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“Es cierto que el mundo esta colmado de peligros, y que hay en él muchos sitios l6bregos,
pero hay también muchas cosas hermosas, y aunque en todas partes el amor esta unido
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1. Resumen

La leishmaniosis es una parasitosis de impacto a nivel mundial, ya que segun
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 transmisidon de ésta enfermedad participan numerosas especies animales
domésticas y silvestres, el hecho de que diversas especies animales puedan estar
implicadas en la transmision de la enfermedad, hace necesario estudiar la presencia del
paradsito en los posibles hospedadores para poder efectuar estrategias de control
efectivas.

El estado de la Republica Mexicana que ha presentado el mayor nimero de reportes de
leishmaniasis es Tabasco (Carrada et al., 2014), en donde existen diversos espacios
turisticos en donde los visitantes locales y foraneos pueden tener interacciones cercanas
con el vector asi como con posibles hospedadores de Leishmania sp.

La existencia de una parasitosis por Leishmania sp. fue estudiada en una poblacion de 30
coaties (Nasua narica) y 9 mapaches (Procyon lotor) que se encuentran en semi-
cautiverio en el parque-museo La Venta, Tabasco, donde la leishmaniasis cutanea es una
enfermedad endémica. De las muestras recolectadas de pelo y sangre de los prociénidos,
fue extraido el ADN para amplificar una regién de 120 pb, mediante PCR punto final: El
46.66% de los coaties y el 22.22% de los mapaches presentaron resultados positivos a la
amplificacion del fragmento del ADN de interés.

Los resultados del presente trabajo fueron contrastados con los hallazgos de un estudio
previo en donde se realizé la determinacién de anticuerpos anti-Leishmania: todos los
mapaches con resultados positivos en PCR fueron seropositivos, mientras que ninguno de

los coaties con resultado positivo en PCR tuvieron resultados positivos en serologia.



2. Introduccion

El ecoturismo, la exploracién y un sinnimero 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 adquisicién de enfermedades zoonéticas, incluidas
las de tipo parasitario como la leishmaniosis, enfermedad causada por protozoarios
pertenecientes al género Leishmania; "transmitida por insectos fleb6tomos y, cuyo amplio
rango de manifestaciones clinicas dependen de la especie de Leishmania, el grado de

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

La leishmaniosis se contempla dentro de las enfermedades parasitarias mas importantes
ya que, segun 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 mas vulnerables

y marginales de la sociedad.

En nuestro pais existen diversos sitios enfocados al turismo ecoldgico, entre ellos el
parque ecolégico La Venta, ubicado en el estado de Tabasco, mismo que se incluye en
las 13 entidades federativas entre las que se distribuye la poblacion en riesgo de
adquisicion de leishmaniosis (CENAPRECE, 2015, p. 7). Este parque abrié sus puertas al
publico el 4 de marzo de 1958 con el objetivo de proteger, investigar y exhibir las piezas
arqueologicas de la cultura olmeca asi como los animales silvestres que ahi hallan
resguardo. En el parque La Venta se encuentran humerosas especies que en otros paises
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 arafia (Ateles paniscus) confirmado como hospedador de L. amazonensis en Brasil
(Lima et al., 2012), mapache (Procyon lotor) (Roque y Jansen, 2014) y coati (Nasua
nasua) confirmado como hospedador de L. Shawi en Brasil (Lainson et al., 1989). Es
importante mencionar que la especie de coati presente en este sitio es Nasua narica.
Tanto mapaches como coaties se encuentran con acceso libre a cualquier area, teniendo

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

El parque ecologico La Venta, a diferencia de muchos sitios naturales turisticos, se
encuentra en el corazén urbano de la capital del Estado de Tabasco. Es un sitio en el que
piezas arqueolégicas monumentales, originales, de gran importancia para la cultura

Olmeca, se exhiben en su nicho ecolégico original, rodeadas de arboles ancestrales y



flora selvatica que se han preservado con toda la intencién 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 ecoldgico son
propicias para el desarrollo de vectores transmisores de leishmaniosis, y aun cuando
cuentan con programas de fumigacion para el control de vectores, en la leishmaniosis, se
han descrito también otras formas de transmision de esta parasitosis como transmision
vertical, particularmente transmision transplacentaria y, a través del contacto con sangre
de un organismo infectado, como puede ser a través de las heridas ocasionadas durante

peleas o cacerias 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 evaluacién permitiria identificar no
sélo la presencia del parasito en la fauna silvestre del parque, sino también la existencia
de un riesgo de adquisicion de la parasitosis al que se expone la poblacién local y foranea
al visitarlo y llamaria la atencién a intensificar los programas de fumigacion para el control

de vectores en el parque museo.

En un estudio previo (aun en proceso), se efectu6 la determinacion de anticuerpos anti-
Leishmania mediante la técnica de ELISA en muestras de sangre de mapaches y de
coaties 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 mamiferos estudiados. Por esta situacion, se decide buscar
la presencia del parasito en muestras bioldgicas de dichos mamiferos, a través de la

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

Se ha seleccionado como una de las muestras biolégicas el pelo ya que algunos estudios
han demostrado que a través de su andlisis se ha podido confirmar la infeccion por
Leishmania sp. en animales infectados natural (Mufioz-Madrid et al., 2013) vy
experimentalmente (Iniesta et al., 2013). Este enfoque, reciente y novedoso conlleva un
gran valor diagnostico ya que ha permitido la deteccion del parasito inclusive cuando la
muestra han sido expuesta a altas concentraciones de sales, altas temperaturas e incluso
a radiacion (Mufioz-Madrid et al., 2013, p. 707), condiciones que usualmente generan

interferencias.
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3. Marco tedrico

3.1. Agente etioldgico
3.1.1 Taxonomia

La taxonomia de Leishmania sp. se basa en el uso de mdltiples caracteristicas, las mas
aceptadas son: la evaluacion por isoenzimas (zimodemas), por anticuerpos monoclonales
especificos (serodermas), la hibridacion del ADN del cinetoplasto (esquizodemas) y “el
comportamiento biolégico de Leishmania sp. principalmente en el intestino del vector”
(Apt, 2013, p. 298). La clasificacién taxondémica segun 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; maodificado por Vickerman, 1976)
Suborden: TRYPANOSOMATINA (Kent, 1880)

Familia: TRYPANOSOMATIDAE (Doeflein, 1901)

Género: Leishmania (Ross, 1903)

11



3.1.2 Estados de desarrollo

El parasito 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 fagocitico mononuclear en el
hospedador mamifero (figura 1); “tiene forma ovoidea o esférica, mide de 2 a 5 um de
diametro, presenta membrana, citoplasma, nucleo esférico y compacto con cromatina
granulosa, cinetoplasto de forma bacilar y rizoplasto que se convertira 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 Ulcera en piel. Se
observan los amastigotes siendo liberados de un macréfago. Tomado de Centers for Disease

Control and Prevention, 2013.

2.1.2.2 Promastigote

“Es fusiforme, de 16 a 18 um de longitud, su nucleo es central y el blefaroplasto esta en
posiciébn muy anterior al nucleo, de donde emerge un flagelo que sale del parasito en la
porcion 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 teflidos con tinciébn de Giemsa. Tomado de Centers for Disease Control and
Prevention, 2013.

Promastigote Amastigote
( presente en el vector) ( presente en el hospedador)

—

Nucleo
~— 16-18 pm Cinetoplasto
Cuerpo basal

Cinetoplasto

Cuerpo basal ——1%

AXONEME el

Figura 3. Esquema de los estados Amastigote y promastigote de Leishmania sp. Se observan
las diversas estructuras presentes en los estados de desarrollo del parasito. Extraido y modificado
de Acharya, 2013.
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3.2 Ciclo de vida del agente etiolégico

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

mamiferos hospedadores.
3.2.1 El vector

Los vectores del parasito, es decir los flebétomos, son insectos dipteros que pertenecen a

la familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae.

De los cinco géneros de insectos flebotomineos existentes, 88 especies son vectores
potenciales pertenecientes solo a los géneros Phlebotomus y Lutzomya (Apt, 2013, p.
299).

A continuacién se citan algunas de las caracteristicas 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 mas alla de la base) y térax giboso.

*Se reproducen en el suelo, areas humedas y sombreadas con la presencia de

materia organica.

sLas hembras se alimentan de sangre de animales y de humanos para realizar la
oviposicion.

* Son de habitats variados, desde selva humeda a regiones muy aridas.

*Tienen actividad crepuscular y nocturna, pero pueden estar activos durante el dia.
*Su vuelo es corto, silencioso y en pequenos saltos.

En México se reconocen como posibles responsables de la transmision de la
leishmaniosis a once especies, las cuales varian en importancia de acuerdo a la
localizacion geografica de las zonas endémicas, la mayoria de éstas se
encuentran en zonas selvaticas o bosques tropicales pero existen especies que

estan localizadas en regiones aridas o semi-desérticas.

14



Algunos transmisores asociados son: Lutzomyia olmeca olmeca, Lutzomyia
anthophora, Lutzomyia cruciata, Lutzomyia diabdlica, Lutzomyia gomeazi,
Lutzomyia panamensis, Lutzomyia ovallesi , Lutzomyia shannoni, Lutzomyia
ylephiletor, Lutzomyia longipalpis (figura 4) y Lutzomyia evansi .

En América, el nombre comun 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 fleb6tomo ingiriendo
sangre (Wilson, 2018), extraido de Vector Base.

3.2.2 Ciclo biol6gico de Leishmania

El ciclo de vida comienza cuando el fleb6tomo hembra “toma sangre para alimentarse e
ingiere amastigotes presentes en un hospedero previamente infectado (puede ser un
humano u otro mamifero, como un roedor o un canido)” (Gonzalez et al., 2017, p. 38).

En el intestino del vector, el parasito inicia un proceso de maduracion en el cual los
amastigotes se transforman en promastigotes prociclicos (Becker et al., 2014, p. 86); ésta
forma, que es una fase reproductiva, no infectante, se adosa en la membrana peritrofica
en la pared del tubo digestivo del vector, donde se reproducen por fision binaria. Estas

formas se tornan infectantes (promastigotes metaciclicos), a través de una serie de

15



procesos bioquimicos (metaciclogénesis), que determinan la pérdida de la capacidad de
adhesion al epitelio del intestino medio del fleb6tomo. Como resultado, las formas
metaciclicas 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” (Gonzalez et
al., 2017, p. 38).

