI"dsite host VE De ürnd et .11. , 2002 

Clyornys laticeps L infimtum Pardsite host SR Cássi.J-Pires, unpublished datd 
Dasyprocro azaroe L infimrum PdI"dsite host SR Cássi.J-Pires, unpublished ddtd 
Dasyprocra sp. L amllZllnensis PdI"dsite host SR ldinsonetdL, l981b 
Rhipidornys masracalis L infimrum PdI"dsite host SR QJdresrnd el: di , 201 1 
Coendu sp. L lainsoni PdI"dsite host SR IOCllOS8 

L lrertigi/L deanei Pardsite bost PN;BR Herrer, 1971 ; SilVd et aL . 201 3 
Coendu prelrensilis L infilllrum PdI"asite host BO le Pont et di ., ]989 
Akodon arviculoides L braziliensis PdI"dsite host SR Forattini et dI. , 1972; Rocbd et dI. , 1988 
Akodon sp. L amllZllnensis PdI"dsite host BO TelletÍ.l el: di . 1999 
Neaomys lasiurus L braziliensis PotentLal reservoir SR Bl"dnd.io-Filho et al , 2003; de Freitds et dI. , 2012 
Sigmodon hispidllS L braziliensis Potenti.Jlll'servoir VE De ürnd et dl , 2002 

L mexicana Potenti.Jlll'servoir MX,VE Vdn Wynsberghe el: al . 2000; De lirnd et di . 2002 
Holochilus soeunls L infimrum PdI"dsite host SR ürna eI:.JI . 2013 
H. sc~urllS L (Via""ia) sp. PdI"d.it" host SR BI"d"d.io-Filhodal. , 200J 
CerTadom)'S subflavllS L (Viannia) sp. PdI"dsite host SR ürnd et di. 201) 
MIIS musrulus L braziliensis Pardsite host SR de Freitds et dL , 2012 



20 
 

 

Tomado de Roque  y Jansen, 2014 

3.2.3.1 Coatí 

3.2.3.1.1 Clasificación 

Clase: Mammalia 

Orden: Carnivora 

Familia: Procyonidae 

Género: Nasua  

Nombre científico: Nasua narica 

Otros nombres comunes son: Kuatí, en guaraní, osito de los palos y  sacha-mono. 

3.2.3.1.2 Caracteres externos 

El coatí es un animal muy característico por su cuerpo, al cual resulta difícil 

encontrarle un parecido. El cuerpo es alargado, robusto, cabeza triangular, la cola 

muy larga y voluminosa, el hocico también es largo y puntiagudo y las patas son 

cortas y poseen cinco garras fuertes. Las orejas son bastante pequeñas, la 
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mandíbula superior sobrepasa a la inferior y la nariz está desprovista de pelo y la 

mueve con facilidad. 

La coloración es variable de acuerdo a la zona donde habita y a la edad de los 

individuos: mientras que las partes laterales son pardas o pardo oscuras, la cara 

es negruzca, contrastando con la parte inferior que es blanca y dos manchas 

próximas a los ojos del mismo color, la zona ventral es blanca o bien puede ser de 

un todo anaranjado. Las orejas presentan también un reborde blanco. Las patas 

son de un tono amarronado bastante más oscuro que el resto del cuerpo y la cola 

tiene una serie de anillos oscuros, a veces poco evidentes, siendo el pelo largo y 

tupido. El macho es de mayor tamaño que la hembra. La longitud del cuerpo con la 

cabeza pasa frecuentemente los 75 cm y la cola mide algo más de 50 cm 

(Canevari y Vaccaro, 2007, p.100).  

3.2.3.1.3 Comportamiento 

Muchas de sus acciones las realiza sobre el suelo, sin embargo el coatí también es de 

hábitos arborícolas: sobre los árboles se moviliza con gran destreza, utilizando su larga 

cola para aferrarse en caso de correr el riesgo de caerse. Es un animal gregario, 

viéndoselo casi siempre en grupos, las hembras y los jóvenes de ambos sexos, suelen 

agruparse. Los machos son más bien solitarios y salen a buscar su alimento más durante 

el crepúsculo y la noche que durante el día. Al llegar la noche se refugian todos en lo alto 

de los árboles donde constituyen sus dormideros (Rodríguez, 2018). 

“Los coatíes se alimentan de fruta, invertebrados, pequeños roedores y lagartijas. 

Realizan la búsqueda de su alimento en la tierra y ocasionalmente en los árboles” 

(Smithsonian’s National Zoo & Conservation Biology Institute, 2018). 

3.2.3.1.4 Hábitat 

Los coatíes son altamente adaptables a varios tipos de ambientes pero predominan en 

zonas boscosas y selvas tropicales. Se han avistado también en pastizales abiertos y en 

desiertos (Glatston, 1994, p. 6). 

3.2.3.1.5 Distribución 

El coatí habita en regiones que se extienden desde Arizona y partes del sur de Nuevo 

México en los Estados Unidos hasta México  y América Central y marginalmente en 

América del Sur en áreas al oeste de los Andes (Glatston 1994, p. 6; González-Maya et 

al, 2011, p. 26). 
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3.2.3.2 Mapache 

3.2.3.2.1 Clasificación 

Clase: Mammalia 

Orden: Carnivora 

Familia: Procyonidae 

Género: Procyon 

Nombre científico: Procyon lotor 

Los mapaches son mamíferos de la familia Procyonidae, del género Procyon. El nombre 

científico del mapache del norte de América es Procyon lotor, también conocido como 

mapache común. 

3.2.3.2.2 Caracteres externos  

El mapache es un organismo prácticamente carnívoro, de tamaño mediano, con masa 

corporal que varía entre 4 y 12 kg. Dicha masa depende de la latitud, el sexo y la estación 

del año. La cabeza de estos animales es corta y ancha, el cuerpo rechoncho y las patas 

cortas. Las orejas están separadas y son redondeadas, los ojos son grandes y negros, y 

el hocico es corto y puntiagudo. El pelaje es largo, abundante y denso, de color gris, 

negruzco más claro en los flancos y las patas en comparación con el resto del cuerpo. El 

albinismo es raro, es un carácter recesivo (Hogan, 1988, p. 388). Los rasgos distintivos 

del mapache son la cola anillada, en la cual se pueden encontrar entre 5 y 7 bandas 

oscuras, y la máscara facial negra a modo de antifaz.  

3.2.3.2.3 Comportamiento 

Es un “animal nocturno y crepuscular” (Urban, 1970, p. 372), por el día descansa en 

refugios repartidos por el territorio en el que habita. La principal actividad que ejecutan 

durante la noche es la búsqueda de alimento y el desplazamiento entre las áreas de 

alimentación (Greenwood, 1982, p. 240). La actividad del mapache se centra en torno a 

cuerpos de agua (Gehrt y Fitzell, 1998, p. 594). 
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3.2.3.2.4 Hábitat 

El mapache es nativo de América. Su distribución abarca el sur de Canadá, casi todo el 

territorio de Estados Unidos y el norte de América del Sur. Puede adaptarse a una gran 

variedad de hábitats y es normal encontrarlo cerca de las poblaciones humanas. Vive en 

zonas cercanas al agua, en zonas boscosas húmedas, tierras de cultivo, praderas, 

cuevas, minas e incluso en alcantarillas y cocheras. 

3.3. Leishmaniosis 

La leishmaniosis es el nombre que designa a un número de enfermedades generadas por 

el parásito Leishmania sp., que tienen un amplio rango de “manifestaciones clínicas que 

dependen de la especie de Leishmania, el grado de virulencia y el estado inmunológico 

del hospedador” (Gupta et al., 2013, p. 256). 

 La leishmaniosis es tradicionalmente clasificada en tres formas principales en base a los 

síntomas clínicos (Handman, 2001). 

3.3.1 Leishmaniosis cutánea 

Es la forma más común de las leishmaniosis y puede presentarse en dos formas clínicas. 

“La forma cutánea es usualmente causada por L. major, L. tropica, L. aethiopica, en el 

Viejo Mundo y por L. mexicana, L. venezuelensis, L. amazonensis, L. braziliensis, L. 

panamensis, L. guyanensis y L. peruviana en el Nuevo Mundo” (Kumar, 2013, p. 2). 

3.3.1.1. Leishmaniosis cutánea localizada 

Después de la picadura del mosquito infectado, los promastigotes son inoculados y 

posteriormente fagocitados por los macrófagos, donde adquieren la forma de amastigotes; 

es ahí mismo donde al multiplicarse generan la ruptura de las células; la lesión 

característica suele presentarse como “un pequeño nódulo rosado en la zona de la 

picadura, que crece evolucionando a una placa de aspecto queloide y que tiende a 

ulcerarse” (Gil et al., 2014, p. 313). La úlcera abarca piel y tejido celular subcutáneo, 

generalmente es única, circular, de bordes regulares enrojecidos, resulta indolora y 

presenta un fondo limpio (Figura 6). La ulceración tiende a la curación espontánea en 

menos de un año (Becker et al., 2014, p. 87). 
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Figura 6. “Úlcera del chiclero” con lesiones características de leishmaniosis cutánea 

localizada. En estas anomalías, el macrófago contiene muy escasos amastigotes de Leishmania. 

Tomado de Becker et al., 2014. 

 

3.3.1.2 Leishmaniosis cutánea difusa 

“Se caracteriza por la falta de respuesta inmune celular hacia antígenos de Leishmania, lo 

que permite la diseminación del parásito por el líquido tisular, la linfa o vía sanguínea, con 

desarrollo de lesiones nodulares en toda la piel” (Becker et al., 2014, p. 88). 

La enfermedad se inicia bajo la forma de lesiones localizadas, de aspecto nodular o en 

placa infiltrada, que poco a poco se diseminan a todo el cuerpo (figura 7). La presencia de 

nódulos aislados o agrupados, máculas, pápulas, placas infiltradas, úlceras y, algunas 

veces, lesiones verrucosas de límites imprecisos, que se confunden con la piel normal, 

dan el aspecto de la lepra lepromatosa. La enfermedad no invade órganos internos 

(Grevelink y Lerner, 1996; Salazar y Castro, 2001; Sangueza y Sangueza, 1993). 

“Las lesiones generadas por esta variante de la enfermedad no curan espontáneamente y 

tienden a la recaída después del tratamiento” (Ministerio de Salud de Perú, 2000, p. 37). 
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Figura 7.Lesiones nodulares en un paciente con leishmaniosiscutánea difusa. Se observan 

las lesiones características de la variante cutánea difusa de la enfermedad. El macrófago de estos 

defectos contiene abundantes amastigotes de Leishmania. Tomado de Becker et al., 2014. 

