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Resumen:

Proyecto financiado parcialmente por la Fundacién Gonzalo Rio Arronte La Coleccién de insectos flebétomos
depositada ahora en la Coleccion Entomoldgica Regional (CER), fue creada en 1994 por el CIR "Dr. Hideyo Noguchi"
como parte de los estudios llevados a cabo en el Programa de Estudio, Vigilancia y Control de la Leishmaniosis en la
Peninsula de Yucatan financiado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Los primeros 400 especimenes de la
coleccion en su totalidad pertenecen al area peri domestica y selvatica de "La Libertad" comunidad endémica de
leishmaniosis en Campeche. El resto de los especimenes datan de colectas realizadas desde 2001 en un proyecto
sobre la ecologia de Lutzomyia olmeca olmeca financiado por OMS. Se tienen registros de localidades en los estados
de Yucatan, Quintana Roo y Campeche, aunque existen una mayor cantidad de especimenes del Ultimo estado.
Trabajos sobre vectores para Quintana Roo son escasos a pesar de que este es endémico de leishmaniosis con
estadisticas superiores a las reportadas para Campeche (7). El reciente impulso del estudio de Leishmaniosis en
reservorios huésped y humanos en el sur de Quintana Roo por parte de ECOSUR (unidad Chetumal) y al creciente
interés tanto de ECOSUR como del CIR "Dr. Hideyo Noguchi" por el crecimiento y desarrollo de colecciones biolégicas,
se propone; crear la primera coleccién de entomologia medica de reservorios de leishmaniosis para la Peninsula de
Yucatan, la identificacion de las especies-vector antropofilicas y la incidencia natural del parasito. Chetumal es una
poblaciéon de Quintana Roo considerada de alta prevalencia e incidencia de leishmaniosis (8). Con el propésito de
identificar la estacionalidad de contagio y la identificacion de los vectores fleb6tomos hemofilicos, se proponen realizar
muestreos mensuales con trampas de luz, Shannon y Disney de una semana de duracion a lo largo de un afio en la
region selvatica y de uso agricola y agropecuario del area peri-urbana de Chetumal. Los ejemplares seran
determinados por un especialista y de ellos el 20% se analizara para corroborar la presencia del parasito y poder
conocer el indice de incidencia. El parasito se identificara mediante el uso de las técnicas moleculares PCR y DGGE.
Como especies antropofilicas potenciales a reportar estan; L. cruciata, L. olmeca olmeca, L. panamensis, L. shannoni y
L. ovallesi. Los ejemplares recolectados, se ingresaran al catalogo escrito de la Coleccién de Artrépodos (insectos y
arafias) de ECOSUR. La base de datos contendra la informacion de los ejemplares recolectados y los ya existentes en
la coleccion CER. Se capturaran los datos de todos ellos en Bidtica 4.1 y se depositaran en ambas colecciones por
duplicados. Se espera lograr una base de datos con 10,784 registros de la UADY y otra con 4,500 registros de
ECOSUR.

e * El presente documento no necesariamente contiene los principales resultados del proyecto correspondiente
0 la descripcidn de los mismos. Los proyectos apoyados por la CONABIO asi como informacién adicional
sobre ellos, pueden consultarse en www.conabio.gob.mx

e ** E| usuario tiene la obligacion, de conformidad con el articulo 57 de la LFDA, de citar a los autores de
obras individuales, asi como a los compiladores. De manera que deberan citarse todos los responsables de los
proyectos, que proveyeron datos, asi como a la CONABIO como depositaria, compiladora y proveedora de la
informacion. En su caso, el usuario debera obtener del proveedor la informacién complementaria sobre la
autoria especifica de los datos.
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RESUMEN

Se reportan un total de 15 especies de flebotominos para la zona periurbana
de Chetumal, dentro de las cuales Lutzomyia olmeca olmeca, Lutzomyia
cruciata, Lutzomyia shannoni'y Lutzomyia deleoni contribuyeron con el 95.7%
de la captura total. Los picos de abundancia de las especies dominantes se
registraron durante los meses de julio-agosto 2005, noviembre 2005 y febrero
2006. Se considera que la zona norte presenta un mayor riesgo de contagio
de la leishmaniasis debido al tipo de vegetacidn presente; selva mediana
subperennifolia y bosque secundario de 18-25 afios. La amplificacion del
cinetoplasto del parasito por la técnica PCR indica la presencia de
Leishmania en los flebotominos; Lutzomyia olmeca olmeca, Lutzomyia
shannoni 'y Lutzomyia cruciata, la amplificacion de la region del espaciador
transcrito interno (ITS) y la regidn final del gen ribosomal 18S identificaron a
Leishmania (Leishmania) mexicana como la especie involucrada en el ciclo
de la transmision de la LCL (Leishmaniasis Cutanea Localizada (ulcera del
chiclero) en la zona periurbana de Chetumal. Con relacion a las colecciones
de entomologia médica computarizadas en BIOTICA 4.1 se reporta un total
de 17,747 registros de especimenes de flebotominos para la peninsula de

Yucatan distribuidos en 18 especies.



Comparacién de los resultados obtenidos durante el desarrollo del proyecto y
los comprometidos en el convenio.