El parasito es internalizado por las células del sistema fagocitico 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 fisiébn binaria en el interior del macr6fago generando la
ruptura de la célula y la liberacibn del parasito. Los amastigotes liberados son

internalizados en nuevos macréfagos y asi el ciclo continda (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 dias tras la ovoposicion. 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 frios se pueden tomar varios meses (European Centre for
Disease Prevention and Control, 2018). La etapa de pupa dura 6-13 dias antes de que
emerja el estadio adulto cuya longevidad varia 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
mayoria 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 determiné que de un total de ciento veinticinco insectos fleb6tomos
pertenecientes al género Phlebotomus capturados en diversas regiones de Pakistan, el
sesenta y cinco por ciento se encontraba infectado con el parasito (Durraniet al., 2012, p.
63).
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Figura 5. Ciclo bioldgico de Leishmania sp. Se ilustra la forma de transmisién de Leshmania sp.
del vector hacia un organismo hospedador (en este caso humano) asi como los estados de
desarrollo del parésito existente en ambos organismos. Tomado de Centers for Disease Control

and Prevention, 2013.

3.2.3 Reservorios

El sistema ecoldgico en el que una especie de Leishmania se mantiene indefinidamente
suele constar de una especie de flebétomos vectores, o un pequefio nimero de ellas, y de

una o varias especies de reservorios vertebrados.

Los animales domésticos y selvaticos infectados por Leishmania sp. pueden presentar
signos evidentes de infeccibn o no presentarlos. A menudo hay relativamente pocos
amastigotes en la piel o las visceras, y la respuesta del hospedador es minima o
indetectable. No obstante, algunos mamiferos, como el perro, que es reservorio de la

leishmaniosis visceral por L. infantum, pueden morir a consecuencia de la infeccion.
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La mera presencia de infeccion en una especie de mamiferos, aunque sea en humerosos
individuos, no indica necesariamente que sea reservorio. Para incriminar formalmente un
reservorio es necesario demostrar que la poblacion de parasitos depende de ese
mamifero en particular para su mantenimiento a largo plazo. Esto requiere amplios
estudios ecoldgicos y toda conclusion extraida dependera de la acumulacion de pruebas

basadas en los criterios siguientes:

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

flebétomos una fuente importante de alimento.
* Es necesario un contacto intenso entre el reservorio y los fleb6tomos.

» La proporciéon 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 segun la estacion.

* El curso de la infeccién en el reservorio debe ser suficientemente prolongado, y la
infeccion suficientemente no patdégena para permitir que los parasitos sobrevivan a

una estacion sin transmision.

* Los parasitos deben estar presentes en la piel o la sangre en numero suficiente

para que puedan pasar al fleb6tomo.

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

humano, por lo que es necesaria una identificacion formal de los parasitos.
(OMS, 2010)

Existe una gran variedad de animales que han sido implicados como reservorios de las
especies de Leishmania en América, pequefios mamiferos silvestres y canidos
domeésticos son reservorios importantes. En las zonas de leishmaniosis visceral, el perro
es un importante reservorio, a diferencia de las areas endémicas de las otras variedades
clinicas donde roedores, marsupiales y otros mamiferos son los principales reservorios. A
continuacién, 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. Mamiferos hospedadores infectados por diferentes especies de
Leishmania.
Order Host species Leishmania species Infection pattern Country References
Didelphimorphia Didelphis marsupialis L infantum Potential reservoir CO, VE Corredor et al., 1989; apud Quinnell and Courtenay, 2009
L amazonensis Parasite host BR Crimaldi et al., 1991
L guyanensis Potential reservoir BR; FG Arias etal., 1981; Dedetetal., 1989
L. forattinii Parasite host BR I0CL 0067
D. albiventris L. infantum Potential reservoir BR Sherlock et al., 1984; Sherlock, 1996
L braziliensis Parasite host BR Quaresma et al,, 2011
L. peruviana Potential reservoir PE Llanos-Cuentas et al., 1999
D. aurita L. infantum Parasite host BR Carreiraetal, 2012
Philander opossum L amazonensis Parasite host BR Lainson et al,, 1981a
Marmosa cinerea L amazonensis Parasite host BR Arias et al., 1981
Marmosa sp L (Viannia) sp. Parasite host BR Brand3o-Filho et al,, 2003
Micoreus paraguayanus L amazoensis Parasite host BR Quintal et al,, 2011
L braziliensis Parasite host BR Quintal et al., 2011
Gracilinanus agilis L braziliensis Parasite host BR Quaresma et al., 2011
Marmosops incanus L guyanensis Parasite host BR Quaresma et al., 2011
Metachirus nudicaud atus L amazonensis Parasite host BR Lainson et al., 1981a
Monodelphis domestica L. (Viannia) sp. Parasite host BR Lima et al., 2013
Pilosa Choloepus didactylus L. guyanensis Potential reservoir FG; BR Gentile et al,, 1981; Lainson et al.,, 1981a
L shawi Parasite host BR Lainson et al., 1989
C. hoffmanni L colombiensis Parasite host PN Kreutzer et al., 1991
L. equatoriensis Parasite host EC Grimaldi et al,, 1992
L panamensis Parasite host PN apud Ashford, 2000
Bradypus tridactylus L shawi Parasite host BR Lainson et al., 1989
Tamandua tetradactyla L guyanensis Parasite host BR Lainson et al, 1981a
L. amazonensis Parasite host EC Mimori et al., 1989
L infantum Parasite host BR Aratijo et al,, 2013
Cingulata Dasypus novemcinctus L naiffi Potential reservoir BR Lainson and Shaw, 1989; Naiff et al., 1991
L. guyanensis Parasite host BR Lainson et al., 1979
Rodentia P. semispinosus L. panamensis Potential reservoir co Travi et al,, 2002
L. infantum Parasite host co Travi et al., 2002
Thrichomys apereoides L braziliensis Parasite host BR Quaresma et al., 2011
L. guyanensis Parasite host BR Quaresma et al., 2011
L. infantum Parasite host BR Oliveira et al., 2005; Quaresma et al, 2011
L. amazonensis Parasite host BR Oliveira et al., 2005
T. laurentius L. infantum Potential reservoir BR Roque et al., 2010
L braziliensis Potential reservoir BR Roque et al., 2010
L. naiffi Parasite host BR Céssia-Pires, unpublished data
L. shawi Parasite host BR Cassia-Pires, unpublished data
T. inermis L. shawi Parasite host BR Cassia-Pires, unpublished data
T. pachyurus L. naiffi Parasite host BR Cassia-Pires, unpublished data
Nectomys squamipes L. infantum Parasite host BR Dantas-Torres and Brandao-Filho, 2006
L braziliensis Parasite host BR Peterson et al., 1988
Rattus rattus L infantum Parasite host BR; VE apud Quinnell and Courtenay, 2009
L. braziliensis Potential reservoir BR; VE Vasconcelos et al., 1994; De Lima et al., 2002
L mexicana Parasite host VE De Lima et al., 2002
Clyomys laticeps L infantum Parasite host BR Cassia-Pires, unpublished data
Dasyprocta azarae L infantum Parasite host BR Cassia-Pires, unpublished data
Dasyprocta sp. L amazonensis Parasite host BR Lainson et al., 1981b
Rhipidomys mastacalis L. infantum Parasite host BR Quaresma et al.,, 2011
Coendu sp. L lainsoni Parasite host BR [OCL 1058
L. hertigi/L. deanei Parasite host PN; BR Herrer, 1971; Silvaetal,, 2013
Coendu prehensilis L. infantum Parasite host BO Le Pont et al., 1989
Akodon arviculoides L braziliensis Parasite host BR Forattini et al., 1972; Rocha et al., 1988
Akodon sp. L amazonensis Parasite host BO Telleria et al., 1999
Necromys lasiurus L braziliensis Potential reservoir BR Brandao-Filho et al., 2003; de Freitas et al., 2012
Sigmodon hispidus L. braziliensis Potential reservoir VE De Lima et al., 2002
L mexicana Potential reservoir MX, VE Van Wynsberghe et al., 2000; De Lima et al., 2002
Holochilus sceurus L infantum Parasite host BR Lima et al., 2013
H. scieurus L. (Viannia) sp. Parasite host BR Branddo-Filho et al., 2003
Cerradomys subflavus L (Viannia) sp. Parasite host BR Lima et al., 2013
Mus musculus L braziliensis Parasite host BR de Freitas et al., 2012
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Deane and Deane, T955; Courtenay et al., TH96

~ Carnivora Cerdocyon thous L infantum Potential reservoir BR
L amazonesis Parasite host BR apud Rotureau, 2006
Speothos venaticus L infantum Potential reservoir BR Figueiredo et al., 2008; Lima et al., 2009
Pseudalopex vetulus L infantum Parasite host BR Curi et al., 2006; Luppi et al., 2008
Chrysocyon brachyurus L infantum Parasite host BR Curi et al., 2006; Luppi et al., 2008
Puma concolor L infantum Parasite host BR Dahroug et al., 2010
Panthera onca L infantum Parasite host BR Dahroug et al., 2010
Nasua nasua L shawi Parasite host BR Lainson et al., 1989
Potos flavus L. guyanensis Parasite host FG Pajot et al., 1982
L. amazonensis Parasite host EC Kreutzer et al., 1991
Conepatus chinga L. amazonensis Parasite host BO Telleria et al,, 1999
L. braziliensis Parasite host BO Buitrago et al., 2011
Primata Cebus apella L shawi Potential reservoir BR Lainson et al., 1989
Cebus xanthosternos L infantum Parasite host BR Malta et al., 2010
Chiropotes satanas L shawi Potential reservoir BR Lainson et al., 1989
Saguinus geoffroyi L. amazonensis Potential reservoir PN Herrer et al., 1973
Aotus trivirgatus L braziliensis Potential reservoir PN Herrer and Christensen, 1976
Aotus azarai L (Viannia) sp. Parasite host AR Acardietal., 2013
Aotus nigriceps L infantum Parasite host BR Malta et al., 2010
Callicebus nigrifrons L infantum Parasite host BR Malta et al, 2010
Alouatta guariba L infantum Parasite host BR Malta et al., 2010
Leonthopitecus crysomelas L infantum Parasite host BR Malta et al, 2010
Pithecia irrorata L infantum Parasite host BR Malta et al., 2010
Saguinus imperator L infantum Parasite host BR Malta et al, 2010
Ateles paniscus L amazonensis Parasite host BR Limaetal, 2012a
Chiroptera Carollia perspicillata L infantum Potential reservoir VE De Lima et al., 2008
Molossus molossus L infantum Parasite host BR Savani et al., 2010
L. amazonensis Parasite host BR Savanietal., 2010
L (Viannia) sp. Parasite host BR Shapiro et al., 2013
M. rufus L. amazonensis Parasite host BR Savani et al., 2010
Glossophaga soricina L infantum Parasite host BR Savani et al., 2010
L amazonensis Parasite host BR Savani et al, 2010
L (Viannia) sp. Parasite host BR Shapiro et al., 2013
Nyctinomaps laticaudatus L. amazonensis Parasite host BR Savani et al., 2010

3.2.3.1 Coati

3.2.3.1.1 Clasificacion
Clase: Mammalia
Orden: Carnivora
Familia: Procyonidae

Género: Nasua

Nombre cientifico: Nasua narica

Tomado de Roque y Jansen, 2014

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

3.2.3.1.2 Caracteres externos

El coati es un animal muy caracteristico por su cuerpo, al cual resulta dificil

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 pequefias, la

20



mandibula superior sobrepasa a la inferior y la nariz esta desprovista de pelo y la

mueve con facilidad.