3.3.2 Leishmaniosis mucocutánea 

Esta forma de la enfermedad, también es conocida como espundia; causa la destrucción 

extensiva de las cavidades naso-oral y faríngeas con lesiones desfigurativas y mutilantes 

(figura 8). Esta variedad de la enfermedad se presenta después de una aparente 

resolución de la leishmaniosis cutánea y se manifiesta la aparición de lesiones 

metastásicas en la mucosa oral o bucal (Becker et al., 2014, p. 88). 

De manera tradicional es atribuida a la infección por L. braziliensis, L. guyanensis, L. 

mexicana , L. amazonensis y  L. panamensis (Kumar, 2013, p. 4). 

 

Figura 8. Lesiones mutilantes de mucosa nasal y oral de leishmaniosis mucocutánea. Se 

observa la destrucción de las membranas mucosas de la nariz y la boca. Tomado de Becker et 

al., 2014. 
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3.3.3 Leishmaniosis visceral 

También conocido como kala-azar o fiebre Dumdum es causada por L. donovani que 

predomina en India y China, L. infantum presente en la costa del Mediterráneo europeo y 

africano y L. chagasi en América. 

El parásito invade y se multiplica en el interior de los macrófagos y afecta al sistema 

retículo endotelial incluyendo al bazo, hígado, médula ósea y el tejido linfoide. 

“Las manifestaciones clínicas de la leishmaniasis visceral típica están asociadas con 

fiebre, la que casi siempre es progresiva y elevada, remitente o intermitente, que dura 

semanas y se alterna con periodos afebriles, que también duran semanas” (Sánchez et 

al., 2004, p. 9). También se presenta esplenomegalia, hepatomegalia (figura 9), pérdida 

sustancial de peso, anemia progresiva, pancitopenia, e hiperglobulinemia. Esta forma de 

la parasitosis puede presentar complicaciones a causa de infecciones oportunistas 

secundarias como resultado del estado de debilidad inmunológica del paciente (Kumar, 

2013, p. 4). 

 

Figura 9. Leishmaniosis visceral en niña. Se observa hepato-esplenomegalia evidente. Tomado 

de OMS, 2010. 
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3.4. Diagnóstico 

La aproximación diagnóstica más exacta considera tres criterios que deberán abordarse 

en el siguiente orden: antecedentes epidemiológicos, cuadro clínico sugestivo de 

leishmaniasis, y exámenes de laboratorio. El diagnóstico de laboratorio de las 

leishmaniosis puede efectuarse por diversos métodos que se clasifican en directos e 

indirectos (Ministerio de Salud de Perú, 2000, p. 39); los primeros tienden a demostrar la 

presencia del parásito, mediante observación microscópica de impronta, extendido o 

biopsia que son efectivos en las etapas iniciales de la infección. Existen métodos 

indirectos, en lo que se detecta son anticuerpos específicos e identifican contacto con el 

parásito, sin embargo no distinguen entre infección pasada o actual (Apt, 2013, p. 306). 

 

3.4.1 Frotis de la lesión. 

Es de todos los métodos, el menos invasivo, en el diagnóstico clínico, las lesiones 

cutáneas se deben diferenciar de las heridas contaminadas, ulceraciones varicosas, 

micosis, etc. 

El mayor éxito diagnóstico para el caso de la variante cutánea y mucocutánea se obtiene 

cuando la lesión es reciente y la muestra se toma del borde de la lesión, claro tras haber 

realizado previamente la limpieza de dicha región. La muestra puede obtenerse por 

raspado con hoja de bisturí, espátula o por aspiración con una aguja hipodérmica o 

micropipeta. La mejor muestra es aquella rica en linfa, con abundantes histiocitos y sin 

sangre, gérmenes o mucus que impidan una buena observación. El método de tinción 

principal es el Giemsa; los parásitos pueden hallarse libres o en el interior de los 

histiocitos. En lesiones recientes y no tratadas, el hallazgo de los amastigotes es 

frecuente, lo que no ocurre en lesiones contaminadas o crónicas. 

Para el caso de las variantes cutánea y mucocutánea, debe hacerse en el borde de la 

lesión, y el material obtenido se utiliza para el estudio histopatológico y para la búsqueda 

del parásito. Este material también se usa para determinación de la especie de 

Leishmania, mediante la hibridación del ADNk y el uso de anticuerpos monoclonales ( Apt, 

2013, p. 306). 
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3.4.2 Biopsia 

La biopsia consiste en tomar una muestra directamente del tejido infectado para su 

análisis histopatológico (Romero, 2007). Se realiza punción de médula ósea, ganglios 

linfáticos, bazo e hígado en el caso de la variante visceral; es más factible realizar la 

punción de médula ósea y buscar a los amastigotes de Leishmania en el interior de los 

histiocitos sólo cuando las condiciones generales lo permitan (Apt, 2013, p. 306). 

Los sitios anatómicos anteriormente mencionados son los órganos blancos del parásito ya 

que: el hígado al ser un sitio de alta vascularización, los parásitos llegan a él por torrente 

sanguíneo, generando la obstrucción en los vasos sanguíneos que irrigan sangre a los 

hepatocitos y a su vez la presentación de nidos de amastigotes en éste órgano. Por otra 

parte el bazo es invadido por la llegada de  macrófagos infectados que tras ser lisados, 

generan la liberación del parásito y la invasión de nuevas células del sistema fagocítico 

mononuclear, las cuales se encuentran abundantemente en éste órgano (Goldsmith y 

Heyneman, 1995). 

3.4.3 Cultivos e inoculaciones 

A partir del material obtenido para el frotis o de biopsia, se pueden llevar a cabo cultivos. 

El cultivo del agente etiológico es determinante para el diagnóstico de la leishmaniosis ya 

que en ello se puede observar fase de promastigote del parasito (CENAPRECE, 2015, p. 

20): Las muestras obtenidas deben macerarse antes de la inoculación al medio de cultivo. 

El más usado es el NNN suplementado con sangre desfibrinada de conejo (15%) a 23 °C, 

para aislamientos iniciales del parásito. A partir de los siete días en caso de positividad, 

se desarrollan las formas de promastigotes, fáciles de identificar. 

También es posible inocular en animales susceptibles, como el ratón, rata y en especial, 

los hámsters. El perro es susceptible a la infección, y desarrolla la enfermedad (Apt, 

2013). “Su mayor utilidad es para el estudio epidemiológico y conocer que especies y 

subespecies de Leishmania están involucradas” (CENAPRECE, 2015, p. 20). 

 

3.4.5 Pruebas serológicas. 

Se basan en la detección de anticuerpos específicos anti-Leishmania desarrollados como 

consecuencia de la enfermedad. Tiene sensibilidad y especificidad variable según forma 

clínica. Se recomiendan: Inmunofluorescencia indirecta (IFI) y la prueba ELISA (Ministerio 

de Salud de Perú, 2000). 
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3.4.6 PCR, reacción de la cadena de polimerasa 

La técnica consiste en amplificar regiones específicas del ADN del parásito de manera in 

vitro mediante el uso de secuencias de oligonucleótidos que funcionan como iniciadores, 

polimerasa, dinucleótidos trifosfatos y cofactores para la extensión de las nuevas cadenas 

de ADN que se amplifica. Es un procedimiento costoso, cuya sensibilidad y especificidad 

es elevada si se utilizan iniciadores apropiados. El material que se utiliza se puede 

obtener de raspado o aspirado de la lesión, biopsia o sangre total (CENAPRECE, 2015, p. 

21). 

3.4.7 Diagnóstico de infección por Leishmania en pelo 

Se han llevado a cabo diversos estudios para identificar la presencia de Leishmania sp. 

en muestras de pelo de animales infectados con el parásito, que han permitido proponer 

que el pelo es una muestra biológica útil para el diagnóstico de la infección por 

Leishmania sp. 

Este campo de investigación fue iniciado en el año con un estudio en el que se determinó 

la presencia de Leishmania infantum en perros naturalmente infectados, mediante una 

prueba de PCR en tiempo real (qPCR), que detecta al ADNk del parásito y que fue 

realizada en muestras de pelo de la población en estudio. El ADNk de  L. infantum fue 

detectado en el pelo de todas las zonas corporales de los animales infectados que fueron 

analizadas. Las muestras resultaron positivas en todas las secciones del pelo y en 

queratinocitos epidérmicos (Belinchón-Lorenzo et al., 2013). 

Posteriormente, se estudió el efecto de algunas condiciones ambientales en la detección 

del ADNk de Leishmania; en muestras de pelo de un zorro infectado por Leishmania sp.se 

demostró que el material genético de Leishmania puede ser detectado en pelo, mediante 

qPCR a pesar de que las muestras biológicas hayan sido expuestas a altas temperaturas, 

rayos ultravioleta y altas concentraciones de sales. Sin embargo, la putrefacción de los 

tejidos si previno la amplificación del ADNk del parásito (Muñoz-Madrid et al., 2013). 

Un tercer reporte de la detección de ADNk de Leishmania en muestras de pelo, se realiza 

en infección experimental de ratones de la cepa BALB/c con Leishmania major. Se lleva a 

cabo la inoculación del parasito vía dérmica y después de transcurridas 5 semanas se 

obtiene para la evaluación de la presencia del protozoario: el bazo, los nódulos linfáticos 

retro-mandibulares y las orejas. Mediante la extracción de ADN de dichas muestras y 
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posterior PCR tiempo real, se logra la detección del parásito en todos los órganos 

extraídos. Así mismo tras llevar a cabo la inoculación del parasito en los ratones, se 

recolectan semanalmente muestras de pelo, las cuales tras ser sometidas a la extracción 

de ADN y amplificación de ADNk por PCR, revelan que la presencia del parásito es 

detectable en pelo cercano al sitio de inoculación a partir de la primera semana mientras 

que en pelo de regiones distantes al sitio de inoculación es posible detectar al protozoario 

a partir de la tercera semana (Iniesta et al., 2013). 

A través de los estudios mencionados se han propuesto mecanismos por los cuales es 

posible determinar la presencia de Leishmania en el pelo de los mamíferos infectados, en 

donde se resalta que el pelo es un tejido altamente especializado en la excreción de 

metabolitos tóxicos orgánicos extraños y por lo tanto en el secuestro y eliminación del 

ADN del parásito (Iniesta et al., 2013). Los mecanismos propuestos de incorporación del 

ADN del parásito al pelo son los siguientes: 

a) Incorporación directa del ADN del parásito entre los queratinocitos de la piel y el 

cabello en el sitio de la inoculación.  

b) Eliminación transepidérmica, cuyo mecanismo aún se desconoce en gran medida, 

pero que resulta de la presencia de amastigotes de L. major en todas las capas 

epidérmicas e incluso en los folículos capilares de pacientes con leishmaniosis 

cutánea (Karram et al., 2012). Una vez que el ADN del parásito se incorpora entre 

los queratinocitos, se puede pasar hacia arriba en el pelo formado durante el 

proceso de queratinización. 

c) Por otro lado, se tiene la posibilidad de que el ADNk se incorpore al cabello 

mediante la migración desde el torrente sanguíneo, con lo cual se tendría la razón 

de por qué es posible encontrar al ADNk en pelo de zonas distantes del sitio de 

inoculación del parásito (Iniesta et al.,2013). 