ACTIVIDAD COMPROMISO RESULTADOS
CCO005 CCO005
EJEMPLARES COLECTADOS DE 9000 11445
FLEBOTOMINOS
BASE DE DATOS BIOTICA 4.1 (incluye 15284 17747
datos de ejemplares colectados y
actualizacion de base de datos CER)
NOMENCLATOR 6 registros 32 registros
indice de infeccidn 1200 1301
No de colectas 12 12
Productos Una tesis de
licenciatura
Dos articulos de
divulgacion
cientifica

INTRODUCCION

Se le conoce como leishmaniasis a una serie de manifestaciones
clinicas producidas por un parasito protozoario tripanosomatido del
género Leishmania. En general las manifestaciones clinicas de esta
enfermedad se congregan en tres categorias: Leishmaniasis visceral
(LV), Leishmaniasis cutanea (LC) y Leishmaniasis mucocutanea (LMC)
(WHO, 2002). En México la leishmaniasis se considera un problema de
salud publica, y se identifica que la regidén sureste del pais (peninsula
de Yucatan) es endémica de la leishmaniasis principalmente la cutanea
localizada. En este trabajo se enfatiza en el estudio de los vectores
involucrados en la transmision de la leishmaniasis cutanea localizada
en la zona periurbana de Chetumal. De los estudios realizados en la

peninsula de Yucatan, destaca la siguiente informacién; a) la




identificacion de las especies hemofilicos que intervienen en la
transmision de la leishmaniasis (Biagi y Biagi, 1953, Biagi y Biagi,
1965). b) El estudio de focos de infeccién en Campeche principalmente
en las comunidades de La Libertad, La Guadalupe y Dos Naciones.
Resaltando los trabajos relacionados con el conocimiento de la
composicion de especies de flebotominos, su distribucién, patrones de
transmision, distribucién estacional y ecologia general, la identificacion
de los posibles sitios naturales de reposo y ovipositacion, la asociacion
de reservorio-vector, biorritmos de picadura relativos a la humedad
relativa y temperatura. La determinacion de la infeccion natural
utilizando técnicas microscopicas (Cruz-Ruiz, 1994, Rebollar-Téllez y
col.,, 1996 a, b, ¢, Tun, 2004). Para el estado de Quintana Roo son
pocos los trabajos publicados y estos se resumen en el reporte de
Lutzomyia olmeca olmeca como la especie antropofilica involucrada en
la transmisidon de la leishmaniasis (Biagi y Biagi 1965, Valdespino vy
col., 1994).

De acuerdo a las estadisticas de la secretaria de salud del estado de
Quintana Roo para este, se reporta el mayor numero de casos de
leishmaniasis por afio (SESA, 2004 datos no publicados). La zona sury
en particular Chetumal y su zona con-urbana, presentan uno de los
mayores valores, sugiriendo asi, que la zona periurbana de Chetumal
era un sitio atractivo de estudio no solo por el numero de casos si no
también por el estrecho contacto de los vectores con la poblacion
urbana.

Por otro lado el diagnéstico acertado de la leishmaniasis es critico
debido a que el tratamiento de esta enfermedad es costoso, de larga
duracion y esta asociado a efectos toxicos colaterales que ponen en
peligro la salud del paciente, también la identificacién adecuada de las

diferentes especies es sumamente conveniente debido que cada una



requiere tratamiento diferencial (Grimaldi y Tesh, 1993). Asi mismo la
identificacion de las especies es necesaria en estudios epidemioldgicos
(la documentacion de la distribucidn de las especies) y en el disefio de
programas de control. Los métodos de diagndstico clasicamente
utilizados (métodos directos; ATL, tincion de Giemsa, métodos
indirectos; reaccion de Montenegro) son relativamente especificos,
pero su sensibilidad varia de manera importante dependiendo de la
experiencia del técnico que realice la interpretacion, y aunque permiten
en la mayoria de los casos permite diagnosticar el padecimiento (40%
de exactitud) no siempre es posible confirmar la presencia del parasito.
Durante la ultima década se han realizado progresos importantes en el
diagndstico de esta enfermedad principalmente con el uso del acido
nucleico del patdégeno. La técnica de la PCR es uno de los métodos
mas utilizados pues es rapido, sensitivo, especifico y de bajo costo.
Esta técnica ha demostrado ser util en el diagndstico de diferentes
formas clinicas de la enfermedad usando diferentes secuencias de
oligonucledtidos, se ha utilizado en la identificacion de Leishmania a
nivel de género (Rodgers y col., 1990, Smyth y col., 1992, De Brujin y
col., 1993, Lépez y col., 1993, Mathis y Deplazes, 1995, Battacharyya y
col., 1996) y para la caracterizacion de complejos individuales como
por ejemplo Leishmania (Viannia) braziliensis (De Brujin y Barker,
1992, Guevara y col.,, 1992, Rodriguez y col., 1994) y Leishmania
(Leishmania) mexicana (Meredith y col., 1993, Eresh y col., 1994
Berzunza y col., 2005, Kato y col., 2005) sin embargo, la sensibilidad y
especificidad de la técnica para la deteccién del parasito depende de la
secuencia de los oligos utilizados.

El desarrollo de este proyecto contribuy6 al conocimiento de las especies de

flebotominos presentes en el area periurbana de Chetumal, su distribucion

espacial y mensual, la identificacion de los picos de abundancia, la



estructura comunitaria en términos de abundancia y diversidad, la
identificacion de las especies hemofilicas, el indice de infecciéon de
Leishmania, asi como la creacibn de las primeras colecciones de

entomologia medica para la peninsula de Yucatan que incluyen flebotominos.

OBJETIVOS

Generales

1.- Establecimiento de las primeras colecciones de flebotominos para la
Peninsula de Yucatan.

2.- Establecer el indice de infeccion en los vectores potenciales de
Leishmania spp.

3.- Determinar la (s) especie (s) de Leishmania spp, que pudieran estar
involucradas en el ciclo de transmision de la LCL en la zona periurbana de

Chetumal.