La coloracion 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
préximas 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 méas 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 tamafio que la hembra. La longitud del cuerpo con la
cabeza pasa frecuentemente los 75 cm y la cola mide algo mas de 50 cm

(Canevariy Vaccaro, 2007, p.100).
3.2.3.1.3 Comportamiento

Muchas de sus acciones las realiza sobre el suelo, sin embargo el coati también es de
habitos arboricolas: sobre los arboles 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 jovenes de ambos sexos, suelen
agruparse. Los machos son mas bien solitarios y salen a buscar su alimento mas durante
el crepusculo y la noche que durante el dia. Al llegar la noche se refugian todos en lo alto

de los arboles donde constituyen sus dormideros (Rodriguez, 2018).

“Los coaties se alimentan de fruta, invertebrados, pequefios roedores y lagartijas.
Realizan la busqueda de su alimento en la tierra y ocasionalmente en los éarboles”

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

Los coaties 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 Distribucion

El coati 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 areas al oeste de los Andes (Glatston 1994, p. 6; Gonzalez-Maya et
al, 2011, p. 26).
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3.2.3.2 Mapache

3.2.3.2.1 Clasificacion

Clase: Mammalia

Orden: Carnivora

Familia: Procyonidae

Género: Procyon

Nombre cientifico: Procyon lotor

Los mapaches son mamiferos de la familia Procyonidae, del género Procyon. El nombre
cientifico del mapache del norte de América es Procyon lotor, también conocido como

mapache comun.
3.2.3.2.2 Caracteres externos

El mapache es un organismo practicamente carnivoro, de tamafio mediano, con masa
corporal que varia entre 4 y 12 kg. Dicha masa depende de la latitud, el sexo y la estacion
del afio. La cabeza de estos animales es corta y ancha, el cuerpo rechoncho y las patas
cortas. Las orejas estan 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 mas claro en los flancos y las patas en comparacion con el resto del cuerpo. El
albinismo es raro, es un caracter 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 mascara facial negra a modo de antifaz.
3.2.3.2.3 Comportamiento

Es un “animal nocturno y crepuscular” (Urban, 1970, p. 372), por el dia descansa en
refugios repartidos por el territorio en el que habita. La principal actividad que ejecutan
durante la noche es la busqueda de alimento y el desplazamiento entre las areas de
alimentacioén (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 Habitat

El mapache es nativo de América. Su distribucién abarca el sur de Canad4, casi todo el
territorio de Estados Unidos y el norte de América del Sur. Puede adaptarse a una gran
variedad de héabitats y es normal encontrarlo cerca de las poblaciones humanas. Vive en
zonas cercanas al agua, en zonas boscosas humedas, tierras de cultivo, praderas,

cuevas, minas e incluso en alcantarillas y cocheras.
3.3. Leishmaniosis

La leishmaniosis es el nombre que designa a un nimero de enfermedades generadas por
el parasito Leishmania sp., que tienen un amplio rango de “manifestaciones clinicas que
dependen de la especie de Leishmania, el grado de virulencia y el estado inmunolégico
del hospedador” (Gupta et al., 2013, p. 256).

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

sintomas clinicos (Handman, 2001).
3.3.1 Leishmaniosis cutanea
Es la forma mas comun de las leishmaniosis y puede presentarse en dos formas clinicas.

“La forma cutanea 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 cutanea localizada

Después de la picadura del mosquito infectado, los promastigotes son inoculados y
posteriormente fagocitados por los macréfagos, donde adquieren la forma de amastigotes;
es ahi mismo donde al multiplicarse generan la ruptura de las células; la lesion
caracteristica suele presentarse como “un pequefio nédulo 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 ulcera abarca piel y tejido celular subcutaneo,
generalmente es Unica, circular, de bordes regulares enrojecidos, resulta indolora y
presenta un fondo limpio (Figura 6). La ulceracion tiende a la curacién espontanea en

menos de un afio (Becker et al., 2014, p. 87).
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Figura 6. “Ulcera del chiclero” con lesiones caracteristicas de leishmaniosis cutanea
localizada. En estas anomalias, el macréfago contiene muy escasos amastigotes de Leishmania.
Tomado de Becker et al., 2014.

3.3.1.2 Leishmaniosis cutanea difusa

“Se caracteriza por la falta de respuesta inmune celular hacia antigenos de Leishmania, lo
gue permite la diseminacion del parasito por el liquido tisular, la linfa o0 via sanguinea, 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
nodulos aislados o agrupados, maculas, papulas, placas infiltradas, Ulceras y, algunas
veces, lesiones verrucosas de limites imprecisos, que se confunden con la piel normal,
dan el aspecto de la lepra lepromatosa. La enfermedad no invade 6rganos internos
(Grevelink y Lerner, 1996; Salazar y Castro, 2001; Sangueza y Sangueza, 1993).

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

tienden a la recaida después del tratamiento” (Ministerio de Salud de Perq, 2000, p. 37).
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Figura 7.Lesiones nodulares en un paciente con leishmaniosiscutanea difusa. Se observan
las lesiones caracteristicas de la variante cutanea difusa de la enfermedad. El macréfago de estos

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

Esta forma de la enfermedad, también es conocida como espundia; causa la destruccién
extensiva de las cavidades naso-oral y faringeas con lesiones desfigurativas y mutilantes
(figura 8). Esta variedad de la enfermedad se presenta después de una aparente
resolucion de la leishmaniosis cutanea y se manifiesta la aparicion de lesiones

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

De manera tradicional es atribuida a la infeccion 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 mucocutanea. Se
observa la destruccion 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 Mediterraneo europeo y

africano y L. chagasi en América.

El parasito invade y se multiplica en el interior de los macréfagos y afecta al sistema

reticulo endotelial incluyendo al bazo, higado, médula 6sea y el tejido linfoide.

“Las manifestaciones clinicas de la leishmaniasis visceral tipica estan 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” (Sanchez 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 inmunolégica del paciente (Kumar,
2013, p. 4).

Figura 9. Leishmaniosis visceral en nifia. Se observa hepato-esplenomegalia evidente. Tomado
de OMS, 2010.
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3.4. Diagnostico

La aproximacion diagnéstica mas exacta considera tres criterios que deberan abordarse
en el siguiente orden: antecedentes epidemiolégicos, cuadro clinico sugestivo de
leishmaniasis, y exadmenes de laboratorio. El diagndstico de laboratorio de las
leishmaniosis puede efectuarse por diversos métodos que se clasifican en directos e
indirectos (Ministerio de Salud de Pera, 2000, p. 39); los primeros tienden a demostrar la
presencia del parasito, mediante observacion microscopica de impronta, extendido o
biopsia que son efectivos en las etapas iniciales de la infeccion. Existen métodos
indirectos, en lo que se detecta son anticuerpos especificos e identifican contacto con el

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

3.4.1 Frotis de la lesion.

Es de todos los métodos, el menos invasivo, en el diagndstico clinico, las lesiones
cutdneas se deben diferenciar de las heridas contaminadas, ulceraciones varicosas,

micosis, etc.

El mayor éxito diagndstico para el caso de la variante cutanea y mucocutédnea se obtiene
cuando la lesién es reciente y la muestra se toma del borde de la lesion, claro tras haber
realizado previamente la limpieza de dicha region. La muestra puede obtenerse por
raspado con hoja de bisturi, espatula o por aspiraciébn con una aguja hipodérmica o
micropipeta. La mejor muestra es aquella rica en linfa, con abundantes histiocitos y sin
sangre, gérmenes 0 mucus que impidan una buena observacién. EI método de tincion
principal es el Giemsa; los parasitos 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 crénicas.

Para el caso de las variantes cutanea y mucocutanea, debe hacerse en el borde de la
lesién, y el material obtenido se utiliza para el estudio histopatol6gico y para la busqueda
del parasito. Este material también se usa para determinacion de la especie de
Leishmania, mediante la hibridacién 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
analisis histopatolégico (Romero, 2007). Se realiza punciéon de médula ésea, ganglios
linfaticos, bazo e higado en el caso de la variante visceral; es més factible realizar la
puncién de médula ésea y buscar a los amastigotes de Leishmania en el interior de los

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

Los sitios anatémicos anteriormente mencionados son los érganos blancos del parasito ya
gue: el higado al ser un sitio de alta vascularizacion, los parasitos llegan a él por torrente
sanguineo, generando la obstruccion en los vasos sanguineos que irrigan sangre a los
hepatocitos y a su vez la presentacion de nidos de amastigotes en éste érgano. Por otra
parte el bazo es invadido por la llegada de macréfagos infectados que tras ser lisados,
generan la liberacién del parasito y la invasién de nuevas células del sistema fagocitico
mononuclear, las cuales se encuentran abundantemente en éste 6rgano (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 etiol6gico es determinante para el diagnéstico de la leishmaniosis ya
gue en ello se puede observar fase de promastigote del parasito (CENAPRECE, 2015, p.
20): Las muestras obtenidas deben macerarse antes de la inoculacion al medio de cultivo.
El méas usado es el NNN suplementado con sangre desfibrinada de conejo (15%) a 23 °C,
para aislamientos iniciales del parasito. A partir de los siete dias en caso de positividad,

se desarrollan las formas de promastigotes, faciles de identificar.