Por otra parte, en un ensayo realizado en ratones de la cepa BALB/c, se llevó a cabo la 

infección de dicho modelo murino con Leishmania mexicana MNYC/BZ/62/M379 a 22°C y 

a 32°C. El estudio histológico mostró que a 32°C se generan los patrones de infección 

conocidos (Barral et al., 1983) en donde se presentan macrófagos parasitados en el tejido 

subcutáneo y músculo. Sin embargo, a 22°C se observaron parásitos embebidos en la 

corteza del pelo en vez de hallarse internalizados en los macrófagos. Este estudio 

propone que en la infección experimental por Leishmania mexicana en ratones de la cepa 

BALB/c, el parásito presenta diferente afinidad a los tejidos del hospedador dependiendo 
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de la variación de la temperatura en la que se encuentre el mamífero. Dicho tropismo 

explicaría por qué es posible detectar al parásito en zonas alejadas del sitio de 

inoculación (Quiñones-Díaz et al, 2012). 

3.5. Tratamiento 

El fármaco de elección para tratamiento en México, es un antimonial pentavalente, 

en forma de antimoniato de N-metilglucamina o estibogluconato sódico, que puede 

aplicarse por vía intravenosa, intramuscular e intralesional. Además del tratamiento 

con antimoniales, se emplea la anfotericina B y la pentamidina (CENAPRECE, 

2015, p. 25). 

3.6. Profilaxis 

La profilaxis tiende a eliminar las fuentes primarias de la infección mediante el tratamiento 

de las personas infectadas y eliminación de los reservorios infectados además del  

combate a los vectores, que se hace a través de la aplicación de los insecticidas de 

acción residual. 

3.7. Epidemiología 

Se trata de una enfermedad tropical que se considera dentro de las enfermedades más 

importantes según la Organización Mundial de la Salud / Investigación de Enfermedades 

Tropicales. Después de la malaria, las leishmaniosis son la segunda enfermedad 

parasitaria más frecuente en el mundo. Según estimaciones recientes, las leishmaniosis 

afectan a aproximadamente 12 millones de personas en todo el mundo, con un 

incremento anual de 2 millones de personas. Se presentan entre 20,000 y 30,000 muertes 

por año a causa de las leishmaniosis. La forma más letal de la enfermedad es la visceral, 

endémica en India y el este de África, con 200,000 a 400,000 nuevos casos cada año. El 

90% de los casos se reportan en Bangladesh, Brasil, Etiopía, India y Sudán.  

La forma cutánea predomina en América con 95% de los casos y el centro y este de Asia. 

Alrededor de un tercio de los casos que surgen, se concentran en 6 ciudades: Afganistán, 

Algeria, Brasil, Colombia, Irán y la República Arábiga de Siria.  Se estima que alrededor 

de 0.7 a 1.3 millones de casos nuevos ocurren anualmente. 

Respecto a la variante mucocutánea, se puede mencionar que el 90% de los casos 

ocurren en Bolivia, Brasil y Perú. 

(OMS, 2018) 
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3.7.1 Leishmaniosis en México 

Las leishmaniosis son consideradas como enfermedades desatendidas o rezagadas y al 

igual que en otros países latinoamericanos, afectan a los sectores más vulnerables y 

marginales de la población. La presentación de esta enfermedad se asocia a áreas 

agrícolas donde se siembra y cosecha cacao, café o árboles chicleros, pudiendo aparecer 

en brotes o de manera aislada. Actualmente la población en riesgo se distribuye en 13 

entidades federativas con aproximadamente nueve millones de habitantes, agrupadas en 

tres áreas geográficas: 

a) Región del Golfo: Veracruz, Tabasco, Campeche, Quintana Roo y Yucatán. 

b) Región del Pacífico: Chiapas, Guerrero, Jalisco, Nayarit, Oaxaca y Sinaloa. 

c) Región Centro: Morelos y Puebla 

Los casos de leishmaniosis cutánea diseminada y mucocutánea, son de menor ocurrencia 

y presentan resistencia al tratamiento en comparación con la forma cutánea localizada, 

que es la de mayor frecuencia en México (99%); 

La forma visceral es frecuente en menores de cinco años y, sin tratamiento oportuno, es 

mortal. Esta última se presenta anualmente en el estado de Chiapas y algunos casos 

esporádicos en Guerrero, Morelos y Puebla. 

La enfermedad es ocupacional y afecta principalmente a hombres en edad productiva de 

15 a 44 años, quienes por motivos de trabajo se adentran a las áreas selváticas donde 

habita el vector, exponiéndose a su picadura. La mayor parte de la población expuesta 

vive en áreas rurales (cafetales, cacaotales y otros). La residencia en área de transmisión 

y los frecuentes movimientos migratorios propician la dispersión del padecimiento.   

(CENAPRECE, 2015, p. 7) 

Durante los últimos años, Tabasco ha ocupado el primer lugar, con el 37.4% de todos los 

casos reportados en el país. La mayor incidencia se ha registrado en la Chontalpa, 

particularmente en Cunduacán (Carrada et al, 2014). 
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3.7.1.1 La Venta 

El parque-museo La Venta se encuentra en la ciudad de Villahermosa, Tabasco 

(Coordenadas: 18.002808,-92.94184,15, figura 10). Ubicada a 2 km al noroeste de 

la Zona Luz ubicada en el Centro de la ciudad, junto a la Avenida Ruíz Cortines, la 

principal autopista este-oeste que cruza la ciudad. El parque está enclavado en 

una superficie de ocho hectáreas, a orillas de la Laguna de las Ilusiones. El parque 

comenzó su operación al público el 4 de marzo de 1958, con el objetivo de 

conservar, resguardar, documentar, proteger, exhibir y difundir las piezas 

arqueológicas de la Cultura Olmeca descubiertas en la Venta Huimanguillo, 

Tabasco, así como de los recursos bióticos del museo asociados al ecosistema de 

la región. El área zoológica alberga 38 especies representativas de la región entre 

aves, mamíferos y reptiles, lo que hace un total de más de 550 organismos, entre 

las que destacan ejemplares de jaguares, cocodrilos y quelonios, otras especies 

de animales silvestres, así como muestras de plantas de ornato, árboles frutales, 

medicinales y maderables que forman parte de la vegetación típica de la región 

(Instituto Estatal de Cultura de Tabasco, 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Ubicación del parque-museo La Venta, Tabasco y sitios limítrofes.Se observa la 

ubicación del parque Museo La Venta (Coordenadas: 18.002808,-92.94184,15). Rodeado de 

importantes cuerpos de agua y poblaciones urbanas. Recuperado de Google Maps, 2018 
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3.8 Factores de riesgo 

Existen varios factores o situaciones que pueden propiciar que determinadas poblaciones 

tengan mayor riesgo de adquirir la enfermedad, entre estas condiciones se encuentra: 

3.8.1 Urbanización 

El número de casos de leishmaniosis está incrementando, debido principalmente a 

actividades tales como la minería, tala de árboles, expansión de caminos y 

carreteras y la creación de nuevos esquemas de irrigación y en general a 

actividades que generan los cambios ambientales artificiales que aumentan la 

probabilidad del contacto del hombre con el insecto vector, implicando así la 

posibilidad de adquisición de esta parasitosis. 

3.8.2 Condiciones socioeconómicas 

Las malas condiciones de vivienda y las deficiencias de saneamiento de los 

hogares pueden promover el desarrollo de los lugares de cría y reposo de los 

flebótomos y aumentar su acceso a la población humana (por ejemplo, la ausencia 

de sistemas de gestión de residuos, alcantarillado abierto). Los flebótomos se ven 

atraídos por el hacinamiento, ya que constituye una buena fuente de ingesta de 

sangre. 

3.8.3 Movilidad de poblaciones 

Las epidemias de las dos formas principales de leishmaniosis a menudo se 

asocian con la migración y el desplazamiento de personas no inmunizadas a 

zonas donde ya existen ciclos de transmisión. La exposición en el trabajo y el 

aumento de la deforestación siguen siendo factores importantes. Por ejemplo, 

asentarse en zonas previamente boscosas significa acercarse al hábitat del 

flebótomo, lo que puede llevar a un aumento rápido del número de casos. 

3.8.4 Cambio climático 

La leishmaniosis es sensible a las condiciones climáticas, y los cambios en las 

precipitaciones. La temperatura y la humedad influyen en gran medida en la 

enfermedad. El calentamiento de la Tierra y la degradación del suelo afectan en 

muchos aspectos a la epidemiología de la leishmaniosis: 

Los cambios de temperatura, precipitaciones y humedad pueden tener efectos 

importantes en los vectores y los reservorios animales, al alterar su distribución e 
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influir en las tasas de supervivencia y el tamaño de la población; pequeñas 

fluctuaciones en la temperatura pueden tener un acusado efecto en el ciclo de 

desarrollo de los promastigotes de Leishmania en los flebótomos, y permitir que el 

parásito se transmita en zonas donde la enfermedad no era previamente 

endémica; las sequías, las hambrunas y las inundaciones que se producen como 

consecuencia del cambio climático pueden llevar a desplazamientos masivos y la 

migración de personas hacia zonas de transmisión de la leishmaniosis, y la 

desnutrición puede debilitar la inmunidad de las poblaciones afectadas.    

(OMS, 2015) 

 

3.9 Organización genómica de Leishmania 

Los protozoarios pertenecientes al orden Kinetoplastida, presentan un ADN genómico 

(DNAg), formado por un mínimo de 22 cromosomas, localizado en el núcleo celular 

encargado de la replicación del parásito (Rivas, 1993, p. 378) y un “ADN 

extracromosómico (ADNk) situado en el cinetoplasto, organelo único de este grupo de 

organismos, que contiene ADN mitocondrial y se encuentra en la base del flagelo” 

(Vickerman y Preston, 1970, p. 368). 