Particulares

1.- Obtener la lista de especies de flebotominos presentes en la peninsula de
Yucatan como producto de la actualizacion de la base de datos de Coleccion
de Entomologia Regional (CER) de la Universidad Autbnoma de Yucatan.
Asi como la lista de especies de la zona periurbana de Chetumal.

2.- Determinar la variabilidad espacial y temporal de la abundancia y riqueza
de los flebotominos del area periurbana de Chetumal.

3.- Descripcion de la estructura comunitaria de los flebotominos en términos
de la abundancia, diversidad y la riqueza especifica.

4 .- |dentificar las especies vectores potenciales de Leishmania spp.

5.- Diagnosis de la (s) especie (s) de Leishmania spp. por métodos
moleculares en cada individuo capturado y destinado para PCR.

6.- ldentificacion de los focos potenciales de infeccion dentro del area

periurbana de Chetumal.



AREA DE ESTUDIO

El area periurbana de Chetumal tiene una superficie total de 17, 266.3
hectareas, y esta conformada por cuatro localidades: Calderitas, Huay- Pix,
Xul-Ha y Subteniente Lépez (Programa de Desarrollo Urbano de la Zona
Metropolitana de Chetumal, Calderitas y Xulha, 2005 publicado en el Diario
Oficial de le Federacion, 2005.). Existe una conurbacion fisica entre
Chetumal y Calderitas, de hecho esta poblacion se considera una colonia de
Chetumal, aun cuando esta mantiene cierta funcionalidad propia. Las otras
tres localidades Huay-Pix, Xul-Ha y Subteniente Lopez aun no presentan el
fendmeno de la conurbacion fisica, pero si funcional, ya que interactuan con
la capital del estado en forma intensa y se constituyen como suburbios
funcionales. Sin embargo, aun conservan el caracter de asentamientos

rurales con bajo desarrollo urbano (figura 1).

Clima

En el area metropolitana de Chetumal ocurre el mismo tipo de clima calido
humedo intermedio con lluvias intensas en verano que se presenta en la
mayoria del territorio del municipio de Othén P. Blanco. Si bien se cuenta con
una época de lluvias fuertes en verano, también se presentan precipitaciones
en todos los meses, aun en los que se toman como los mas secos, marzo y
abril. Las temperaturas medias que se registran oscilan entre 22 y 26° C con

una precipitacion entre 1,100 y 1,300 mm anuales.

Topografia



La topografia de la ciudad y de su entorno inmediato es basicamente plana
con pendientes en todos los casos inferiores al 5%. Sin embargo, se
presentan algunas depresiones en las que se localizan humedales,
principalmente en los limites noroeste de Chetumal, sureste de Subteniente
Lépez y al norte de Huay- Pix, que propician inundaciones en épocas de

lluvias.

Vegetacién

El tipo de asociacidon vegetal presente es la selva mediana subperennifolia
altamente modificada, donde se observa la presencia de algunos arboles de
los estratos arboreo, arbustivo y herbaceo originales. Entre los ejemplares
mas numerosos encontrados en la zona periurbana destacan como parte de
la vegetacion secundaria las especies: Habin (Piscidia piscipula); Caracolillo
(Sideroxylon foetidissimum); Katalox (Swartzia cubensis); Hualla (Talisia
olivaeformi), Ramon (Brosimnum alicastrum); Kanisté (Poteria campechiana;
Huano (Sabal yapa); Caoba (Swietenia macrophylla); Chichibe (Sida acuta);

Zapote (Manilkara zapote)

Fauna

Principalmente se observa fauna urbana asociada directamente a los
humanos sin embargo la Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de
la Diversidad (CONABIO), reporta especies de mamiferos como las de mayor
importancia en la porcién aledafia a las localidades del area que aun
conservan restos de selva o aun dentro de las zonas habitacionales. Este
grupo no presentan migracion frecuente, y si en cambio tienden a perecer por
cambios ambientales extremos, por lo que funcionan como indicadores de la
estabilidad metabdlica. Entre las principales especies de mamiferos destacan
el pecari (Tayassu pecari), tejon (Bassariscus sumichrasti), mapache

(Procyon lotor), ocelote (Leopardus pardalis), jaguar (Panthera onca),



tlacuahes (Didelphis marsupialis), roedores silvestres; raton de campo
(Oligoryzomys fulvescens), rata arboricola (Otonyctomys hatti), rata
arboricola (Ototylomys phyllotis), ratbn de campo (Peromyscus yucatanicus),
ratdbn de campo (Reithrodontomys gracilis), rata cafera (Sigmodon hispidus),

ardilla arboricola (Sciurus deppei) y ardilla negra (Sciurus yucatanensis) .

METODOS

Para la seleccién de sitios se realizaron dos salidas de campo en el mes de
febrero 2005, la seleccidon se realizd con base en la presencia de areas de
selva mediana subperennifolia relativamente conservada y bosque
secundario de mas de 10 afos, la presencia de arboles caidos, refugios de
roedores y humedad del sustrato medida con base a la cantidad de hojarasca
presente. La eleccidén de los sitios y caracterizacion se realizé con la ayuda
del Sr. Margarito Tuz, técnico de ECOSUR con basta experiencia en el
estudio de la vegetacion arborea y herbacea. Durante el afio de muestreo
(marzo 2005-febrero 2006) se visitaron 19 sitios, cada mes se visitaron dos
sitios diferentes con el propdsito de lograr mayor diversidad para las
colecciones CER-UADY y de Insectos- Arafias de ECOSUR. El tiempo de
colecta por persona en horas fue de 168 y se requirié de la participacion de
10 personas (= 1,680 horas-humano); en cada salida se requerian de 4-6
personas por cada noche de colecta, para cada sitio de colecta se registro el
tipo de trampa, hora de captura y la especie capturada asi como la clave de
identificacion (ID) del area, y el nombre de los colectores por cada salida de
colecta (tabla 1, Apéndice I). Los registros de humedad relativa, temperatura
y direccion del viento, fueron proporcionados por la estacidon meteoroldgica
de la Comisién Nacional del Agua (CNA) en la zona sur y de ECOSUR-Ch

para la zona norte.