También es posible inocular en animales susceptibles, como el raton, rata y en especial,
los hamsters. El perro es susceptible a la infeccién, y desarrolla la enfermedad (Apt,
2013). “Su mayor utilidad es para el estudio epidemioldgico y conocer que especies y
subespecies de Leishmania estan involucradas” (CENAPRECE, 2015, p. 20).

3.4.5 Pruebas serolégicas.

Se basan en la deteccién de anticuerpos especificos anti-Leishmania desarrollados como
consecuencia de la enfermedad. Tiene sensibilidad y especificidad variable segun forma
clinica. Se recomiendan: Inmunofluorescencia indirecta (IFl) y la prueba ELISA (Ministerio
de Salud de Peru, 2000).
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3.4.6 PCR, reaccion de la cadena de polimerasa

La técnica consiste en amplificar regiones especificas del ADN del parasito de manera in
vitro mediante el uso de secuencias de oligonucleétidos que funcionan como iniciadores,
polimerasa, dinucleotidos trifosfatos y cofactores para la extension 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 lesién, biopsia o sangre total (CENAPRECE, 2015, p.
21).

3.4.7 Diagnd@stico de infeccién 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 parasito, que han permitido proponer
gue el pelo es una muestra biolégica util para el diagnéstico de la infeccion por

Leishmania sp.

Este campo de investigacion fue iniciado en el afio con un estudio en el que se determind
la presencia de Leishmania infantum en perros naturalmente infectados, mediante una
prueba de PCR en tiempo real (QPCR), que detecta al ADNk del parasito y que fue
realizada en muestras de pelo de la poblacion 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

gueratinocitos epidérmicos (Belinchdn-Lorenzo et al., 2013).

Posteriormente, se estudio el efecto de algunas condiciones ambientales en la deteccion
del ADNk de Leishmania; en muestras de pelo de un zorro infectado por Leishmania sp.se
demostré que el material genético de Leishmania puede ser detectado en pelo, mediante
gPCR a pesar de que las muestras biol6gicas hayan sido expuestas a altas temperaturas,
rayos ultravioleta y altas concentraciones de sales. Sin embargo, la putrefaccion de los

tejidos si previno la amplificacién del ADNk del parasito (Mufioz-Madrid et al., 2013).

Un tercer reporte de la deteccion de ADNK de Leishmania en muestras de pelo, se realiza
en infeccion experimental de ratones de la cepa BALB/c con Leishmania major. Se lleva a
cabo la inoculacion del parasito via dérmica y después de transcurridas 5 semanas se
obtiene para la evaluacion de la presencia del protozoario: el bazo, los n6dulos linfaticos

retro-mandibulares y las orejas. Mediante la extraccibn de ADN de dichas muestras y
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posterior PCR tiempo real, se logra la deteccién del parasito en todos los 6rganos
extraidos. Asi mismo tras llevar a cabo la inoculacion del parasito en los ratones, se
recolectan semanalmente muestras de pelo, las cuales tras ser sometidas a la extraccién
de ADN y amplificacion de ADNk por PCR, revelan que la presencia del parasito es
detectable en pelo cercano al sitio de inoculacién a partir de la primera semana mientras
gue en pelo de regiones distantes al sitio de inoculacién 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 mamiferos infectados, en
donde se resalta que el pelo es un tejido altamente especializado en la excrecion de
metabolitos tdéxicos organicos extrafios y por lo tanto en el secuestro y eliminacion del
ADN del parésito (Iniesta et al., 2013). Los mecanismos propuestos de incorporacion del

ADN del parasito al pelo son los siguientes:

a) Incorporacion directa del ADN del paréasito entre los queratinocitos de la piel y el
cabello en el sitio de la inoculacion.

b) Eliminacién transepidérmica, cuyo mecanismo aln 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 foliculos capilares de pacientes con leishmaniosis
cutdnea (Karram et al., 2012). Una vez que el ADN del parasito se incorpora entre
los queratinocitos, se puede pasar hacia arriba en el pelo formado durante el
proceso de queratinizacion.

c) Por otro lado, se tiene la posibilidad de que el ADNk se incorpore al cabello
mediante la migracion desde el torrente sanguineo, con lo cual se tendria la razén
de por qué es posible encontrar al ADNk en pelo de zonas distantes del sitio de

inoculacién del parasito (Iniesta et al.,2013).

Por otra parte, en un ensayo realizado en ratones de la cepa BALB/c, se llev6 a cabo la
infeccién de dicho modelo murino con Leishmania mexicana MNYC/BZ/62/M379 a 22°C y
a 32°C. El estudio histol6gico mostré que a 32°C se generan los patrones de infeccion
conocidos (Barral et al., 1983) en donde se presentan macrofagos parasitados en el tejido
subcutaneo y musculo. Sin embargo, a 22°C se observaron parasitos embebidos en la
corteza del pelo en vez de hallarse internalizados en los macréfagos. Este estudio
propone que en la infeccion experimental por Leishmania mexicana en ratones de la cepa

BALB/c, el parasito presenta diferente afinidad a los tejidos del hospedador dependiendo
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de la variaciéon de la temperatura en la que se encuentre el mamifero. Dicho tropismo
explicaria por qué es posible detectar al parasito en zonas alejadas del sitio de

inoculacion (Quifiones-Diaz et al, 2012).
3.5. Tratamiento

El farmaco de eleccién para tratamiento en México, es un antimonial pentavalente,
en forma de antimoniato de N-metilglucamina o estibogluconato sédico, que puede
aplicarse por via intravenosa, intramuscular e intralesional. Ademas 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 infeccion mediante el tratamiento
de las personas infectadas y eliminacion de los reservorios infectados ademas del
combate a los vectores, que se hace a través de la aplicacion de los insecticidas de

accion residual.
3.7. Epidemiologia

Se trata de una enfermedad tropical que se considera dentro de las enfermedades mas
importantes segun la Organizaciébn Mundial de la Salud / Investigacion de Enfermedades
Tropicales. Después de la malaria, las leishmaniosis son la segunda enfermedad
parasitaria mas frecuente en el mundo. Segun 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 afio a causa de las leishmaniosis. La forma mas letal de la enfermedad es la visceral,
endémica en India y el este de Africa, con 200,000 a 400,000 nuevos casos cada afio. El

90% de los casos se reportan en Bangladesh, Brasil, Etiopia, India y Sudan.

La forma cutanea 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: Afganistan,
Algeria, Brasil, Colombia, Irdn y la Republica Arabiga de Siria. Se estima que alrededor

de 0.7 a 1.3 millones de casos nuevos ocurren anualmente.

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

ocurren en Bolivia, Brasil y Peru.

(OMS, 2018)
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3.7.1 Leishmaniosis en México

Las leishmaniosis son consideradas como enfermedades desatendidas o rezagadas vy al
igual que en otros paises latinoamericanos, afectan a los sectores mas vulnerables y
marginales de la poblacion. La presentacion de esta enfermedad se asocia a areas
agricolas donde se siembra y cosecha cacao, café o arboles chicleros, pudiendo aparecer
en brotes o de manera aislada. Actualmente la poblacién en riesgo se distribuye en 13
entidades federativas con aproximadamente nueve millones de habitantes, agrupadas en

tres areas geograficas:

a) Region del Golfo: Veracruz, Tabasco, Campeche, Quintana Roo y Yucatan.
b) Regién del Pacifico: Chiapas, Guerrero, Jalisco, Nayarit, Oaxaca y Sinaloa.
¢) Regidén Centro: Morelos y Puebla

Los casos de leishmaniosis cutanea diseminada y mucocutanea, son de menor ocurrencia
y presentan resistencia al tratamiento en comparacion con la forma cutanea localizada,
que es la de mayor frecuencia en México (99%);
La forma visceral es frecuente en menores de cinco afios y, sin tratamiento oportuno, es
mortal. Esta Ultima se presenta anualmente en el estado de Chiapas y algunos casos

esporadicos en Guerrero, Morelos y Puebla.

La enfermedad es ocupacional y afecta principalmente a hombres en edad productiva de
15 a 44 afos, quienes por motivos de trabajo se adentran a las areas selvéaticas donde
habita el vector, exponiéndose a su picadura. La mayor parte de la poblacidon expuesta
vive en areas rurales (cafetales, cacaotales y otros). La residencia en area de transmision

y los frecuentes movimientos migratorios propician la dispersion del padecimiento.
(CENAPRECE, 2015, p. 7)

Durante los ultimos afios, Tabasco ha ocupado el primer lugar, con el 37.4% de todos los
casos reportados en el pais. La mayor incidencia se ha registrado en la Chontalpa,

particularmente en Cunduacan (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 Ruiz Cortines, la
principal autopista este-oeste que cruza la ciudad. El parque esti enclavado en
una superficie de ocho hectareas, a orillas de la Laguna de las llusiones. El parque
comenz6 su operacion al publico el 4 de marzo de 1958, con el objetivo de

documentar, exhibir y difundir las piezas

conservar, resguardar, proteger,
arqueologicas de la Cultura Olmeca descubiertas en la Venta Huimanguillo,
Tabasco, asi como de los recursos bidticos del museo asociados al ecosistema de
la regién. El area zoolégica alberga 38 especies representativas de la regiéon entre
aves, mamiferos y reptiles, lo que hace un total de mas de 550 organismos, entre
las que destacan ejemplares de jaguares, cocodrilos y quelonios, otras especies
de animales silvestres, asi como muestras de plantas de ornato, arboles frutales,
medicinales y maderables que forman parte de la vegetacién tipica de la regién

(Instituto Estatal de Cultura de Tabasco, 2018).
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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 Urbanizacion

El nimero de casos de leishmaniosis esta incrementando, debido principalmente a
actividades tales como la mineria, tala de arboles, expansién de caminos y
carreteras y la creacidbn de nuevos esquemas de irrigacion y en general a
actividades que generan los cambios ambientales artificiales que aumentan la
probabilidad del contacto del hombre con el insecto vector, implicando asi la

posibilidad de adquisicién de esta parasitosis.
3.8.2 Condiciones socioeconémicas

Las malas condiciones de vivienda y las deficiencias de saneamiento de los
hogares pueden promover el desarrollo de los lugares de cria y reposo de los
fleb6tomos y aumentar su acceso a la poblacion humana (por ejemplo, la ausencia
de sistemas de gestion de residuos, alcantarillado abierto). Los fleb6tomos se ven
atraidos 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 migracion y el desplazamiento de personas no inmunizadas a
zonas donde ya existen ciclos de transmision. La exposicién en el trabajo y el
aumento de la deforestacion siguen siendo factores importantes. Por ejemplo,
asentarse en zonas previamente boscosas significa acercarse al habitat del

fleb6tomo, lo que puede llevar a un aumento rapido del nimero de casos.
3.8.4 Cambio climatico

La leishmaniosis es sensible a las condiciones climaticas, 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 degradacion del suelo afectan en

muchos aspectos a la epidemiologia de la leishmaniosis:

Los cambios de temperatura, precipitaciones y humedad pueden tener efectos

importantes en los vectores y los reservorios animales, al alterar su distribucién e
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influir en las tasas de supervivencia y el tamafo de la poblacién; pequefias
fluctuaciones en la temperatura pueden tener un acusado efecto en el ciclo de
desarrollo de los promastigotes de Leishmania en los fleb6tomos, y permitir que el
pardsito se transmita en zonas donde la enfermedad no era previamente
endémica; las sequias, las hambrunas y las inundaciones que se producen como
consecuencia del cambio climatico pueden llevar a desplazamientos masivos y la
migracion de personas hacia zonas de transmision de la leishmaniosis, y la

desnutricion puede debilitar la inmunidad de las poblaciones afectadas.