El cinetoplasto es una red compleja formada por dos clases de moléculas de ADN circular 

concatenadas entre sí, los mini círculos y los maxi círculos. Los primeros tienen un 

tamaño que varía entre 0.7 – 1.0 kb dependiendo de la especie de cinetoplasto, se 

encuentran repetidos entre 5000 - 50000 veces por cinetoplasto, en cada minicírculo 

existe una región muy conservada de 120 pares de bases y una región variable de 700 

pares de bases. Poseen los ARN guías. Los maxicírculos por su parte, con tamaños de 20 

- 38 kb y 20 – 50 copias por cinetoplasto, contienen los genes que codifican el ARN 

ribosomal y algunas proteínas mitocondriales (Arts y Benne, 1996).  

3.10 PCR 

“La reacción en cadena de la polimerasa es una reacción enzimática in vitro que amplifica 

millones de veces una secuencia específica de ADN durante varios ciclos repetidos en los 

que la secuencia blanco es copiada fielmente” (Tamay et al., 2013, p. 71). 

La síntesis de nuevas cadenas de ADN se lleva a cabo mezclando el ADN que contiene el 

o los fragmentos que se van a amplificar, la polimerasa,  los iniciadores (fragmento de 

ADN de 15-30 nucleótidos que flanquean la región a amplificar y que aportan el extremo 
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3’ libre para que inicie la transcripción),  desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs), cloruro de 

magnesio (MgCl2) u otro co-factor necesario para que trabaje la polimerasa y una solución 

amortiguadora que mantenga el pH apropiado para que se lleve a cabo la síntesis, 

simulando así lo que ocurre durante la replicación celular (Espinosa, 2007). Esta mezcla 

se somete a la repetición de varios ciclos a diferentes temperaturas (ciclo de PCR) 

(Serrato et al., 2018, p. 54). 

Recordemos que cada ciclo de la PCR se lleva a cabo en tres etapas principales: 

desnaturalización, hibridación y extensión: 

Desnaturalización. En esta etapa, las cadenas de ADN son expuestas a altas 

temperaturas y separadas a  95 °C durante 20-30 segundos; el tiempo depende de 

la secuencia del templado, es decir, si la cantidad de G-C es alta, será necesario 

más tiempo para romper sus uniones debido a que el apareamiento de estas 

bases está formado por tres enlaces, uno más que las bases de A-T. Además, 

depende de la velocidad en la que el termociclador aumenta la temperatura, esto 

varía de acuerdo al modelo del equipo. Al final de esta etapa tendremos las 

cadenas separadas que servirán como templado para el siguiente paso. 

Hibridación. En esta etapa, los iniciadores se alinean al extremo 3’ del templado 

previamente separado e hibridan con su secuencia complementaria. Para que se 

forme el complejo templado-iniciador, es importante que la temperatura de 

hibridación o temperatura melting (Tm) sea la óptima; ésta generalmente oscila 

entre 50-60 °C. Si el diseño de los iniciadores es el correcto y la temperatura es la 

adecuada, la estabilidad y especificidad del complejo será eficiente. 

Extensión. En esta etapa, la Taq polimerasa actúa sobre el complejo templado-

iniciador y empieza su función catalítica a una velocidad muy rápida; agrega 

dNTP’s complementarios para crear las cadenas completas de ADN. La extensión 

de las cadenas es en dirección de la síntesis del ADN, es decir, de 5’ a 3’. La 

temperatura óptima para la reacción es de 72 °C, ya que a esa temperatura la 

enzima es funcional. Al final del ciclo, se habrán formado los amplicones con un 

tamaño dictado por el número total de pares de bases (pb) que deberá ser 

conocido por el investigador.  

Al final de la PCR, para saber si la reacción transcurrió eficientemente, los 

amplicones son visualizados a través de una electroforesis en geles de agarosa. 
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 La electroforesis consiste en la separación de grandes moléculas como los ácidos 

nucleicos a través de una matriz sólida que funciona como un filtro para separar 

las moléculas en un campo eléctrico de acuerdo a su tamaño y carga eléctrica. 

Esta separación se hace bajo una solución amortiguadora que puede ser TAE o 

TBE. En el caso de los ácidos nucleicos, el grupo fosfato les proporciona la carga 

negativa, por lo que durante la electroforesis migran hacia el polo positivo. 

Para ello, se prepara un gel diluyendo una cantidad de agarosa en el buffer, se 

calienta hasta que la agarosa hierva lo suficiente y posteriormente se vacía a un 

recipiente que sirve de base para que solidifique. Otro ingrediente que se agrega al 

gel es un compuesto conocido como bromuro de etidio, una molécula intercalante 

capaz de unirse al ADN de doble cadena. Cuando es excitado con luz UV emite 

una señal que permite la visualización de los amplicones en forma de bandas. 

Cuando los amplicones son separados en el gel, éstos deben ser cargados junto 

con un marcador molecular que contenga un número determinado de segmentos 

de ADN conocidos, lo que facilita la identificación de los amplicones y si su tamaño 

corresponde con el esperado. 

(Tamay et al, 2013, p. 72) 
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4. Justificación 

 

En un estudio se reveló que Tabasco es el Estado que reportó el mayor número de casos 

clínicos con leishmaniosis (37.4%) durante el periodo 1990-2011 (Carrada et al.,  2014). 

Varios trabajos evalúan la frecuencia con la que se presenta esta parasitosis en la 

población humana; sin embargo, existen pocos estudios que determinan la presencia de 

Leishmania en especies consideradas como hospedadores silvestres y potenciales 

reservorios. Dichos estudios son de importancia ya que evalúan indirectamente el riesgo 

de adquisición de leishmaniosis al que se enfrentan las comunidades que se encuentran 

en contacto con entornos en donde cohabitan los vectores y hospedadores del parásito. 

En Tabasco existe el parque ecológico La Venta, de importancia turística en donde habita 

el insecto vector del parásito; y posibles hospedadores de Leishmania como son el coatí 

(Nasua narica) y el mapache (Procyon lotor).Debido a que es un sitio frecuentemente 

visitado, podría representar para los turistas y las comunidades aledañas, un riesgo de 

adquisición de la parasitosis. 

En un estudio previo (trabajo en proceso) se determinó la presencia de anticuerpos anti-

Leishmania entre el año 2014 y 2015 en mapaches y coatíes del parque ecológico. Sin 

embargo, la presencia de estos anticuerpos no es indicativa de una parasitosis activa de 

ahí surge la necesidad de identificar directamente al parásito, a través de la determinación 

del ADNk, con el objetivo de determinar el porcentaje de mapaches y coatíes de La Venta, 

Tabasco que resultan positivos a la presencia de Leishmania. 
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5. Objetivos 

5.1 General 

Determinar la presencia de Leishmania sp. en una población de mapaches y coatíes del 

parque ecológico  La Venta, Tabasco para establecer el porcentaje de individuos que 

presentan una parasitosis activa. 

5.2 Específicos 

1. Extraer ADN de muestras de sangre a través del uso de un kit comercial. 

2. Poner a prueba dos diferentes técnicas de extracción de ADN de muestras de 

pelo: kit comercial vs Fenol-cloroformo. 

3. Amplificar un fragmento de 120 pb del ADNk mediante PCR punto final. 

4. Realizar un cruce de variables entre los resultados obtenidos en el presente 

trabajo y lo obtenido en la determinación de anticuerpos anti-Leishmania de un 

estudio previo en la misma población. 
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6. Metodología 

6.1 Material biológico 

6.1.1 Muestras problema 

Se presenta el análisis de 9 muestras de sangre y 9 muestras de pelo de mapache así 

como 30 muestras de sangre y 30 de pelo de coatíes que habitan el parque ecológico La 

Venta, Tabasco (Coordenadas: 18.002808,-92.94184,15) recolectadas durante enero de 

2016. En el parque, los animales se encuentran en libertad, sin embargo, son atrapados 

ocasionalmente para revisarlos. A cada uno de ellos se le ha colocado una marca para su 

identificación. Los mamíferos fueron seleccionados de manera completamente aleatoria, 

ninguno de los animales presentó lesiones sugerentes o compatibles con la infección por 

Leishmania sp. 

6.1.2 Muestras control 

6.1.2.1 Control negativo de muestras de pelo 

Se prepararon muestras de fragmentos de pelo humano de 2 cm de largo. 

6.1.2.2 Control positivo de muestras de pelo 

Muestras de pelo humano, en cantidad y condiciones similares a las descritas en el punto 

anterior, recibieron la incorporación de 1 promastigote/ µL de Leishmania mexicana 

MNYC/BZ/62/M379. 

6.1.2.3 Control negativo de muestras de sangre 

Como control negativo de sangre, se recolectaron alícuotas de 250 µL de sangre de 

catéter de un neonato de 1 mes de edad que recibió atención médica en el Instituto 

Nacional de Perinatología, ni el neonato ni la madre presentan signos clínicos sugerentes 

de infección por Leishmania. 

6.1.2.4 Control positivo de muestras de sangre 

Se prepararon mezclas de las alícuotas de sangre del neonato con 1 promastigote/ µL de 

Leishmania mexicana MNYC/BZ/62/M379.  
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6.1.2.4 Control ADN de Leishmania mexicana 

Se prepararon alícuotas de ADN de promastigotes de Leishmania mexicana 

MNYC/BZ/62/M379, cepa de referencia, creciendo en forma axénica en medio de cultivo 

Dulbecco’s con 10% SFB. El ADN es extraído mediante QIAamp DNA Blood mini kit 250 

de QIAGEN. 