Disefio de muestreo



Las areas de muestreo se eligieron con base en su ubicacion cardinal
(figura1) y se denominaron norte (N), sur (S), nor-oeste (NO), nor-este (NE),
sur-este (SE), sur-oeste (SO). En cada area se colectaron muestras en
diferentes sitios en al menos una vez cada dos meses. Cada sitio de
muestreo se caracterizo por el tipo de vegetacién (desde bosque secundario
de mas de 10 afos a selva mediana subperennifolia bien conservada),
humedad del suelo, presencia de arboles caidos y refugios de roedores, de
tal modo que cada uno de ellos fuera comparable independientemente del
area. Una vez que se seleccionaron los sitios se procedié a establecer
transectos de 15 m, marcando estaciones de trampeo cada 5 m, cada trampa
era colgada a cada lado del transecto de manera intercalada; una trampa de
luz CDC y una trampa Disney. Todo esto con el propdsito de minimizar la
probabilidad de que la captura de los flebotominos estuviera influenciada por
el sitio especifico de colecta. La trampa Shannon se colocé una distancia no
menor de 500 metros del punto mas cercano al transecto (figura 2). Para la
colocacién de esta trampa se requirié limpiar de vegetacion un area de
aproximadamente 4.5 m? por noche, por razones conservacionistas y de
respeto al duefio del predio se decidio limitar al minimo el intercambio de sitio

de colocacion de esta trampa.

Recaracterizacién de los sitios de muestreo.

Debido a las diferencias encontradas en los sitios de colecta con relacién al
tipo de vegetacion reportado (la caracterizacion se definié con base a las
cartas “tipo de vegetacion y uso de suelo” del Instituto Nacional de
Estadistica, Geografia e Informatica (INEGI) como selva mediana
subperennifolia) respecto del observado en campo se considero importante la
revision de la caracterizacion arbérea y arbustiva de cada sitio, pues resulto
que el tipo de vegetacidon marco una diferencia importante tanto en la
abundancia como en la composicion de la riqueza especifica dentro de la

zona norte y sur. Para cada sitio de colecta se caracterizo la vegetacion
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arborea, arbustiva y herbacea. La metodologia fue marcar cuadrantes de 20
x 20 m y contabilizar el numero de especies de arboles encontradas. La

distribucion de los 19 sitios de colecta se ilustra en la figura 1.

Zona Sur.

Comprende la regién del rio Hondo. Esta area esta mayormente
representada por acahuales de selva mediana subperennifolia (bosque
secundario) entre 10 a 15 afos de edad con areas de inundacion, el sitio
denominado como S5 fue el unico que presento bosque secundario de 15-20
afios de edad, el promedio de la altura arbérea fue de 7.44 m. Las principales
especies de arboles registradas fueron: Zapotillo (Pouteria aerelatifolia),
Chechem (Metopium brownei), X-ch'ich bob (Cocoloba ortizii), Sak paj
(Byrsonima  bucidaefolia), Boob (Cocoloba cozumenlensis), Negrito
(Simarouba glauca), Ya' axnik (Vitex gaumeri), Laurelillo (Conocarpus
erectus), Mahaua (Hampea tribolata), Nance (Byrsonima crassifolia), Chakah
(Bursera simarouba), Dzalam (Lysoloma latisiliqua), Siliil (Diospyros cuneata).

Los sitios de colecta fueron: S1 a S7.

Zona Norte.

La mayor parte de esta zona esta representado por el ejido Calderitas, se
caracteriza principalmente por presentar zonas de selva mediana
subperennifolia bien conservada. El buen estado de salud del area lo
determind la presencia del sak-chakah (Dendropananx arboreus), la altura
promedio de las especies presentes fue de 11 m. Las especies de arboles
que se registraron en el area fueron: Boob (Cocoloba cozumenlensis),
Chechem (Metopium brownei), Siliil (Diospyros cuneata), Ja' abin (Piscidia
piscipula), K' anasim (Lonchocarpus yucatanenses), Chakah (Bursera
simarouba), Dzalam (Lysoloma latisiliqua), Boob (Cocoloba cozumenlensis),
Ya' axnik (Vitex gaumeri), K' atal oox (Swartzia cubensis), Caimito
(Chysophyllum cainito), Zapote(Minilkara zapota), Ta' tsi (Nea amplifolia),

Sabakché (Exostema caribaeum), K' anchunup (Thovinia tomocarpa), Verde
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lucero o Ya' ax ek (Blepharidium mexicanum), Sak paj (Byrsonima
bucidaefolia), K' anisté (Pouteria campechaniai), Perescut (Croton spp. ), X-
ch'iich bob (Cocoloba ortizii), Joochock ché (Nectrandra coriacea), Huaya
(Talisia olivaeformis), Chikbo (Cocoloba cozumenlensis), Dzinche (isinche)
(Caesalpinia yucatanensis), Negrito (Simarouba glauca), Mahaua (Hampea
tribolata), Sak chakah (Dendropananx arboreus). Los sitios de colecta de
esta zona son: N1, N2, N3, N9, N10, N11.