(OMS, 2015)

3.9 Organizacion gendémica de Leishmania

Los protozoarios pertenecientes al orden Kinetoplastida, presentan un ADN gendmico
(DNAg), formado por un minimo de 22 cromosomas, localizado en el nucleo celular
encargado de la replicacion del parasito (Rivas, 1993, p. 378) y un “ADN
extracromosémico (ADNK) situado en el cinetoplasto, organelo Gnico 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 si, los mini circulos y los maxi circulos. Los primeros tienen un
tamafio que varia entre 0.7 — 1.0 kb dependiendo de la especie de cinetoplasto, se
encuentran repetidos entre 5000 - 50000 veces por cinetoplasto, en cada minicirculo
existe una region muy conservada de 120 pares de bases y una region variable de 700
pares de bases. Poseen los ARN guias. Los maxicirculos por su parte, con tamafos de 20
- 38 kb y 20 — 50 copias por cinetoplasto, contienen los genes que codifican el ARN

ribosomal y algunas proteinas mitocondriales (Arts y Benne, 1996).
3.10 PCR

“La reaccion en cadena de la polimerasa es una reaccion enzimatica in vitro que amplifica
millones de veces una secuencia especifica de ADN durante varios ciclos repetidos en los

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

La sintesis 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 nucleoétidos que flanquean la regién a amplificar y que aportan el extremo
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3’ libre para que inicie la transcripcion), desoxinucledétidos trifosfato (ANTPs), cloruro de
magnesio (MgCl,) u otro co-factor necesario para que trabaje la polimerasa y una solucién
amortiguadora que mantenga el pH apropiado para que se lleve a cabo la sintesis,
simulando asi lo que ocurre durante la replicacion celular (Espinosa, 2007). Esta mezcla
se somete a la repeticibn 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:

desnaturalizacion, hibridacion y extension:

Desnaturalizacion. 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, sera necesario
mas tiempo para romper sus uniones debido a que el apareamiento de estas
bases esta formado por tres enlaces, uno mas que las bases de A-T. Ademas,
depende de la velocidad en la que el termociclador aumenta la temperatura, esto
varia de acuerdo al modelo del equipo. Al final de esta etapa tendremos las

cadenas separadas que serviran como templado para el siguiente paso.

Hibridacién. 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
hibridacion o temperatura melting (Tm) sea la Optima; ésta generalmente oscila
entre 50-60 °C. Si el disefio de los iniciadores es el correcto y la temperatura es la

adecuada, la estabilidad y especificidad del complejo sera eficiente.

Extension. En esta etapa, la Taq polimerasa actia sobre el complejo templado-
iniciador y empieza su funcién catalitica a una velocidad muy rapida; agrega
dNTP’s complementarios para crear las cadenas completas de ADN. La extension
de las cadenas es en direccion de la sintesis del ADN, es decir, de 5 a 3. La
temperatura Optima para la reaccion es de 72 °C, ya que a esa temperatura la
enzima es funcional. Al final del ciclo, se habran formado los amplicones con un
tamafno dictado por el numero total de pares de bases (pb) que debera ser

conocido por el investigador.

Al final de la PCR, para saber si la reaccion transcurrid eficientemente, los

amplicones son visualizados a través de una electroforesis en geles de agarosa.
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La electroforesis consiste en la separacién de grandes moléculas como los 4cidos
nucleicos a través de una matriz sélida que funciona como un filtro para separar
las moléculas en un campo eléctrico de acuerdo a su tamafio y carga eléctrica.
Esta separacion se hace bajo una solucién amortiguadora que puede ser TAE o
TBE. En el caso de los acidos 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 vacia 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 sefial que permite la visualizacion 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 nimero determinado de segmentos
de ADN conocidos, lo que facilita la identificacién de los amplicones y si su tamafio

corresponde con el esperado.

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

En un estudio se reveld que Tabasco es el Estado que reporté el mayor nimero de casos
clinicos con leishmaniosis (37.4%) durante el periodo 1990-2011 (Carrada et al., 2014).

Varios trabajos evallan la frecuencia con la que se presenta esta parasitosis en la
poblacion 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 evalGan indirectamente el riesgo
de adquisicién de leishmaniosis al que se enfrentan las comunidades que se encuentran

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

En Tabasco existe el parque ecoldgico La Venta, de importancia turistica en donde habita
el insecto vector del parasito; y posibles hospedadores de Leishmania como son el coati
(Nasua narica) y el mapache (Procyon lotor).Debido a que es un sitio frecuentemente
visitado, podria representar para los turistas y las comunidades aledafias, un riesgo de

adquisicion de la parasitosis.

En un estudio previo (trabajo en proceso) se determiné la presencia de anticuerpos anti-
Leishmania entre el aflo 2014 y 2015 en mapaches y coaties del parque ecoldgico. Sin
embargo, la presencia de estos anticuerpos no es indicativa de una parasitosis activa de
ahi surge la necesidad de identificar directamente al parasito, a través de la determinacion
del ADNK, con el objetivo de determinar el porcentaje de mapaches y coaties 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 poblacién de mapaches y coaties del
parque ecoldgico La Venta, Tabasco para establecer el porcentaje de individuos que

presentan una parasitosis activa.
5.2 Especificos

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

2. Poner a prueba dos diferentes técnicas de extraccion de ADN de muestras de
pelo: kit comercial vs Fenol-cloroformo.
Amplificar un fragmento de 120 pb del ADNk mediante PCR punto final.
Realizar un cruce de variables entre los resultados obtenidos en el presente
trabajo y lo obtenido en la determinacién de anticuerpos anti-Leishmania de un

estudio previo en la misma poblacion.
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6. Metodologia
6.1 Material biol6égico
6.1.1 Muestras problema

Se presenta el analisis de 9 muestras de sangre y 9 muestras de pelo de mapache asi
como 30 muestras de sangre y 30 de pelo de coaties que habitan el parque ecolégico 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
identificacion. Los mamiferos fueron seleccionados de manera completamente aleatoria,
ninguno de los animales presenté lesiones sugerentes o compatibles con la infeccién 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 incorporacién de 1 promastigote/ uL de Leishmania mexicana
MNYC/BZ/62/M379.

6.1.2.3 Control negativo de muestras de sangre

Como control negativo de sangre, se recolectaron alicuotas de 250 pL de sangre de
catéter de un neonato de 1 mes de edad que recibi6 atencion médica en el Instituto
Nacional de Perinatologia, ni el neonato ni la madre presentan signos clinicos sugerentes

de infeccién por Leishmania.
6.1.2.4 Control positivo de muestras de sangre

Se prepararon mezclas de las alicuotas de sangre del neonato con 1 promastigote/ pL de
Leishmania mexicana MNYC/BZ/62/M379.
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6.1.2.4 Control ADN de Leishmania mexicana

Se prepararon alicuotas 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. EI ADN es extraido mediante QIAamp DNA Blood mini kit 250
de QIAGEN.

6.2 Procesamiento de las muestras problema
6.2.1 Extraccion y purificaciéon de ADN de muestras de sangre

El procesamiento de las muestras de sangre de los mapaches y coaties se realizé
mediante el uso del QlAamp DNA mini kit 50 (Qiagen Sciences, Maryland, USA). Las
muestras de sangre fueron suspendidas en 500 pl del buffer ASL y homogeneizadas por
agitacion en vortex, posteriormente fueron centrifugadas a 16,099 g durante 1 minuto. Los
sobrenadantes fueron recolectados y se les adicion6 las tabletas adsorbentes que
proporciona el kit. Posteriormente, se llevé a cabo la homogeneizacién por agitacion en
vortex y se centrifugaron a 16,099 g durante 1 minuto. Se recolectaron los sobrenadantes
y a estos les fueron agregados 10 pl de proteinasa K y 500 pL de buffer AL, dichas
mezclas se homogeneizaron por agitacién en voértex y se colocaron en bafio Maria a 70°C
durante 10 minutos. Finalizado este tiempo se agregaron 500 uL de etanol y se llevo a
cabo la homogeneizacién por agitacion en vortex, obteniendo asi los lisados, de los
cuales se recolectaron 500 pl en una columna QIAamp. Posteriormente se llevé a cabo la
centrifugaciéon a 16,099 g durante 1 minuto y se desecharon los eluatos. Se agregaron
500ul de la solucién AW1 a las columnas QIAamp, se centrifugaron a 16,099 g durante 1
minuto y se descartaron los eluatos. Posteriormente se agregaron 500ul de la solucién
AW?2 a las columnas, se llevé a cabo una centrifugacion a 16,099 g durante 1 minuto y se
descartaron los eluatos. Finalmente se agregaron 50 ul de solucion 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 Extraccion de ADN de pelo mediante uso de QlAamp DNA Blood mini kit 250
(Qiagen Sciences, Maryland, USA)

Se prepararon 4 pelos por cada muestra problema, a los cuales se les adicionaron 30uL
de proteinasa K y 23 uL de DTT 1M. Posteriormente las mezclas se homogeneizaron en
vortex y se incubaron durante 1 hora a 56°C; pasado este tiempo, se les adicioné 200 pL
de buffer AL y se incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos. A la totalidad de
las mezclas se les agregd 200 pL de etanol y se homogeneizaron en vortex
vigorosamente. Cada una de las mezclas se transfiri6 a columnas de separacién y se
centrifugaron durante 4 minutos a 7,155 g. Se descartaron los eluatos y a las columnas se
les agreg6 500 pL del buffer AW1; se sometieron a centrifugacién durante 4 minutos a
7,155 g. Nuevamente se descartaron los eluatos, se agregaron 500 pL 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 agregd 60 pL 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 Amplificacién por PCR punto final de un fragmento del ADNk de Leishmania sp.