6.2 Procesamiento de las muestras problema 

6.2.1 Extracción y purificación de ADN de muestras de sangre 

El procesamiento de las muestras de sangre de los mapaches y coatíes se realizó 

mediante el uso del QIAamp DNA mini kit 50 (Qiagen Sciences, Maryland, USA). Las 

muestras de sangre fueron suspendidas en 500 µl del buffer ASL y homogeneizadas por 

agitación en vórtex, posteriormente fueron centrifugadas a 16,099 g durante 1 minuto. Los 

sobrenadantes fueron recolectados y se les adicionó las tabletas adsorbentes que 

proporciona el kit. Posteriormente, se llevó a cabo la homogeneización por agitación en 

vórtex y se centrifugaron a 16,099 g durante 1 minuto. Se recolectaron los sobrenadantes 

y a estos les fueron agregados 10 µl de proteinasa K y 500 µL de buffer AL, dichas 

mezclas se homogeneizaron por agitación en vórtex y se colocaron en baño María a 70°C 

durante 10 minutos. Finalizado este tiempo se agregaron 500 µL de etanol y se llevó a 

cabo la homogeneización por agitación en vórtex, obteniendo así los lisados, de los 

cuales se recolectaron 500 µl en una columna QIAamp. Posteriormente se llevó a cabo la 

centrifugación a 16,099 g durante 1 minuto y se desecharon los eluatos. Se agregaron 

500µl de la solución AW1 a las columnas QIAamp, se centrifugaron a 16,099 g durante 1 

minuto y se descartaron los eluatos. Posteriormente se agregaron 500µl de la solución 

AW2 a las columnas, se llevó a cabo una centrifugación a 16,099 g durante 1 minuto y se 

descartaron los eluatos. Finalmente se agregaron 50 µl de solución AE a las columnas, se 

centrifugaron a 16,099 g durante 1 minuto y se colectaron los eluatos finales. 
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6.2.2 Extracción de ADN de pelo mediante uso de QIAamp DNA Blood mini kit 250 

(Qiagen Sciences, Maryland, USA) 

Se prepararon 4 pelos por cada muestra problema, a los cuales se les adicionaron 30µL 

de proteinasa K y 23 µL de DTT 1M. Posteriormente las mezclas se homogeneizaron en 

vórtex y se incubaron durante 1 hora a 56°C; pasado este tiempo, se les adicionó 200 µL 

de buffer AL y se incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos. A la totalidad de 

las mezclas se les agregó 200 µL de etanol y se homogeneizaron en vórtex 

vigorosamente. Cada una de las mezclas se transfirió a columnas de separación y se 

centrifugaron durante 4 minutos a 7,155 g. Se descartaron los eluatos y a las columnas se 

les agregó 500 µL del buffer AW1; se sometieron a centrifugación durante 4 minutos a 

7,155 g. Nuevamente se descartaron los eluatos, se agregaron 500 µL de buffer AW2 a 

las columnas y se centrifugaron a 16,099 g durante 8 minutos. Se desecharon los eluatos 

y a las columnas se agregó 60 µL de buffer AE, se incubaron a temperatura ambiente 

durante 1 minuto. Las mezclas se centrifugaron durante 1 minuto a 7,155 g. Se colectaron 

los eluatos finales. 

 

6.3 Amplificación por PCR punto final de un fragmento del ADNk de Leishmania sp.  

Este proceso fue llevado a cabo con el kit de PCR Taq Master Mix de QIAGEN (Qiagen 

Sciences, Maryland, USA) que incluyó Buffer de PCR 2x y H2O grado biología molecular. 

Se les añadieron los iniciadores JW11 y JW12 (Nicolas, 2002) y ADN genómico de las 

muestras problema y muestras control, en un volumen final de 25 µL/vial, como se 

muestra en la siguiente tabla: 

Reactivo 1x (µL) 

 MgCl2 (3 mM)  

 
Buffer de PCR 2x 

Taq DNA polimerasa 

(5 U/μl) 

12.5 

 2-desoxirribonucleósido 

5-trifosfatos (DNTPs) 

(400μM) 

 

H2O 5.5 

JW 11 (10 pM) 1 

JW12 (10 pM) 1 

ADN 5 

Total 25 

Tabla 1. Cantidades/ concentraciones de los reactivos y muestras usados en la reacción de 

PCR punto final.  
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Usando un termociclador (Mastercycler Gradient; Eppendorf, Westbury, NY); Se 

manejaron las siguientes condiciones:  

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos (#) 

Desnaturalización 

inicial 

95 10 1 

Desnaturalización 95 1  

Alineamiento 52 1 31 

Elongación 72 1  

Elongación final 72 10 1 

Tabla 2. Condiciones de temperatura, tiempo y numero de ciclos en el proceso de PCR punto 

final. 

Finalmente enfriamiento a 4 °C. Después, los viales se almacenaron a una temperatura 

de -20 ° C. 

 

6.4 Amplificación por PCR punto final de un fragmento de β-globina humana. 

Para identificar si el proceso de lisis del pelo permitía la liberación del ADN sin dañarlo, se 

amplificó un gen que se encuentra de manera ubicua en las células. Para ello, se extrajo 

el ADN como ya se describió y se amplificó con los iniciadores GH21 (25µM) y PCO3 

(25µM) (Saiki et al., 1985) en las muestras control, en un volumen final de 25 mL/vial. Las 

condiciones de amplificación fueron las descritas en la siguiente tabla: 
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Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos (#) 

Desnaturalización 

inicial 

95 10 min 1 

Desnaturalización 95 30 s  

Alineamiento 58 30 30 

Elongación 72 30 s  

Elongación final 72 10 m 1 

Tabla 3. Condiciones de temperatura, tiempo y numero de ciclos en el proceso de PCR punto 

final. 

Finalmente se llevó a cabo un enfriamiento a 4 °C. Después, los viales se almacenaron a 

una temperatura de -20 °C. 

 

6.5 Análisis del producto de amplificación por PCR 

Se preparó gel de agarosa ultrapura (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil) al 3.5% diluido en 

solución tampón Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1x (ver anexo 1). La agarosa se calentó en 

microondas hasta que se logró la disolución completa. Se adicionó como revelador Gelred 

(Biotium Inc, Landing Parkway, CA) 1:1000. 

Antes de amplificar el ADN, se determinó su integridad, en un gel similar al arriba descrito, 

de una concentración de 0.8% de agarosa. Las muestras de ADN de sangre de los 

mamíferos se mezclaron con 1 µl de colorante de carga Orange G (Sigma-Aldrich, Saint 

Louis, Missouri USA), de dichas mezclas se tomaron alícuotas de 10 L y se descargaron 

en los pozos del gel de agarosa. Si el ADN se observó íntegro, entonces se realizó la 

amplificación del ADN y los amplicones obtenidos de la PCR punto final se mezclaron con 

1 µl de colorante de carga Orange G. De dichas mezclas se tomaron alícuotas de 10 mL y 

se descargaron en los pozos del gel de agarosa. Así mismo, se añadió un marcador de 

peso molecular (ADN de 50 pb, Invitrogen, Sao Paulo, Brasil) en el primer pozo. La 

electroforesis se ejecutó a 70 V durante 2 horas. 

La observación se llevó a cabo usando un transiluminador AlphaImager, Sistema HP (Cell 

Biosciences, Inc., Santa Clara, CA). Esperando productos de amplificación de 120 pb para 
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el caso de la identificación de la presencia de ADNk de Leishmania sp. y de 250 pb en el 

caso del fragmento de la β-globina humana. 

6.6 Datos de la determinación de anticuerpos anti-Leishmania  

Los resultados de la determinación de la presencia de anticuerpos anti-Leishmania 

realizada en muestras sanguíneas recolectadas en julio y diciembre de 2014, y julio y 

diciembre de 2015, fueron contrastados con la determinación del ADN, realizada durante 

este trabajo. 

6.7 Análisis estadístico  

Se presentan los resultados como positivos o negativos. Se prepararon tablas de 

contingencia entre los resultados de PCR y las determinaciones de anticuerpos obtenidas 

anteriormente por el grupo de trabajo. 
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7. Resultados obtenidos 

7.1 Estandarización de la extracción de ADN de muestras de pelo 

Se realizó la extracción y purificación del ADN de muestras control de pelo mediante el 

uso del QIAamp DNA Blood mini kit 250 de QIAGEN y la técnica de fenol cloroformo. En 

ambas técnicas se realizaron modificaciones en el uso de los reactivos de la fase de lisis, 

así como en el orden en el que éstos se adicionaron, lo anterior con el propósito de 

determinar si las técnicas permiten una buena extracción del ADN bajo diversas 

condiciones de lisis. A continuación se describen detalladamente cada una de las 

condiciones que utilizamos durante el proceso de estandarización: 

Se realizaron experimentos con diferentes mezclas de extracción de DNA del pelo: 

7.1.1 Comparación de la técnica de fenol cloroformo y el QIAamp DNA Blood mini 

kit 250 de QIAGEN para la extracción de ADN de muestras de pelo. 

7.1.1.1 Fase de lisis para el QIAamp DNA Blood mini kit 250 de QIAGEN 

Los controles positivos y negativos preparados como se describió previamente, fueron 

tratados en tres combinaciones para la fase de lisis, con el objetivo de identificar las 

mejores condiciones de extracción del ADN en el pelo:  

30µL de proteinasa K, 200 µL de buffer AL y 23 µL de DTT 1M;  

30µL de proteinasa K y 23 µL de DTT 1M;  

30µL de proteinasa K, 

Posteriormente, las mezclas se homogeneizaron en vórtex y se incubaron durante 1 hora 

a 56°C.En aquellas mezclas que inicialmente no contenían buffer AL, les fue agregado 

este reactivo y se incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos. Posteriormente 

a la totalidad de las mezclas se les agregó 200 µL de etanol y se homogeneizaron en 

vórtex vigorosamente. A continuación el ADN se extrajo como se describió en material y 

métodos, se amplificó y se identificó en geles de agarosa. Figura 11 
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7.1.1.2 Fase de lisis para la técnica de extracción de fenol-cloroformo (Sigma-Aldrich, 

Saint Louis, Missouri USA) 

Controles negativos y positivos descritos anteriormente, fueron lisados con las siguientes 

mezclas: 

300 µL de buffer de lisis NET 100 (ver anexo 1) 

30µL de proteinasa K, 200 µL de buffer AL y 23 µL de DTT 1M;  

30µL de proteinasa K y 23 µL de DTT 1M;  

30µL de proteinasa K, 

Las mezclas se homogeneizaron por agitación vigorosa con vórtex y se incubaron a 56 °C 

durante 1 hora. Posteriormente se adicionaron 300 µL de fenol saturado y se mezclaron 

por agitación con vórtex. Se centrifugaron a 1,006 g durante 10 minutos y se recuperaron 

las fases acuosas, se les añadió a cada una 150 µL de fenol y 150 µL de cloroformo, 

dichas mezcla se agitaron con vórtex y se centrifugaron a  1,006 g durante 10 minutos. Se 

recuperaron las fases acuosas y a estas se les adicionaron 600 µL de cloroformo y se 

agitaron durante 5 minutos con vórtex, se centrifugaron nuevamente las mezclas a 1,006 

g durante 10 minutos y nuevamente se recolectaron las fases acuosas, a las cuales se les 

adicionaron 40 µL de NaCl 5 M y 1000 µL de etanol absoluto. Se agitaron por inmersión y 

se centrifugaron a 16,099 g durante 20 minutos a 4°C, se eliminó el sobrenadante y al 

botón se les agregaron 800 µL de etanol al 70% a 4°C. Posteriormente se centrifugaron a 

6,289 g durante 5 minutos a 4°C, se eliminó el sobrenadante y el botón se dejó secar 

durante 40 minutos. Finalmente, las muestras se hidrataron adicionando 60 µL de agua 

MiliQ y se almacenaron a -20°C. 

En la Figura 11, Se observa la banda esperada de 120 pb en el carril del control positivo 

Leishmania mexicana MNYC/BZ/62/M379 (1:25,000); bandas similares se obtuvieron en 

los carriles de los tratamientos de lisis ADK, DK, D, K por extracción con Kit QIAamp de 

QIAGEN.  