Zona Noreste.

Comprendida por parte del ejido Calderitas y terrenos de la zona conurbana
de la colonia Nuevo Progreso. La mayoria de los terrenos en el area
presentan vegetacion de selva mediana subperennifolia bien conservada, sin
embargo, debido al crecimiento poblacional el numero de predios
desmontados para cultivo se incrementé de manera importante al menos
durante el ano de colecta, la altura promedio arbérea fue de 11.23 m. Las
especies arboreas reportadas para el area fueron: Chakah (Bursera
simaruba), Cocoloba (Cocoloba cozumenlensis), Ya' axnik (Vitex gaumeri),
Dzalam (Lysoloma latisiliqua), K' atal oox (Swartzia cubensis), Perescush
(Croton glabelus), Silil (Diospyros cuneata), Joochock ché (Nectrandra
coriacea), Ja' abin (Piscidia piscipula), Chechem (Metopium brownei), Negrito

(Simarouba glauca). Los sitios de colecta de esta zona son: N4, N5, N7 y N8.

Zona Noroeste.

Comprende el ejido de Subteniente Lopez. Esta zona es heterogénea debido
a la diversidad de ambientes entre los que destacan lagunas temporales,
selva mediana subperennifolia conservada, y acahuales (bosque secundario)
entre los 18-25 afios de edad. La altura promedio de vegetacién fue de 9.17
m. Los sitios de colecta que pertenecen a esta zona fueron: N6 y N12. En
esta area se destaca la presencia de: Boob (Cocoloba spicata), Chakah
(Bursera simarouba), Hupich (Albizia tomentosa), Negrito (Simarouba

glauca), Siliil (Diospyros cuneata), K' anisté (Pouteria campechania), Ja' abin(
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Piscidia piscipula), X-ch'iich bob (Cocoloba ortizii), Ya' axnik( Vitex gaumeri),
Sak chakah (Dendropananx arboreus), K' anasim (Lonchocarpus
yucatanensis), Huaya (Talasia olivaeformis), Joochock ché (Nectrandra
coriacea ), Huano (Sabal japa), Chechem (Metopium brownei ), Perescut
(Croton spp.).

Sitios de Muestreo

Figura 1. Distribucion de los sitios de muestreo para la colecta de flebotominos en el
area periurbana de Chetumal. Imagen digital fue donada por la secretaria de desarrollo
urbano municipal.
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DISENO DE MUESTREO

5m TRANSECTO

500 m

b)

Figura 2. Disefio de muestreo. a) Transecto de 15 m con trampas 6 CDC y Disney, b)
Trampa Shannon

TECNICAS DE MUESTREO

Como se menciond anteriormente, para la capturas de flebotominos se
utilizaron las trampas Disney, Shannon y CDC.

La trampa Disney (Disney 1966) consiste de una charola de aluminio de 50 x
50 cm. impregnada de aceite de castor (Riedel-de Haén; Seelze, Suiza);
sobre la cual se coloca una jaula de 15 x 7 x 5 cm con un roedor que
funciona como cebo (figura 3a). Por encima de la charola se coloca otra
charola de aluminio para proteger la captura y al roedor de la lluvia. Las
especies utilizadas como cebo fueron Heteromys gaumeri y Sigmodon
hispidus, el cebo despide una pluma de olor que atrae a las hembras de
flebotominos. Las trampas fueron suspendidas a wuna altura de

aproximadamente 50 cm sobre el nivel del suelo atadas de la rama de un
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arbol. El vuelo caracteristico de los flebotominos consiste en saltos cortos lo
cual permite que al ser atraidas por el cebo se posen en la superficie de la
charola de aluminio y queden atrapadas en la superficie impregnada con el
agente pegajoso. Estas trampas fueron colocadas de 18:00 a 22:00 horas.
Los flebotominos adheridos se retiraron cuidadosamente con la ayuda de
pinzas entomoldgicas y colocados en alcohol al 70%, las especies
destinadas para PCR se conservaron en alcohol al 80%. En cada sitio de
muestreo se colocaron 5 trampas por noche.

La trampa Shannon consiste en una caja grande elaborada de manta (figura
3b) que puede ser de dimensiones variables, la utilizada en este estudio fue
de 2.5 x 1.65 x 1.5 m, en dicha caja pudieron estar comodamente sentadas 3
personas. La trampa se sujeto con cuerdas a los arboles circunvecinos y se
suspendié a una altura de 40-50 cm. del suelo. El principio de funcionamiento
se basa en los olores volatiles, emanados y exhalados por las personas que
permanecen dentro de la trampa, los flebotominos hembras que se
encuentren en la proximidad se ven atraidas por esta “pluma de olor”. Las
hembras atraidas al interior de la trampa son capturadas con un aspirador
bucal de vidrio en cuyo extremo préximo se le coloca una tela de tul como
filtro. La tendencia de las hembras a volar hacia arriba facilita su captura en
las paredes de la trampa. El tiempo de captura fue de cuatro horas (de 18:00
a 22:00 horas) empleando contenedores de vidrio para separar el material
colectado por hora. Para las capturas en esta trampa se invirtieron un total de
672 horas, en cada sitio de colecta se colocé una trampa Shannon. Posterior
a la colecta los especimenes se transfirieron cuidadosamente a tubos
Eppedorf que contenian alcohol al 70%, las seleccionadas para PCR se
conservaron en alcohol al 80%.