Este proceso fue llevado a cabo con el kit de PCR Tag Master Mix de QIAGEN (Qiagen
Sciences, Maryland, USA) que incluyé Buffer de PCR 2x y H,O grado biologia molecular.
Se les afiadieron los iniciadores JW11 y JW12 (Nicolas, 2002) y ADN gendmico de las
muestras problema y muestras control, en un volumen final de 25 pL/vial, como se

muestra en la siguiente tabla:

Reactivo 1x (uL)
MgCl; (3 mM)
Taqg DNA polimerasa 125
Buffer de PCR 2x (5 U/ul)

2-desoxirribonucleésido
5-trifosfatos (DNTPs)

(400pM)
H,O 5.5
JW 11 (10 pMm) 1
JW12 (10 pM) 1
ADN 5
Total 25

Tabla 1. Cantidades/ concentraciones de los reactivos y muestras usados en la reaccion de
PCR punto final.
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Usando un termociclador (Mastercycler Gradient; Eppendorf,

manejaron las siguientes condiciones:

Westbury, NY); Se

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos (#)
Desnaturalizacion 95 10 1
inicial
Desnaturalizacion 95 1
Alineamiento 52 1 31
Elongacion 72 1
Elongacion 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 Amplificacién por PCR punto final de un fragmento de B-globina humana.

Para identificar si el proceso de lisis del pelo permitia la liberacion del ADN sin dafarlo, se

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

el ADN como ya se describi6 y se amplificé con los iniciadores GH21 (25uM) y PCO3

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

condiciones de amplificacién fueron las descritas en la siguiente tabla:
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Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos (#)
Desnaturalizacion 95 10 min 1
inicial
Desnaturalizacion 95 30s
Alineamiento 58 30 30
Elongacién 72 30s
Elongacion final 72 10m 1

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

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

una temperatura de -20 °C.

6.5 Analisis del producto de amplificacion por PCR

Se preparé gel de agarosa ultrapura (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil) al 3.5% diluido en
solucién tampén Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1x (ver anexo 1). La agarosa se calentd en
microondas hasta que se logré la disolucion completa. Se adicion6 como revelador Gelred
(Biotium Inc, Landing Parkway, CA) 1:1000.

Antes de amplificar el ADN, se determiné su integridad, en un gel similar al arriba descrito,
de una concentracién de 0.8% de agarosa. Las muestras de ADN de sangre de los
mamiferos se mezclaron con 1 pl de colorante de carga Orange G (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, Missouri USA), de dichas mezclas se tomaron alicuotas de 10 uL y se descargaron
en los pozos del gel de agarosa. Si el ADN se observé integro, entonces se realizé la
amplificacién del ADN y los amplicones obtenidos de la PCR punto final se mezclaron con
1 pl de colorante de carga Orange G. De dichas mezclas se tomaron alicuotas de 10 mL y
se descargaron en los pozos del gel de agarosa. Asi mismo, se afiadié6 un marcador de
peso molecular (ADN de 50 pb, Invitrogen, Sao Paulo, Brasil) en el primer pozo. La

electroforesis se ejecutdé a 70 V durante 2 horas.

La observacion se llevo a cabo usando un transiluminador Alphalmager, Sistema HP (Cell

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

caso del fragmento de la B-globina humana.
6.6 Datos de la determinacién de anticuerpos anti-Leishmania

Los resultados de la determinacién de la presencia de anticuerpos anti-Leishmania
realizada en muestras sanguineas recolectadas en julio y diciembre de 2014, y julio y
diciembre de 2015, fueron contrastados con la determinacion del ADN, realizada durante

este trabajo.
6.7 Analisis estadistico

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 Estandarizacién de la extraccion de ADN de muestras de pelo

Se realiz6 la extraccion y purificacién del ADN de muestras control de pelo mediante el
uso del QIAamp DNA Blood mini kit 250 de QIAGEN vy la técnica de fenol cloroformo. En
ambas técnicas se realizaron modificaciones en el uso de los reactivos de la fase de lisis,
asi como en el orden en el que éstos se adicionaron, lo anterior con el propésito de
determinar si las técnicas permiten una buena extraccion del ADN bajo diversas
condiciones de lisis. A continuacion se describen detalladamente cada una de las

condiciones que utilizamos durante el proceso de estandarizacion:
Se realizaron experimentos con diferentes mezclas de extraccion de DNA del pelo:

7.1.1 Comparacion de la técnica de fenol cloroformo y el QlAamp DNA Blood mini

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

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

Los controles positivos y negativos preparados como se describié previamente, fueron
tratados en tres combinaciones para la fase de lisis, con el objetivo de identificar las
mejores condiciones de extraccion del ADN en el pelo:

30uL de proteinasa K, 200 pL de buffer ALy 23 yL de DTT 1M,;

30uL de proteinasa Ky 23 uL de DTT 1M;

30uL de proteinasa K,

Posteriormente, las mezclas se homogeneizaron en vortex y se incubaron durante 1 hora
a 56°C.En aquellas mezclas que inicialmente no contenian 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 agregé 200 uL de etanol y se homogeneizaron en
vortex vigorosamente. A continuacién el ADN se extrajo como se describié en material y

métodos, se amplifico y se identifico en geles de agarosa. Figura 11
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7.1.1.2 Fase de lisis para la técnica de extraccién de fenol-cloroformo (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, Missouri USA)

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

mezclas:

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

30uL de proteinasa K, 200 pL de buffer ALy 23 yuL de DTT 1M,;
30pL de proteinasa Ky 23 uL de DTT 1M;

30uL de proteinasa K,

Las mezclas se homogeneizaron por agitacién vigorosa con vértex y se incubaron a 56 °C
durante 1 hora. Posteriormente se adicionaron 300 yL de fenol saturado y se mezclaron
por agitacion con vértex. Se centrifugaron a 1,006 g durante 10 minutos y se recuperaron
las fases acuosas, se les afiadi6 a cada una 150 pL de fenol y 150 uL de cloroformo,
dichas mezcla se agitaron con vortex y se centrifugaron a 1,006 g durante 10 minutos. Se
recuperaron las fases acuosas y a estas se les adicionaron 600 puL de cloroformo y se
agitaron durante 5 minutos con vértex, 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 pL de NaCl 5 My 1000 pL de etanol absoluto. Se agitaron por inmersion y
se centrifugaron a 16,099 g durante 20 minutos a 4°C, se elimin6 el sobrenadante y al
botén se les agregaron 800 pL de etanol al 70% a 4°C. Posteriormente se centrifugaron a
6,289 g durante 5 minutos a 4°C, se elimin6 el sobrenadante y el botén se dejé secar
durante 40 minutos. Finalmente, las muestras se hidrataron adicionando 60 pyL 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 extraccion con Kit QlAamp de
QIAGEN.

Con extraccion de DNA mediante técnica de fenol-cloroformo la banda de 120 pb se
obtuvo Unicamente en el carril del tratamiento de lisis Buffer NET 100. En el resto de los

tratamientos no se obtiene amplicén.
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La eleccién de la técnica éptima se realizé con base en las ventajas que cada una ofrece,
como el tiempo que se requirid para efectuarse, la sencillez del proceso, la exposicion a
reactivos toxicos y por supuesto la visualizacibn de los amplicones através de
electroforesis en gel de agarosa al 3.5%.
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Figura 11. Efecto de la lisis de los pelos en la amplificacién del ADN de Leishmania.
Electroforesis en gel de agarosa al 3.5%, de los productos de amplificacion 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 reaccién , (3) agua, (4)
muestra control negativa extraccion con kit, (5) carril vacio, muestras control positivas extraccion con Kkit,
tratamiento: (6) Buffer AL, DTT y proteinasa K, (7) DTT y proteinasa K*, (8) proteinasa K*; muestras control
positivas extraccion 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 vacio,
(15) agua.

*Adicién de Buffer AL post incubacion
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Al comparar ambas técnicas se pudo determinar que el uso del kit resulté mas sencillo
gue la técnica de fenol-cloroformo, se necesitO menos tiempo para llevarla a cabo y no
utiliza reactivos altamente téxicos como es el cloroformo, ademas permite llevar a cabo la
lisis de las muestras en diversas condiciones, algo que la técnica de fenol-cloroformo no
permitid, con lo cual esta Ultima técnica se descarté para el procesamiento de las

muestras problema de pelo.

7.1.1.3 Incremento de controles a la fase de lisis del QlAamp 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 estandarizacion de la fase de lisis ya que el
kit se encuentra adaptado para procesar muestras sanguineas, tejido que en cuanto a
composicion y estructura difiere completamente de la muestra a manipular, en este caso
pelo de mamifero. Las modificaciones realizadas consistieron en la variacion del uso de
los reactivos manejados: buffer AL, Proteinasa k y Dithiothreitol (DTT) 1M, este ultimo
reactivo no forma parte del kit de extraccién sin embargo su uso se ha descrito en

protocolos de extraccion de ADN de pelo.

Se prepararon controles positivos y negativos a los cuales se les adicionaron los reactivos
de la fase de lisis:

30uL de proteinasa K, 200 pL de buffer ALy 23 uL de DTT 1M;

30uL de proteinasa Ky 23 yuL de DTT 1M;

30uL de proteinasa K;

200 pL de buffer ALy 23 uL de DTT 1M;

200 pL de buffer AL y 30uL de proteinasa K;

23 uL de DTT 1M

Las mezclas se homogeneizaron en vortex 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 incubacion anteriormente mencionada y se incubaron a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Posteriormente el ADN se extrajo como esta descrito en

material y métodos y se identificé en geles de agarosa. Figura 12.
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Figura 12.Amplificacion de ADN de Leishmania extraido de pelos.Electroforesis en gel de
agarosa al 3.5%, de los productos de amplificacion de los primers JW11/12, llevada a cabo en ADN
de muestras control de pelo, extraido mediante QlAamp 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 vacio; 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 vacio; (17) Control positivo M379, (18) carril vacio;(19) blanco de agua,

(20) carril vacio.