Con extracción de DNA mediante técnica de fenol-cloroformo la banda de 120 pb se 

obtuvo únicamente en el carril del tratamiento de lisis Buffer NET 100. En el resto de los 

tratamientos no se obtiene amplicón. 
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La elección de la técnica óptima se realizó con base en las ventajas que cada una ofrece, 

como el tiempo que se requirió para efectuarse, la sencillez del proceso, la exposición a 

reactivos tóxicos y por supuesto la visualización de los amplicones através de 

electroforesis en gel de agarosa al 3.5%. 

 

Figura 11. Efecto de la lisis de los pelos en la amplificación del ADN de Leishmania. 

Electroforesis en gel de agarosa al 3.5%, de los productos de amplificación de un fragmento de 

120 pares de bases del DNAk de Leishmania mexicana, llevada a cabo  bajo diferentes 

tratamientos de lisis. Carril : (1) marcador de peso molecular 50bp, (2) mezcla de reacción , (3)   agua , (4) 

muestra control negativa  extracción  con kit, (5) carril vacío, muestras control positivas extracción con kit, 

tratamiento: (6) Buffer AL, DTT y proteinasa K, (7) DTT y proteinasa K*, (8) proteinasa K*; muestras control 

positivas extracción con técnica fenol-cloroformo, tratamiento: (9)  Buffer NET 100, (10) Buffer AL, DTT y 

proteinasa K, (11) DTT y proteinasa K, (12)  proteinasa k; (13) Control positivo  M379 (C+); (14) carril vacío, 

(15) agua. 

*Adición de Buffer AL post incubación 

 



49 
 

Al comparar ambas técnicas se pudo determinar que el uso del kit resultó más sencillo 

que la técnica de fenol-cloroformo, se necesitó menos tiempo para llevarla a cabo y no 

utiliza reactivos altamente tóxicos como es el cloroformo, además permite llevar a cabo la 

lisis de las muestras en diversas condiciones, algo que la técnica de fenol-cloroformo no 

permitió, con lo cual esta última técnica se descartó para el procesamiento de las 

muestras problema de pelo. 

 

7.1.1.3 Incremento de controles a la fase de lisis del QIAamp DNA Blood mini kit 250 

Una vez que se ha seleccionado la técnica con la que se ha de extraer el ADN de las 

muestras de pelo, es preciso llevar a cabo la estandarización de la fase de lisis ya que el 

kit se encuentra adaptado para procesar muestras sanguíneas, tejido que en cuanto a 

composición y estructura difiere completamente de la muestra a manipular, en este caso 

pelo de mamífero. Las modificaciones realizadas consistieron en la variación del uso de 

los reactivos manejados: buffer AL, Proteinasa k y Dithiothreitol (DTT) 1M, este último 

reactivo no forma parte del kit de extracción sin embargo su uso se ha descrito en 

protocolos de extracción de ADN de pelo. 

Se prepararon controles positivos y negativos a los cuales se les adicionaron los reactivos 

de la fase de lisis:  

30µL de proteinasa K, 200 µL de buffer AL y 23 µL de DTT 1M;  

30µL de proteinasa K y 23 µL de DTT 1M;  

30µL de proteinasa K;  

200 µL de buffer AL y 23 µL de DTT 1M;  

200 µL de buffer AL y 30µL de proteinasa K;  

23 µL de DTT 1M  

Las mezclas se homogeneizaron en vórtex y se incubaron durante 1 hora a 56°C; a 

aquellas mezclas que no contienen de manera inicial buffer AL les fue agregado este 

reactivo tras la incubación anteriormente mencionada y se incubaron a temperatura 

ambiente durante 10 minutos. Posteriormente el ADN se extrajo como está descrito en 

material y métodos y se identificó en geles de agarosa. Figura 12. 
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Figura 12.Amplificación de ADN de Leishmania extraído de pelos.Electroforesis en gel de 

agarosa al 3.5%, de los productos de amplificación de los primers JW11/12, llevada a cabo en ADN 

de muestras control de pelo, extraído mediante QIAamp DNA Blood mini kit 250 bajo diferentes 

tratamientos de lisis.Carril: (1) marcador de peso molecular 50bp; (2) Blanco,muestras negativas 

tratamientos: (3)  buffer AL, DTT y proteinasa K, (4) DTT y proteinasa K*, (5) buffer AL y proteinasa K, (6)  

buffer AL y DTT, (7)  proteinasa K*, (8)   DTT*.  (9) Carril vacío; muestras positivas tratamientos: (10) buffer 

AL, DTT y proteinasa K, (11)  DTT y proteinasa K*, (12) buffer AL y proteinasa K, (13)  buffer AL y DTT, (14)  

proteinasa K*, (15)   DTT*; (16) carril vacío; (17)  Control positivo  M379, (18) carril vacío;(19) blanco de agua, 

(20) carril vacío. 

*Adición de Buffer AL post incubación 

Como se puede apreciar en la figura 12, todas las condiciones de lisis manejadas con el 

kit permitieron la amplificación del fragmento del ADNk de interés, sin embargo las bandas 

de los amplicones se observan con diferentes intensidades, siendo las más nítidas las 

bandas generadas por el tratamiento DTT y proteinasa K (Adición de Buffer AL post 
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incubación), así como el tratamiento con proteinasa K (Adición de Buffer AL post 

incubación). 

 

7.2. Amplificación de un fragmento de la beta-globina 

Hasta este punto de la experimentación, se habían identificado las condiciones óptimas 

de lisis en la extracción de ADN de pelo y del parásito cuando éste último se encuentra en 

el exterior de la muestra biológica seleccionada, sin embargo es necesario demostrar que 

las condiciones de lisis son aptas para degradar el pelo y liberar cualquier partícula que se 

encuentre en su interior, ya que es probable que el parásito se encuentre embebido en la 

corteza del pelo, por lo tanto es necesario encontrar las condiciones óptimas de lisis de la 

muestra que permita liberar al parásito de la estructura interna del pelo, para llevar a cabo 

una amplificación por PCR punto final; para esto se procede a realizar la amplificación de 

un fragmento de 250 pb presente en el gen de la β-globina humana, ubicado en el 

cromosoma 11, haciendo uso de los iniciadores GH21 y PCO3. 

Como se puede observar en la figura 13, todas las condiciones de lisis manejadas 

permiten la amplificación del fragmento de ADN de interés, siendo las bandas más nítidas 

generadas por el tratamiento AL, DTT y proteinasa K (Adición de Buffer AL post 

incubación)así como el tratamiento DTT y proteinasa K (Adición de Buffer AL post 

incubación). 

El tratamiento de lisis consistente en la exposición de la muestra a DTT y proteinasa K 

(exposición a buffer AL post incubación) permitió la generación de las bandas más nítidas 

tanto en la amplificación del fragmento de interés del ADNk de Leishmania así como de la 

β-globina humana, por lo tanto se seleccionó como el tratamiento a utilizar en las 

muestras problema. 
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Figura 13.Corroboración de la adecuada extracción de ADN del pelo. Electroforesis en gel de 

agarosa al 3.5%, de los productos de amplificación de un fragmento de 250 pares de bases del gen 

de la Beta globina con los primers HG21 y PCO3, llevada a cabo en ADN de muestras control de 

pelo, extraído mediante QIAamp DNA Blood mini kit 250  bajo diferentes tratamientos de lisis.Carril: 

(1) marcador de peso molecular 50bp Ladder, (2) Blanco 1, muestras negativas tratamiento;  buffer (3) AL, 

DTT y proteinasa K, (4)  DTT y  AL (5) AL y proteinasa K, (6)  Proteinasa K*(7) DTT*, (8) DTT y proteinasa k*; 

Muestras positivas tratamiento (9)AL, DTT y proteinasa K, (10)  DTT y  AL  (11) AL y proteinasa K, (12)  

proteinasa k*, (13)  DTT*(14)   DTT Y proteinasa k *(15)  Control positivo  M379; (16)  Blanco 2,(17,18,19,20) 

carriles vacíos. 

*Adición de Buffer AL post incubación 
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Se observa la banda esperada de  250 pb en todos los carriles, no importando el 

tratamiento de lisis al que fueron sometidas las muestras por extracción conQIAamp DNA 

Blood mini kit 250. El resto de los carriles no presentan amplicón. 

 

 

7.3 Detección de la presencia de Leishmania sp. en muestras biológicas de 

mapaches y coatíes del parque ecológico La Venta, Tabasco. 

Como se observa en las figuras 14 y 15, aquellos prociónidos cuyas muestras permitieron 

la amplificación de una banda de 120 pares de bases, fueron considerados positivos en la 

determinación de la presencia de Leishmania sp.; los coatíes 2, 4, 14, 15, 18, 21, 22, 23, 

26, 27, 28, 29 y 3 presentaron resultados positivos en ADN extraído de pelo, siendo que 

este último también obtuvo resultado positivo en ADN proveniente de sangre, mientras 

que solo el coatí 1 presentó resultado positivo en ADN de sangre; así el 46.66% de la 

población analizada de coatíes fue positiva a la presencia del protozoario, de la totalidad 

de estos individuos ninguno presentó anticuerpos anti-Leishmania durante el periodo de 

análisis serológico. 

Del grupo de mapaches ninguno dió resultados positivos en muestras de ADN de sangre, 

los individuos 5 y 6 resultaron ser positivos en la determinación del parásito en muestras 

de ADN de pelo, es decir que el 22.22% de la totalidad de la población analizada fue 

positivo a la presencia de Leishmania sp., ambos mamíferos resultaron ser seropositivos 

durante todo el periodo de análisis serológico. 

Cabe mencionar que algunas de las muestras de sangre presentaron degradación, como 

se observa en la figura 16, donde se no se aprecian los ADN genómicos como una única 

banda sino como un barrido de degradación. 
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Figura 14.Análisis de Leishmania en el ADN en el pelo de coatíes. Electroforesis en gel de 

agarosa al 3.5%, de los productos de amplificación de los primers JW11/12.Carriles: (1) marcador de 

peso molecular 50 pb, (2) blanco inicial, (3) blanco final; muestras de DNA extraído de pelo :(4) coatí 30, (5) 

coatí 27, (6) coatí  28, (7) coatí  29, (8) coatí 26 , (9)  vacío, (10)  control M379. 