La trampa CDC (Centre for Disease Control) es un modelo utilizado para la
captura de mosquitos y otros dipteros hematéfagos nocturnos. La trampa
consiste de un atrayente luminico: un foco de 6.3V (Sudia y Chamberlain,
1962). Los insectos son atraidos por la luz del foco y succionados hacia el

interior de un colector por medio de un ventilador (figura 3c). El ventilador y la
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fuente luminica son alimentados por una bateria recargable de 6V. La trampa
se protege de la lluvia con un disco de plastico en la parte superior. Las
trampas de luz se colocaron a una altura de 50 cm. del suelo, el tiempo de

captura fue de las 18:00 a las 22:00. Para cada uno de los sitios se utilizaron

5 trampas.

Figura 3. Método de recoleccion de flebotominos en el area periurbana de Chetumal.
a) Trampa Disney (Disney, 1966)., b) Trampa Shannon, c) Trampa CDC.

DETERMINACION DEL INDICE DE INFECCION.

Para lograr este objetivo se propuso utilizar la técnica molecular “Reaccion
en Cadena de la Polimerasa” (PCR de sus siglas en ingles) debido a que es

un método rapido, sensible y de diagndstico especifico, el cual puede ser
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utilizado en analisis masivos y en campafias de control del insecto
(Reithinger y col., 2000). Para la identificacion del genero se eligié una region
conservada del minicirculo del cinetoplasto denominada L.MC-1S-
5CTRGGGGTTGGTGTAAAATAG-3’ y L.MC-1R-
5TWTGAACGGGRTTTCTG- 3’ la cual fue utilizada para la diagnosis de
Leishmania spp. en flebotominos en la regién andina del Ecuador (Kato y
col., 2005). Para la extraccion del ADN asi como para la amplificaciéon de los

oligos especificos se siguio el protocolo propuesto por Kato y col., (2005).

Para la determinacién de la especie de Leishmania (Leishmania) mexicana
se amplifico la regidon del ITS (espaciador trascrito interno) y la region final del
18S de los genes del ADN ribosomal con los oligos IR1 (5'-
GCTGTAGGTGAACCTGCAGCAGCTGGATCATT-3") y LM17 (5-
CCCCTCTCCTCCTCCCC- 3’) (Copulillo y col., 1995, Berzunza y col., 2005).
Para cada reaccion se incluyo un control positivo (MC): aislado de paciente
con leishmaniasis cutanea localizada de Leishmania (Leishmania) mexicana
donada por la Dra. Berzunza (Laboratorio de Inmunologia de la Unidad
Experimental de la Facultad de Medicina-UNAM), y un control negativo del
sistema (agua destilada sustituyendo al ADN).

Para la determinacién del indice de infeccion se realizaron capturas
exclusivas en cada uno de los sitios, donde se realizaron las colectas para la
captura de los flebotominos destinados para las colecciones entomoldgicas.
Para las colectas se utilizaron dos trampas CDC una Disney, y la captura de
una sola persona en la trampa Shannon.

El hecho de colectar muestras de flebotominos exclusivas para la
determinacién del indice de infeccidbn se basé en la preocupacion del
personal de la CONABIO por mantener intactas las muestras destinadas para
la colecciones CER-UADY e “Insectos y Arafias”-ECOSUR-Ch.

Para determinar el éxito de la extraccion de ADN se utiliz6 como control
positivo una secuencia conservada del gen del 18S rRNA propuesta por Kato

y col., 2005 para este fin. La secuencia de los oligos es la siguiente Lu. 18S
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rRNA-1S  (5-TGCCAGTAGTTATATGCTTG-3') y Lu. 18S rRNA-1R
(TTACGCGCCTGCTGCCTTCC-3’), las condiciones para la amplificacion
fueron las mismas utilizadas para la identificacion del genero. Como control
positivo del sistema de PCR se utilizo ADN de cucaracha (Periplaneta
americana) y como control negativo agua. Se amplifico el ADN de solo 120
especimenes, muestra que se considero representativo para la
comprobacién del éxito de la extraccion de ADN.

Para la identificacion de cada espécimen utilizado para el diagnostico de
Leishmania se utilizaron las claves de Young y Perkins (1984), Young vy
Duncan (1994) e Ibanez Bernal S. (2002, 2005), cada espécimen para PCR
se diseco en tres partes; la cabeza y los tres ultimos segmentos se
destinaron para la identificacion mientras que el torax y el abdomen se utilizo

para el diagndstico del parasito.

IDENTIFICACION DE LOS FLEBOTOMINOS

Para la identificacion de cada espécimen se utilizaron las claves de Young y
Perkins (1984), Young y Duncan (1994) e Ibafez Bernal S. (2002, 2005).
Cada espécimen se colocé en una solucién de hidroxido de sodio al 10%
(P/V) con el propésito de transparentarlos (degradacion del muasculo) Una
vez aclarados se procedio a enjuagarlos con agua destilada y se prepararon
para la deshidratacion con diferentes concentraciones alcohol (70, 80 y
100%) después de la deshidratacion se procedié al montaje utilizando la
resina sintética Euparal (BIOQUIP). Las estructuras que se observaron para
los machos fueron; la terminalia, los mechones de cada cerda presente, el
gonoestilo, el gonocoxito, la bomba espermatica y los ductos eyaculadores
(figura 4a). Para las hembras fue la espermateca (figura 4e), el numero y
disposicion de los dientes del cibario (Figura 4d, f). Tanto para las hembras
como para machos se observaron los ascoides del segundo segmento
antenal (figura 4c). Los ejemplares se depositaron en las colecciones de

ECOSUR y UADY. Durante el curso de este proyecto se ofrecieron dos
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talleres relacionados con la identificacion de los flebotominos esto con el
propésito de adiestrar a los técnicos y colaboradores lo mejor posible, los
talleres fueron impartidos por el Dr. Sergio Ibafiez Bernal y el Dr. Eduardo

Rebollar Téllez. Cada especie reportada en este trabajo fue corroborada por
el taxbnomo experto en flebotominos el Dr. Sergio Ibafiez Bernal.