=Adicion de Buffer AL post incubacion

Como se puede apreciar en la figura 12, todas las condiciones de lisis manejadas con el
kit permitieron la amplificacion del fragmento del ADNKk de interés, sin embargo las bandas

de los amplicones se observan con diferentes intensidades, siendo las mas nitidas las

bandas generadas por el tratamiento DTT y proteinasa K (Adicibn de Buffer AL post
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incubacién), asi como el tratamiento con proteinasa K (Adicion de Buffer AL post

incubacion).

7.2. Amplificacion de un fragmento de la beta-globina

Hasta este punto de la experimentacion, se habian identificado las condiciones 6ptimas
de lisis en la extraccion de ADN de pelo y del parasito cuando éste Ultimo se encuentra en
el exterior de la muestra bioldgica seleccionada, sin embargo es necesario demostrar que
las condiciones de lisis son aptas para degradar el pelo y liberar cualquier particula que se
encuentre en su interior, ya que es probable que el parasito se encuentre embebido en la
corteza del pelo, por lo tanto es necesario encontrar las condiciones optimas de lisis de la
muestra que permita liberar al parasito de la estructura interna del pelo, para llevar a cabo
una amplificacién por PCR punto final; para esto se procede a realizar la amplificacién de
un fragmento de 250 pb presente en el gen de la B-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 amplificacion del fragmento de ADN de interés, siendo las bandas mas nitidas
generadas por el tratamiento AL, DTT y proteinasa K (Adicion de Buffer AL post
incubacién)asi como el tratamiento DTT y proteinasa K (Adicion de Buffer AL post

incubacién).

El tratamiento de lisis consistente en la exposicion de la muestra a DTT y proteinasa K
(exposicién a buffer AL post incubacion) permitié la generacion de las bandas mas nitidas
tanto en la amplificacion del fragmento de interés del ADNk de Leishmania asi como de la
B-globina humana, por lo tanto se seleccioné como el tratamiento a utilizar en las

muestras problema.
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Figura 13.Corroboracién de la adecuada extraccion de ADN del pelo. Electroforesis en gel de
agarosa al 3.5%, de los productos de amplificacion 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, extraido mediante QlAamp 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) DTTy 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 vacios.

*Adicion de Buffer AL post incubacion
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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 extraccion conQlAamp DNA

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

7.3 Deteccién de la presencia de Leishmania sp. en muestras bioldgicas de

mapaches y coaties del parque ecoldgico La Venta, Tabasco.

Como se observa en las figuras 14 y 15, aquellos prociénidos cuyas muestras permitieron
la amplificacién de una banda de 120 pares de bases, fueron considerados positivos en la
determinacion de la presencia de Leishmania sp.; los coaties 2, 4, 14, 15, 18, 21, 22, 23,
26, 27, 28, 29 y 3 presentaron resultados positivos en ADN extraido de pelo, siendo que
este Ultimo también obtuvo resultado positivo en ADN proveniente de sangre, mientras
que solo el coati 1 present6 resultado positivo en ADN de sangre; asi el 46.66% de la
poblacion analizada de coaties fue positiva a la presencia del protozoario, de la totalidad
de estos individuos ninguno present6 anticuerpos anti-Leishmania durante el periodo de

analisis serologico.

Del grupo de mapaches ninguno di6 resultados positivos en muestras de ADN de sangre,
los individuos 5 y 6 resultaron ser positivos en la determinacion del parasito en muestras
de ADN de pelo, es decir que el 22.22% de la totalidad de la poblacién analizada fue
positivo a la presencia de Leishmania sp., ambos mamiferos resultaron ser seropositivos

durante todo el periodo de analisis seroldgico.

Cabe mencionar que algunas de las muestras de sangre presentaron degradacion, como
se observa en la figura 16, donde se no se aprecian los ADN gendmicos como una Unica

banda sino como un barrido de degradacion.
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Figura 14.Andlisis de Leishmania en el ADN en el pelo de coaties. Electroforesis en gel de

agarosa al 3.5%, de los productos de amplificacién de los primers JW11/12.Carriles: (1) marcador de
peso molecular 50 pb, (2) blanco inicial, (3) blanco final; muestras de DNA extraido de pelo :(4) coati 30, (5)
coati 27, (6) coati 28, (7) coati 29, (8) coati 26, (9) vacio, (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
coaties 26, 28 y 29. Se observan bandas inespecificas 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. Analisis de Leishmania en el ADN en el pelo de coaties. Electroforesis en gel de
agarosa al 3.5%, de los productos de amplificacién de los primers JW11/12.Carriles: (1) marcador de
peso molecular 50 pb, (2) blanco inicial ; muestras de DNA extraido de pelo : (3) negativo, (4) mapache 1, (5)
mapache 2, (6) mapache 3, (7) mapache 4, (8) mapache 6, (9) coati 1, (10) coati 7, (11) coati 3, (12) coati 5,
(13) coati 6, (14) coati 8, (15) coati 14, (16) coati 15, (17) coati 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 coaties 3, 14

15, 21 y la muestra del mapache 6.
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Figura 16. Analisis de Leishmania en el ADN en el pelo de coaties. Electroforesis en gel de
agarosa al 3.5%, de los productos de amplificacion de los primers JW11/12.Carriles: (1) marcador de
peso molecular 50 pb, (2) blanco inicial ; muestras de DNA extraido de pelo : (3) negativo, (4) coati 20 , (5)
coati 22, (6) coati 23, (7) coati 24, (8) coati 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 coaties 22 y

23.
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Figura 17. Analisis de Leishmania en el ADN en el pelo de coaties. Electroforesis en gel de
agarosa al 3.5%, de los productos de amplificacién de los primers JW11/12.Carriles: (1) marcador de
peso molecular 50 pb, (2) control m379, (3) Blanco inicial; muestras de DNA extraido de pelo : (4) negativo,
(5) mapache 6, (6) mapache 2, (7) coati 22, (8) mapache 4, (9) coati 23, (10) coati 1, (11) coati 2, (12) coati
18, (13) coati 19, (14) coati 6, (15) coati 4, (16) coati 14, (17) coati 15, (18) coati 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 coaties 22, 23,

2,18, 4, 14, 15, 21 y mapache 5.
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agarosa al 3.5%, de los productos de amplificacién de los iniciadores JW11/12, llevada a cabo en
muestras de DNA extraido de sangre de coaties.Carriles: (1) blanco inicial, (2) control negativo; muestras
de DNA extraido de sangre: (3) coati 1, (4) coati 2, (5) coati 3, (6) coati 4, (7) coati 5, (8) coati 6, (9) coati 7,
(10) coati 8, (11) coati 9, (12) coati 10, (13) coati 11, (14) coati 12, (15) coati 14, (16) coati 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 coaties 1 y 3.Se observan bandas inespecificas 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. Determinacion de integridad del ADN de procidnidos extraido de sangre.
Electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Carriles: (1) marcador de peso molecular 50 pb,, muestras de
DNA: (2) coati 2, (3) coati 4, (4) coati 5, (5) coati 10, (6) coati 12, (7) coati 14, (8) coati 15, (9) coati 16, (10)
coati 17, (11) coati 18, (12) coati 19, (13) coati 21, (14) coati 22, (15) coati 29, (16) coati 30, (17)mapache 1,
(18) mapache 4, (19) mapache 3, (20) vacio.

Se observa degradacion 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 coaties positivos

Figura Carril Coati
18 3 1
17 11 2
15 11
3

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

Resultados en muestra de pelo Resultados en muestra de sangre
Tabla 5. Resumen de mapaches positivos

Figura Carril Mapache
17 19 5
15 8 6

Total 2

Resultados en muestra de pelo
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Tabla 6. Presencia de anticuerpos anti-Leishmania en mapaches y coaties con resultado

positivo en la determinacion de la presencia de Leishmania sp. por PCR punto final en

muestras de pelo y sangre.

Poblacion Numero de identificacion 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
Coati 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
5 0.2 | 0.21 | 0.29 0.3
Mapache
6 0.23 {033 | 035 | 0.3

* El punto de corte para el ensayo inmunoenzimatico es 0.2 unidades de absorbancia.

*2014, 2015: afio de recoleccién de la muestra.

Tabla 4. Resultados positivos en la determinacion de Leishmania sp. por PCR punto final en

ADN extraido de muestras biol6gicas de mapaches y coaties del parque-museo La Venta,

Tabasco.
Poblacion Individuos Numero de Namero de Porcentaje de
positivos positivos positivos
totales totales (%)
Sangre | Pelo
Coaties 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 determinacion de anticuerpos

anti-Leishmania respecto a los individuos con resultados positivos por PCR punto

final.
Poblacion Individuos con Numero de Porcentaje de
resultados positivos totales positivos totales
positivos en PCR en serologia en serologia (%)
Coaties 14 0 0
Mapaches 2 2 100
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8. Andlisis de resultados

Como se muestra en los resultados, el 46.66 % de la poblacién de coaties analizados dio
resultado positivo en la determinacion de la presencia del parasito por PCR punto final.
Solo en una de las muestras fue detectada la presencia del parasito exclusivamente en
sangre y en otro individuo fue posible detectar el ADN del parasito tanto en pelo como en
sangre, en el resto de los casos el ADN de interés fue hallado sb6lo en una de las

muestras bioldgicas: pelo.

En cuanto a la poblacién de mapaches estudiados, sdlo 22.2 % dio resultado positivo en
la determinacion de la presencia del parasito en pelo. En ninguno de los mapaches se

identificé la presencia del parasito en sangre.

Es de gran importancia mencionar que los resultados de la presencia de ADNk de
Leishmania sp. en muestras sanguineas no es concluyente en este trabajo ya que el ADN
extraido de dicho tejido presentdé degradacion en numerosos casos. El estado del ADN
proveniente de varias de las muestras de sangre pudo haber impedido la amplificacion del
ADNK de Leishmania sp. y por lo tanto no permite determinar si efectivamente el parasito

se encuentra presente 0 no en las muestras analizadas.

En la literatura se atribuye la degradacion del material genético a dos factores principales:
altas temperaturas durante el periodo de conservacion o en su defecto al tiempo de
almacenamiento (Payares, 2012, p. 30). La degradacién del material genético proveniente
de las muestras sanguineas 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 llevé a

cabo a inicios del aflo 2017.