 

En la figura 14 se observa la banda esperada de 120 pares de bases en el carril del 

control positivo, bandas similares se observan en los carriles de las muestras de los 

coatíes 26, 28 y 29. Se observan bandas inespecíficas de 50 pb y 200 pb atribuidos a la 

presencia de regiones con secuencias complementarias a las secuencias de los 

iniciadores utilizados en el genoma de los individuos analizados.  
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Figura 15. Análisis de Leishmania en el ADN en el pelo de coatíes. Electroforesis en gel de 

agarosa al 3.5%, de los productos de amplificación de los primers JW11/12.Carriles: (1) marcador de 

peso molecular 50 pb, (2) blanco inicial ; muestras de DNA extraído de pelo : (3) negativo, (4) mapache 1 , (5) 

mapache 2, (6) mapache 3, (7) mapache 4, (8) mapache 6, (9)  coatí 1, (10) coatí 7, (11) coatí 3, (12) coatí 5, 

(13) coatí 6, (14) coatí 8, (15) coatí 14, (16) coatí 15, (17) coatí 21, (18) mapache 7, (19) control M379, (20) 

blanco final. 

Se observa la banda esperada de 120 pares de bases en el carril del control positivo 

M379, bandas similares se observan en los carriles de las muestras de los coatíes 3, 14 

15, 21 y la muestra del mapache 6. 
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Figura 16. Análisis de Leishmania en el ADN en el pelo de coatíes. Electroforesis en gel de 

agarosa al 3.5%, de los productos de amplificación de los primers JW11/12.Carriles: (1) marcador de 

peso molecular 50 pb, (2) blanco inicial ; muestras de DNA extraído de pelo : (3) negativo, (4) coatí 20 , (5) 

coatí 22, (6) coatí 23, (7) coatí 24, (8) coatí 25, (9) control M379, (10) blanco final. 

Se observa la banda esperada de 120 pares de bases en el carril del control positivo 

M379, bandas similares se observan en los carriles de las muestras de los coatíes 22 y 

23. 
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Figura 17. Análisis de Leishmania en el ADN en el pelo de coatíes. Electroforesis en gel de 

agarosa al 3.5%, de los productos de amplificación de los primers JW11/12.Carriles: (1) marcador de 

peso molecular 50 pb, (2) control m379, (3) Blanco inicial; muestras de DNA extraído de pelo :  (4) negativo, 

(5) mapache 6, (6) mapache 2, (7) coatí 22, (8) mapache 4, (9)  coatí 23, (10) coatí 1, (11) coatí 2, (12) coatí 

18, (13) coatí 19, (14) coatí 6, (15) coatí 4, (16) coatí 14, (17) coatí 15, (18) coatí 21, (19) mapache 5, (20) 

blanco final. 

Se observa la banda esperada de 120 pares de bases en el carril del control positivo 

M379, bandas similares se observan en los carriles de las muestras de los coatíes 22, 23, 

2, 18, 4, 14, 15, 21 y mapache 5. 
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Figura 18. Análisis de Leishmania en el ADN en sangre de coatíes. Electroforesis en gel de 

agarosa al 3.5%, de los productos de amplificación de los iniciadores JW11/12, llevada a cabo en 

muestras de DNA extraído de sangre de coatíes.Carriles: (1) blanco inicial, (2) control negativo; muestras 

de DNA extraído de sangre: (3) coatí 1, (4) coatí 2, (5) coatí 3, (6) coatí 4, (7) coatí 5, (8) coatí 6, (9) coatí 7, 

(10) coatí 8, (11) coatí 9, (12) coatí 10, (13) coatí 11, (14) coatí 12, (15) coatí 14, (16) coatí 15, (17)  control 

positivo, (18) control m379, (19)  blanco final, (20) marcador de peso molecular 50 pb. 

Se observa la banda esperada de 120 pares de bases en el carril del control positivo 

M379, bandas similares se observan en los carriles de: control positivo, las muestras de 

los coatíes 1 y 3.Se observan bandas inespecíficas de diversos pesos moleculares, 

atribuidos a la presencia de regiones con secuencias complementarias a las secuencias 

de los iniciadores utilizados en el genoma de los individuos analizados.  
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Figura 19. Determinación de integridad del ADN de prociónidos extraído de sangre. 

Electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Carriles: (1) marcador de peso molecular 50 pb,, muestras de 

DNA: (2) coatí 2, (3) coatí 4, (4) coatí 5, (5) coatí 10, (6) coatí 12, (7) coatí 14, (8) coatí 15, (9) coatí 16, (10) 

coatí 17, (11) coatí 18, (12) coatí 19, (13) coatí 21, (14) coatí 22, (15) coatí 29, (16) coatí 30, (17)mapache 1, 

(18) mapache 4, (19) mapache 3, (20) vacío. 

Se observa degradación en varias de las muestras de ADN de sangre, en algunos carriles 

incluso no se aprecia la presencia del mismo. 
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Tabla 4. Resumen de coatíes positivos 

Figura Carril Coatí 

18 3 1 

17 11 2 

15 11  

18 5  

17 15 4 

15 15 14 

15 16 15 

17 12 18 

15 17 21 

16 5 22 

16 6 23 

14 8 26 

14 5 27 

14 6 28 

14 7 29 

Total 14 

 

 

 

Tabla 5. Resumen de mapaches positivos 

Figura Carril Mapache 

17 19 5 

15 8 6 

Total 2 

 

 

 

Resultados en muestra de pelo Resultados en muestra de sangre 

Resultados en muestra de pelo 

 3 
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Tabla 6. Presencia de anticuerpos anti-Leishmania en mapaches y coatíes con resultado 

positivo en la determinación de la presencia de Leishmania sp. por PCR punto final en 

muestras de pelo y sangre. 

 

Población 
 

Número de identificación 
 

Anticuerpos Anti-Leishmania 
 

2014 2015 

 1 0.03 0.02 0.07 0.08 

 2 0.04 0.04 0.01 0.08 

 3 0.01 0.02 0.07 0.07 

 4 0.01 0.03 0.02 0.02 

 14 0.03 0.0 0.0 0.0 

 15 0.01 0.0 0.0 0.01 

Coatí 18 0.01 0.02 0.01 0.01 

 21 0.05 0.01 0.03 0.02 

 22 0.02 0.09 0.01 0.02 

 23 0.04 0.0 0.02 0.01 

 26 0.04 0.0 0.03 0.03 

 27 0.05 0.05 0.05 0.05 

 28 0.03 0.0 0.03 0.04 

 29 0.02 0.0 0.02 0.04 

 
 

Mapache 

5 0.2 0.21 0.29 0.3 

 6 0.23 0.33 0.35 0.3 

* El punto de corte para el ensayo inmunoenzimático es 0.2 unidades de absorbancia. 

*2014, 2015: año de recolección de la muestra. 

 

Tabla 4. Resultados positivos en la determinación de Leishmania sp. por PCR punto final en 

ADN extraído de muestras biológicas de mapaches y coatíes del parque-museo La Venta, 

Tabasco. 

Población Individuos Número de 

positivos 

Número de 

positivos 

totales 

 

Porcentaje de 

positivos 

totales (%) 

Sangre Pelo 

Coatíes 30 2 13 14 46.66 

Mapaches 9 0 2 2 22.22 
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Tabla 5. Individuos con resultados positivos en la determinación de anticuerpos 

anti-Leishmania respecto a los individuos con resultados positivos por PCR punto 

final. 

Población Individuos con 

resultados 

positivos en PCR 

Número de 

positivos totales 

en serología  

Porcentaje de 

positivos totales 

en serología (%) 

Coatíes 14 0 0 

Mapaches 2 2 100 
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8. Análisis de resultados 

 

Como se muestra en los resultados, el 46.66 % de la población de coatíes analizados dio 

resultado positivo en la determinación de la presencia del parásito por PCR punto final. 

Sólo en una de las muestras fue detectada la presencia del parásito exclusivamente en 

sangre y en otro individuo fue posible detectar el ADN del parásito tanto en pelo como en 

sangre, en el resto de los casos el ADN de interés fue hallado sólo en una de las 

muestras biológicas: pelo. 

En cuanto a la población de mapaches estudiados, sólo 22.2 % dio resultado positivo en 

la determinación de la presencia del parásito en pelo. En ninguno de los mapaches se 

identificó la presencia del parásito en sangre. 

Es de gran importancia mencionar que los resultados de la presencia de ADNk de 

Leishmania sp. en muestras sanguíneas no es concluyente en este trabajo ya que el ADN 

extraído de dicho tejido presentó degradación en numerosos casos. El estado del ADN 

proveniente de varias de las muestras de sangre pudo haber impedido la amplificación del 

ADNk de Leishmania sp. y por lo tanto no permite determinar si efectivamente el parásito 

se encuentra presente o no en las muestras analizadas. 

En la literatura se atribuye la degradación del material genético a dos factores principales: 

altas temperaturas durante el periodo de conservación o en su defecto al tiempo de 

almacenamiento (Payares, 2012, p. 30). La degradación del material genético proveniente 

de las muestras sanguíneas puede ser atribuida al prolongado periodo de tiempo que las 

muestras se resguardaron sin ser procesadas, ya que fueron recolectadas en enero de 

2016 y (debido a percances relativos a material y reactivos) su procesamiento se llevó a 

cabo a inicios del año 2017. 

Al comparar los porcentajes de organismos que dieron resultados positivos en la 

detección del parásito, se puede observar que en la mayoría de los casos, el parásito 

Leishmania se detectó en pelo y no en sangre. Esto puede ser atribuido al curso natural 

de la infección, ya que la especies de parásito que se encuentra en esa zona es parásito 

con tropismo dérmico.  

Uno de los factores a considerar podría ser el comportamiento del protozoario respecto a 

la temperatura. Se ha sugerido previamente que la distribución de Leishmania en el 

organismo humano puede ser explicada con base en la sensibilidad del parásito a la 
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temperatura. En humanos la temperatura de la piel es más baja que la temperatura 

interna, así los parásitos termo-sensibles pueden permanecer en la piel mientras que los 

parásitos termo-resistentes pueden ir a las vísceras (Callahan, 1996, p. 401). 