ESTILO

/L FARINGE
ASCOIDE

e
SEGUNDO {4y
FLAGELOMERO e :

= CIBARIO

ESPERMATECA

DIENTES
DUCTO
ESPERMATICO CIBARIO

Figura.4a, c, d, e, f. Terminologia de las estructuras de valor taxonémico para la identificacion de los
flebotomoninos. A. vista lateral de la terminalia del macho. C. flagelémero 2 mostrado el par de

ascoides. D. faringe y cibario de hembra. F. cibario de hembra. Modificado de Young y Duncan. (1994).

ANALISIS DE DATOS

La informacion recabada en los formatos de campo, se incluy6é en una base
de datos utilizando EXCEL, asi como en Bidtica 4.1. Para obtener los datos
de la estructura de la poblacién en términos de la abundancia y diversidad se

utilizé la riqueza especifica de Margalef (DMg), el indice de dominancia de

19



Simpson (A) y el indice de heterogeneidad de Shannon-Wiever (H’). Para el
analisis estadistico de la diferencia intra-mensual e intra-semanal se aplicé
ANOVA a través del programa EXCEL. Se elaboraron graficos de
abundancia y riqueza por sitio de colecta por mes, se construyeron curvas de
acumulacion de especies (EstimateS, version 7.5). Con el propésito de
reducir la dimensionalidad de los datos obtenidos y encontrar un patrén de la
estructura comunitaria de los flebotominos y su correlacion con los
parametros ambientales, se corrieron analisis multivariados utilizando el
programa PRIMER 6.0. Los datos de abundancia de ambas matrices (por
sitio y por mes) se transformaron a raiz cuarta, para la matriz de similitud se

utilizo el indice de Bray-Curtis.

RESULTADOS Y DISCUSION

Coleccion de Arafias e Insectos ECOSUR-Ch

En el area periurbana de Chetumal se colectaron en 12 sitios de captura
(Apéndice 1, tabla 2), un total de 6,414 especimenes representados por 12
especies (tabla 3) y dentro de estas especies se incluye la presencia de
Lutzomyia cayenensis como nuevo registro para Quintana Roo. El nivel de
curacion para el total de especimenes capturados fue de 7 de acuerdo a los
criterios establecidos en el convenio de términos y referencia con la
CONABIO.

Tabla 3. Especies de flebotominos presentes en el area periurbana de Chetumal de
marzo 2005 a febrero 2006. Coleccién de referencia “Insectos y Arafias” ECOSUR-Ch.

FAMILIA GENERO ESPECIE INFRAESPECIE = TOTAL
Psychodidae Brumptomyia galindoi 95
Lutzomyia cayennensis masiasi 42
cruciata 856
dasymera 3
deleoni 617
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longipalpis 6

olmeca olmeca 3952

panamensis 7

permira 16
shannoni 746

Lutzomyia carpenteri 5

(Grupo aragoi)
Lutzomyia ovallesi 69
(Grupo
verrucarum)

GRAN TOTAL 6414

Coleccion Entomoldgica Regional CER-UADY

Para la CER se computarizaron un total de 11,333 especimenes, los cuales
estan representados en 17 especies (tabla 4) capturadas en 22 localidades;
siete localidades en Campeche, dos en Yucatan y trece en Quintana Roo
(Apéndice 1, tabla 5). Se reporta por primera vez la presencia de Lutzomyia
steatopyga para la Peninsula de Yucatan, estos especimenes fueron
recolectados en el area periurbana de Chetumal. El nivel de curacion para el
total de especimenes colectados es de 7 de acuerdo al criterio establecido de
por la CONABIO en el anexo de términos y referencias del convenio. Para el
analisis y discusion de resultados de la abundancia y riqueza de especies
solo se consideraron los 5031 especimenes colectados en el area periurbana
de Chetumal, debido a que con ellos se cubre el objetivo del estudio de caso
de un area endémica en Quintana Roo. El resto de los especimenes
colectados (6302) con anterioridad en Campeche, Yucatdan y norte de
Quintana Roo solo se ingresaron en la coleccion y en la respectiva base de

datos en el programa BIOTICA 4.1.

Tabla 4. Especie de flebotominos presentes en la peninsula de Yucatan de abril
1994 a febrero 2006. *ANP- diferentes sitios de colecta al area periurbana de
Chetumal (6302 ejemplares). **AP-Ch Area periurbana de Chetumal (5031
ejemplares).
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ANP* AP-Ch**

Familia Género Especie Infraespecie No. de No. de
individuos | individuos
Psychodidae Brumptomyia galindoi 795 128
hamata 117 1
Lutzomyia cayennensis 3
cruciata 1643 713
deleoni 1218 448
longipalpis 9
olmeca olmeca 514 2621
panamensis 607
permira 4
shannoni 568 1033
undulata 5
ylephitor 24 2
Lutzomyia carpenteri 299
(Grupo aragoi)
Lutzomyia trinidadensis 36 1
(Grupo oswaldoi)
Lutzomyia ovallesi 458 1
(Grupo
verrucarum)
serrana 2
steatopyga 82
TOTAL POR 6302 5031
AREA
GRAN TOTAL 11333

Curva de acumulacion de especies

Los resultados de la curva de acumulacion de especies nos indica que el
esfuerzo de muestreo fue suficiente para obtener un inventario casi completo
de las especies de flebotominos del area periurbana de Chetumal, los valores
esperados con respecto a los tedricos nos indican que se obtuvo el 92% de

las especies (figura 5).
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Figura 5. Numero de especies observadas y estimadas para los fleb6tomoninos del area
periurbana de Chetumal en los 19 sitios de colecta. Para el calculo de los datos observados se
utilizé el algoritmo de Mao Tau, para los esperados se grafico el ACE (mean).