Al comparar los porcentajes de organismos que dieron resultados positivos en la
deteccién del parasito, se puede observar que en la mayoria de los casos, el parasito
Leishmania se detecté en pelo y no en sangre. Esto puede ser atribuido al curso natural
de la infeccion, ya que la especies de parasito que se encuentra en esa zona es parasito

con tropismo dérmico.

Uno de los factores a considerar podria ser el comportamiento del protozoario respecto a
la temperatura. Se ha sugerido previamente que la distribucion de Leishmania en el

organismo humano puede ser explicada con base en la sensibilidad del parasito a la
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temperatura. En humanos la temperatura de la piel es mas baja que la temperatura
interna, asi los parasitos termo-sensibles pueden permanecer en la piel mientras que los

parasitos termo-resistentes pueden ir a las visceras (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 estan expuestos a temperaturas mas altas in vivo (37 °C) se
replican igualmente bien a temperaturas de 35 a 39 ° C in vitro, mientras que las cepas
cutdneas que son expuestas a temperaturas mas bajas in vivo (33 ° C) se replican mejor a
temperaturas mas bajas in vitro<35°C (Berman y Neva 1981; Sacks et al.,1983). Segun
Engleberg (2017, p. 515), las especies clasicamente asociadas con la variante cutanea de
la enfermedad crecen in vivo mejor a temperaturas entre los 25°C y 30°C, mientras que
las especies asociadas a la variante visceral se desarrollan mejor a 37°C. De acuerdo con
lo anterior, podria ser posible que el mismo fendbmeno 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 asi la Leishmania
hallada en los mapaches y coaties del parque-museo La Venta podria pertenecer a una
especie que por su termo-sensibilidad presente un tropismo por el tejido cutdneo. Lo cual
tiene congruencia con las estadisticas reportadas, donde es sefialado que Tabasco es
sitio endémico de leishmaniosis cutanea y cuya forma principal de presentacion es la
ulcera de los chicleros (Jheman, 2007, p. 3). Esto es considerable siempre y cuando
realmente no haya existencia del parasito en sangre, lo cual en varios de los casos no
puede ser determinado por la degradacion del ADN. Por otra parte, en los casos en los
que se detectd la presencia de Leishmania en sangre, se puede considerar que la
infeccion estd progresando al estadio visceral o simplemente, que se desprendieron
macro6fagos 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 toréaxico.

Al comparar los resultados obtenidos de la poblacién de coaties contra lo obtenido en la
poblacion de mapaches, se puede determinar que el primer grupo obtuvo un mayor
porcentaje de individuos parasitados por Leishmania. Sin embargo no es lo mas
apropiado comparar dichos resultados ya que el nimero de individuos por poblacién no es
equitativo. Si fuese admisible considerar que el parasito afecta en mayor proporciéon a una
de las especies analizadas (Nasua narica), se podria atribuir esta preferencia a las

caracteristicas metabolicas o incluso fisicas propias de cada especie, ya que los
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mosquitos manifiestan preferencias hacia ciertas propiedades como la cantidad de CO,
emitida en el aliento, a mayor cantidad es mas facil que los fleb6tomos identifiquen a sus
blancos por medio de 6rganos denominados palpadores maxilares. Asi como por las
diferencias en la produccién de ciertos metabolitos o presencia de bacterias, se podria
favorecer que una de las especies sea blanco facil de interaccion 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 &cido lactico, 4cido Urico y amoniaco en la

piel, asi como la cantidad y tipo de bacterias sobre este tejido (Stromber, 2013).

También podria considerarse que la diferencia en el nimero de individuos parasitados por
Leishmania en los grupos estudiados no se atribuya al comportamiento del parasito
respecto a la especie hospedadora, sino a la muestra utilizada, ya que las especies
comunmente asociadas a la leishmaniosis cutanea 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. Asi 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
serologia, se puede observar que ninguno de los individuos de la especie Nasua narica

gue fue positivo en PCR, present6 anticuerpos en el periodo de tiempo de analisis.

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 andlisis

comprendido entre los afios 2014 y 2015.

Lamentablemente la recoleccion de muestras para llevar a cabo la determinacion de la
presencia de Leishmania a través de PCR punto final y las muestras para realizar las
pruebas de serologia no ocurrié al mismo tiempo; puede ser posible que en el momento
de la captura, los prociénidos que no presentaron anticuerpos anti-Leishmania realmente
no se encontraban parasitados. Asi mismo podria ser considerado que la parasitosis se
adquirié durante el lapso trancurrido entre la recoleccién 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 parasito pero no
anticuerpos sea precisamente el tiempo de infeccion 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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infecciobn 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 produccion de anticuerpos IgG o seroconversion se desarrolla
durante los meses siguientes al momento de la infeccion, la media es de unos 5 meses
para la infeccion natural y 3 meses para la infeccion experimental (Moreno, 2002, p. 402).
Por otra parte en modelos murinos donde se ha llevado a cabo la infeccion experimental
se ha podido detectar la presencia del parasito en pelo (por PCR tiempo real) alejado de
la zona de inoculacién a partir de la tercera semana (Iniesta 2013). Fenémeno que podria
haber sido similar en los coaties, sin embargo se trata de un numero elevado de
individuos que presentan resultados discordantes en la serologia y la PCR, existen
estudios en infantes humanos donde se han obtenido resultados similares, donde no hay
correlacion entre los resultados de PCR, serologia y manifestaciones clinicas para la

determinacion de infeccion por Leishmania.

En Brasil, por ejemplo, se llevd a cabo un seguimiento de neonatos durante 18 meses.
Las madres de dichos neonatos no presentaron signos clinicos sugestivos de
leishmaniosis sin embargo algunas de ellas presentaron anticuerpos anti-Leishmania, en
la mayoria de los neonatos los resultados de las pruebas serolégicas y PCR obtenidas
mostraron la presencia de seroconversion pero resultados negativos en PCR vy
viceversa.Al final del estudio, 17 niflos de 18 meses de edad tenian al menos una prueba
de diagndstico de leishmaniosis positiva. Sin embargo no hubo manifestacion clinica 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 andlisis de PCR fueron negativos en todo momento y solo
en uno de ellos la serologia arrojé resultados positivos hasta el momento de la
presentacion clinica de la enfermedad (Borges, 2014). Se piensa que este tipo de
fendbmenos se asocia a la transmision vertical de Leishmania, descrita en numerosos
estudios (Boggiato, 2011; Avila-Garcia, 2013; Teichman, 2011; Magno, 2009;
Papageorgios, 2010), ya que esta clase de transmisién puede desempefar un papel
importante en el curso de la enfermedad. Todo dependera del momento en el que el
parasito establezca contacto con el sistema inmune fetal: antes del reconocimiento de los
antigenos propios o después de este periodo. Si el sistema inmune tiene contacto con los
antigenos de Leishmania antes del momento del autorreconocimiento podria conducir a la
tolerancia, lo que hace que un individuo sea especificamente tolerante e insensible o

incluso susceptible a la infeccién. En el escenario alternativo, la infeccién después del
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autorreconocimiento permitiria el desarrollo adecuado de clones de linfocitos T en
respuesta a antigenos de Leishmania, proporcionando resistencia a la enfermedad
(Galindo-Sevilla y Mancilla-Ramirez, 2018). Es probable que estas especies, por habitar
en una regién endémica de la enfermedad, sean altamente susceptibles de la transmisién
vertical de la parasitosis. Asi, el contacto en un punto determinado de tiempo entre el
sistema inmune del feto y los antigenos del parasito sera determinante del curso de la
infeccién: como se menciond anteriormente, en aquellos individuos cuyo primer contacto
con el protozoario fuese antes del reconocimiento de autoantigenos, los antigenos de
Leishmania serian reconocidos como antigenos propios, lo cual seria traducido en la no
produccién de anticuerpos contra el parasito, asi como el nulo control de la infeccién. Por
el contrario, en el caso de aquellos individuos en los que el contacto entre el parasito y el
sistema inmune del individuo durante el periodo fetal haya sido después de la fase de
reconocimiento de los auto-antigenos, se observaria una produccién de anticuerpos y

limitacion de la parasitosis.

Seria muy prudente llevar a cabo un seguimiento a largo plazo de estos prociénidos ya
que en vista del promedio de vida que ambas especies tienen (entre 8 afios en estado
salvaje y 13 afios en cautiverio (Kalman y Crossingham 2013, p. 8; Hoagstrom 2002, p.
1348) y con base en el tiempo que persista la parasitosis, asi como los signos de la
infeccidn que estos presenten, podrian comenzar a descartarse o considerarse como
verdaderos reservorios, ya que una de las caracteristicas 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 analisis de la presencia de Leishmania sp. en muestras de pelo de los prociénidos
analizados que habitan el parque-museo La Venta, Tabasco, el mejor método de
extraccion de ADN result6 ser el QlAamp DNA Blood mini kit 250, donde el tratamiento de
lisis 6ptimo consiste en la exposicién de la muestra a DTT y proteinasa K, con la adicion

de buffer AL posterior a la incubacion a 56 °C durante 1 hora.

Del total de la poblacion analizada en el presente trabajo, conformada por 30 coaties y 9
mapaches habitantes del parque museo La Venta, Tabasco; el 46.66% y el 22.22 %
respectivamente arrojaron resultados positivos en la determinacion de la presencia de

Leishmania sp.

El mayor porcentaje de resultados positivos se manifestd en las muestras de pelo, sin
embargo los resultados obtenidos en las muestras de sangre no son concluyentes ya que

un gran namero de estas presentaron degradacion.

De la poblacién de coaties que arrojaron resultados positivos en PCR punto final, ninguno
manifestd anticuerpos anti-Leishmania. Al contrario de los mapaches, que en los dos
casos donde hubo resultados positivos por PCR punto final se mostré la presencia de

anticuerpos contra el protozoario.
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Anexo 1
Preparacion de soluciones
1. Solucién tampdn Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1x

Tris-base 2.0 M, acido acético glacial 1.0 My EDTA 0.5 M; pH 8.0 (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, Missouri USA).

2. Buffer de lisis NET 100
NaCl 100 mM, Tris HCI 100 mM, EDTA 100 mM, SDS 2% ,- y Proteinasa K (4 uL/mL de

solucion (Qiagen Sciences, Maryland, USA).
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