Se ha demostrado que el tropismo de Leishmania en el hospedador humano se 

correlaciona con la termo-sensibilidad del amastigote in vitro: Los amastigotes de 

especies visceralizantes que están expuestos a temperaturas más altas in vivo (37 °C) se 

replican igualmente bien a temperaturas de 35 a 39 ° C in vitro, mientras que las cepas 

cutáneas que son expuestas a temperaturas más bajas in vivo (33 ° C) se replican mejor a 

temperaturas más bajas in vitro<35°C (Berman y Neva 1981; Sacks et al.,1983). Según 

Engleberg (2017, p. 515), las especies clásicamente asociadas con la variante cutánea de 

la enfermedad crecen in vivo mejor a temperaturas entre los 25oC y 30oC, mientras que 

las especies asociadas a la variante visceral se desarrollan mejor a 37°C. De acuerdo con 

lo anterior, podría ser posible que el mismo fenómeno se repita en las especies 

analizadas (es importante mencionar que no existen estudios en los que se determine la 

temperatura corporal interna y externa de las especies estudiadas) y así la Leishmania 

hallada en los mapaches y coatíes del parque-museo La Venta podría pertenecer a una 

especie que por su termo-sensibilidad presente un tropismo por el tejido cutáneo.  Lo cual 

tiene congruencia con las estadísticas reportadas, donde es señalado que Tabasco es 

sitio endémico de leishmaniosis cutánea y cuya forma principal de presentación es la 

ulcera de los chicleros (Jheman, 2007, p. 3). Esto es considerable siempre y cuando 

realmente no haya existencia del parásito en sangre, lo cual en varios de los casos no 

puede ser determinado por la degradación del ADN. Por otra parte, en los casos en los 

que se detectó la presencia de Leishmania en sangre, se puede considerar que la 

infección está progresando al estadio visceral o simplemente, que se desprendieron 

macrófagos infectados de las lesiones, se movieron a través de la linfa y terminaron en la 

sangre por la descarga de la linfa a la sangre a través del conducto toráxico. 

Al comparar los resultados obtenidos de la población de coatíes contra lo obtenido en la 

población de mapaches, se puede determinar que el primer grupo obtuvo un mayor 

porcentaje de individuos parasitados por Leishmania. Sin embargo no es lo más 

apropiado comparar dichos resultados ya que el número de individuos por población no es 

equitativo. Si fuese admisible considerar que el parásito afecta en mayor proporción a una 

de las especies analizadas (Nasua narica), se podría atribuir esta preferencia a las 

características metabólicas o incluso físicas propias de cada especie, ya que los 
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mosquitos manifiestan preferencias hacia ciertas propiedades como la cantidad de CO2 

emitida en el aliento, a mayor cantidad es más fácil que los flebótomos identifiquen a sus 

blancos por medio de órganos denominados palpadores maxilares. Así como por las 

diferencias en la producción de ciertos metabolitos o presencia de bacterias, se podría 

favorecer que una de las especies sea blanco fácil de interacción con los vectores lo cual 

aumente la probabilidad de ser infectado con Leishmania. En humanos se ha observado 

una preferencia que depende de los niveles de ácido láctico, ácido úrico y amoniaco en la 

piel, así como la cantidad y tipo de bacterias sobre este tejido (Stromber, 2013). 

También podría considerarse que la diferencia en el número de individuos parasitados por 

Leishmania en los grupos estudiados no se atribuya al comportamiento del parásito 

respecto a la especie hospedadora, sino a la muestra utilizada, ya que las especies 

comúnmente asociadas a la leishmaniosis cutánea tienden a localizarse en orejas, nariz, 

patas y cola, donde la temperatura es menor que en otras partes del cuerpo (Lainson, 

1989, p. 206). En este caso se desconoce el sitio corporal de donde se extrajeron las 

muestras de pelo en cada uno de los individuos. Así puede ser probable que algunas de 

las muestras fueran tomadas de sitios en los que haya menor probabilidad de hallar al 

protozoario. 

Al comparar los resultados obtenidos de la PCR punto final con los resultados de 

serología, se puede observar que ninguno de los individuos de la especie Nasua narica 

que fue positivo en PCR, presentó anticuerpos en el periodo de tiempo de análisis.  

Al contrario de los miembros de la especie Procyon lotor, cuyos individuos con resultados 

positivos en PCR presentaron anticuerpos anti-Leishmania en el periodo de análisis 

comprendido entre los años 2014 y 2015. 

Lamentablemente la recolección de muestras para llevar a cabo la determinación de la 

presencia de Leishmania a través de PCR punto final y las muestras para realizar las 

pruebas de serología no ocurrió al mismo tiempo; puede ser posible que en el momento 

de la captura, los prociónidos que no presentaron anticuerpos anti-Leishmania realmente 

no se encontraban parasitados. Así mismo podría ser considerado que la parasitosis se 

adquirió durante el lapso trancurrido entre la recolección de las muestras o que a pesar de 

no mostrar una respuesta sero-positiva, estos animales se  encontraran infectados, de ser 

este el caso, un factor por el cual haya sido posible detectar al parásito pero no 

anticuerpos sea precisamente el tiempo de infección ya que de ello depende que se 

pueda detectar tanto al agente infeccioso como los anticuerpos. Puede ser posible que la 
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infección tenga un tiempo lo suficientemente prolongado para poder detectar a 

Leishmania en muestras como el pelo, pero no para detectar respuesta humoral. Por 

ejemplo, en perros la producción de anticuerpos IgG o seroconversión se desarrolla 

durante los meses siguientes al momento de la infección, la media es de unos 5 meses 

para la infección natural y 3 meses para la infección experimental (Moreno, 2002, p. 402). 

Por otra parte en modelos murinos donde se ha llevado a cabo la infección experimental 

se ha podido detectar la presencia del parasito en pelo (por PCR tiempo real) alejado de 

la zona de inoculación a partir de la tercera semana (Iniesta 2013). Fenómeno que podría 

haber sido similar en los coatíes, sin embargo se trata de un número elevado de 

individuos que presentan resultados discordantes en la serología y la PCR, existen 

estudios en infantes humanos donde se han obtenido resultados similares, donde no hay 

correlación entre los resultados de PCR, serología y manifestaciones clínicas para la 

determinación de infección por Leishmania. 

En Brasil, por ejemplo, se llevó a cabo un seguimiento de neonatos durante 18 meses. 

Las madres de dichos neonatos no presentaron signos clínicos sugestivos de 

leishmaniosis sin embargo algunas de ellas presentaron anticuerpos anti-Leishmania, en 

la mayoría de los neonatos los resultados de las pruebas serológicas y PCR obtenidas 

mostraron la presencia de seroconversión pero resultados negativos en PCR y 

viceversa.Al final del estudio, 17 niños de 18 meses de edad tenían al menos una prueba 

de diagnóstico de leishmaniosis positiva. Sin embargo no hubo manifestación clínica de la 

enfermedad. Por otra parte dos neonatos, a los 6 y 12 meses respectivamente 

presentaron signos de la enfermedad como hepato-esplenomegalia, tos seca, pérdida de 

peso y fiebre. Sin embargo los análisis de PCR fueron negativos en todo momento y solo 

en uno de ellos la serología arrojó resultados positivos hasta el momento de la 

presentación clínica de la enfermedad (Borges, 2014). Se piensa que este tipo de 

fenómenos se asocia a la transmisión vertical de Leishmania, descrita en numerosos 

estudios (Boggiato, 2011; Avila-Garcia, 2013; Teichman, 2011; Magno, 2009; 

Papageorgios, 2010), ya que esta clase de transmisión puede desempeñar un papel 

importante en el curso de la enfermedad. Todo dependerá del momento en el que el 

parasito establezca contacto con el sistema inmune fetal: antes del reconocimiento de los 

antígenos propios o después de este periodo. Si el sistema inmune tiene contacto con los 

antígenos de Leishmania antes del momento del autorreconocimiento podría conducir a la 

tolerancia, lo que hace que un individuo sea específicamente tolerante e insensible o 

incluso susceptible a la infección. En el escenario alternativo, la infección después del 
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autorreconocimiento permitiría el desarrollo adecuado de clones de linfocitos T en 

respuesta a antígenos de Leishmania, proporcionando resistencia a la enfermedad 

(Galindo-Sevilla y Mancilla-Ramirez, 2018). Es probable que estas especies, por habitar 

en una región endémica de la enfermedad, sean altamente susceptibles de la transmisión 

vertical de la parasitosis. Así, el contacto en un punto determinado de tiempo entre el 

sistema inmune del feto y los antígenos del parásito será determinante del curso de la 

infección: como se mencionó anteriormente, en aquellos individuos cuyo primer contacto 

con el protozoario fuese antes del reconocimiento de autoantígenos, los antígenos de 

Leishmania serían reconocidos como antígenos propios, lo cual sería traducido en la no 

producción de anticuerpos contra el parásito, así como el nulo control de la infección. Por 

el contrario, en el caso de aquellos individuos en los que el contacto entre el parásito y el 

sistema inmune del individuo durante el periodo fetal haya sido después de la fase de 

reconocimiento de los auto-antígenos, se observaría una producción de anticuerpos y 

limitación de la parasitosis. 

Sería muy prudente llevar a cabo un seguimiento a largo plazo de estos prociónidos ya 

que en vista del promedio de vida que ambas especies tienen (entre 8 años en estado 

salvaje y 13 años en cautiverio (Kalman y Crossingham 2013, p. 8; Hoagstrom 2002, p. 

1348) y con base en el tiempo que  persista la parasitosis, así  como  los signos de la 

infección que estos presenten, podrían comenzar a descartarse o considerarse como 

verdaderos reservorios, ya que una de las características que deben cumplir es que 

tengan un promedio de vida largo y que mantengan la parasitosis por un gran periodo de 

tiempo respecto a su tiempo de vida (OMS, 2010). 
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9. Conclusiones 

 

Para el análisis de la presencia de Leishmania sp. en muestras de pelo de los prociónidos 

analizados que habitan el parque-museo La Venta, Tabasco, el mejor método de 

extracción de ADN resultó ser el QIAamp DNA Blood mini kit 250, donde el tratamiento de 

lisis óptimo consiste en la exposición de la muestra a DTT y proteinasa K, con la adición 

de buffer AL posterior a la incubación a 56 ℃ durante 1 hora. 

Del total de la población analizada en el presente trabajo, conformada por 30 coatíes y 9 

mapaches habitantes del parque museo La Venta, Tabasco; el 46.66% y el 22.22 % 

respectivamente arrojaron resultados positivos en la determinación de la presencia de 

Leishmania sp. 

El mayor porcentaje de resultados positivos se manifestó en las muestras de pelo, sin 

embargo los resultados obtenidos en las muestras de sangre no son concluyentes ya que 

un gran número de estas presentaron degradación. 

De la población de coatíes que arrojaron resultados positivos en PCR punto final, ninguno 

manifestó anticuerpos anti-Leishmania. Al contrario de los mapaches, que en los dos 

casos donde hubo resultados positivos por PCR punto final se mostró la presencia de 

anticuerpos contra el protozoario. 
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Anexo 1 

Preparación de soluciones  

1. Solución tampón Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1x 

Tris-base 2.0 M, ácido acético glacial 1.0 M y EDTA 0.5 M; pH 8.0 (Sigma-Aldrich, Saint 

Louis, Missouri USA). 

 

2. Buffer de lisis NET 100 

NaCl 100 mM, Tris HCl 100 mM, EDTA 100 mM, SDS 2% ,- y Proteinasa K (4 µL/mL de 

solución (Qiagen Sciences, Maryland, USA). 
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