Se capturaron un total de 11,426 especimenes, representados en 15
especies y distribuidas en 19 localidades. El numero de especies colectados
en este estudio representan el 35% del total de la fauna de flebotominos
reportada para México (Ibafiez-Bernal, 2000). El 95.7% de la captura estuvo
representado por Lutzomyia olmeca olmeca (57.5%), Lutzomyia shannoni
(15.5%), Lutzomyia cruciata (13.5%), y Lutzomyia deleoni (9.2%) (Figura 6,
Apéndice 1, tabla 6). Las especies con frecuencias relativas menores al 2%
fueron Brumptomyia hamata, Lutzomyia carpenteri, Lutzomyia trinidanensis,
Lutzomyia dasymera y Lutzomyia longipalpis. Con relacion a la distribucién
espacial de la abundancia se observan diferencias importantes entre los
sitios (figura 7). En general se registro que las estaciones de la zona norte
tienden a ser mas abundantes que los sitios de la zona sur; el 91.2% de la
captura total se obtuvo en la sitios de la zona norte, dicha area estuvo
conformada por 13 sitios y se caracteriza por la presencia de selva mediana

subperennifolia relativamente bien conservada y bosque secundario de mas
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de 18 afios, es factible argumentar que el tipo de vegetacién de esta zona
esta favoreciendo la presencia de una mayor cantidad de especimenes que
la zona sur, la cual se caracteriza por la presencia de bosque secundario de
10 a 15 afos, la mayoria son sitios de inundacién por su cercania al rio
Hondo, en estos sitios la competencia con otros grupos de insectos como los
mosquitos es importante ya que estos son abundantes en varias magnitudes
mas que los flebotominos (observacién directa de las muestras en cada sitio
de colecta). Por otro lado los sitios de la zona norte con abundancias
menores al 0.5% de la captura total se caracterizaron como sitios con
impacto antropogénico; estos se ubican cerca de areas deforestadas y de
uso agricola.

Con relacion a la distribucién de las especies por sitio, los resultados
muestran que también existe una variacion importante, algunas especies se
distribuyen exclusivamente en uno y hasta tres sitios de colecta como es el
caso de Brumptomyia hamata, Lutzomyia carpenteri, Lutzomyia longipalpis,
Lutzomyia trinidanensis, Lutzomyia cayennensis masiasi, Lutzomyia
dasymera, Lutzomyia permira, Lutzomyia steatopyga y Lutzomyia ylpehitor,
quienes representan el 60% de la especies reportadas. Mientras que
Lutzomyia cruciata, Lutzomyia deleoni, Lutzomyia olmeca olmeca, Lutzomyia
shannoni 'y Brumptomyia galindoi se distribuyen en al menos 15 de los 19
sitios (Tabla 7).

Los pocos estudios realizados hasta el momento con relacién al
conocimiento de la fauna de flebotominos en la peninsula de Yucatan,
sugieren que las condiciones particulares del sitio de colecta determinan la
presencia de especies que en su conjunto determinan la estructura
comunitaria, siendo asi, la presencia de las especies vectores o potenciales
vectores estaria determinada por el microambiente de cada sitio de colecta.
Para areas endémicas de leishmaniasis en el estado de Campeche Tun
(2004), reporta que Lutzomyia panamensis (38.22%) y Lutzomyia ovallesi,
(11.4%) fueron las especies antropofilicas mas abundantes para la

comunidad de Dos Naciones (municipio de Calakmul) mientras que para el
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ejido La Guadalupe lo fueron Lutzomyia cruciata (47.8%) y Lutzomyia olmeca
olmeca (20%). Navarro (1995) reporta para el ejido la Libertad como
especies antropofilicas mas abundantes a Lutzomyia olmeca olmeca
(22.4%), Lutzomyia -cruciata (19.2%), Lutzomyia ovallesi (14.5%), y
Lutzomyia carpenteri (10%). En este estudio encontramos que Lutzomyia
olmeca olmeca fue la especie mas abundante y dominante para el area
periurbana de Chetumal con un porcentaje (57.5%) alto comparado con el
reportado por Navarro,1995 (22.4%) y con los porcentaje reportados en las
colectas realizadas por Rebollar y col., (1994, 1995, 2001-2005, datos
computarizados en BIOTICA 4.1) en diferentes sitios en Campeche y
Quintana Roo, por ejemplo para Dzibalche, ejido Dos Naciones, ejido La
Guadalupe, ejido La Libertad y el ejido Veinte de Noviembre se reporta para
esta especie una abundancia relativa de entre el 11 y 16% (Apéndice 1 tabla
8). Los resultados de este estudio permiten suponer que el tipo de
vegetacion y fauna asi como el microambiente del area periurbana de
Chetumal favorecen la presencia de esta especie resultando un riesgo
potencial de contagio de leishmaniasis a la poblacion urbana y periurbana de
la ciudad.
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Figura 6. Abundancia relativa(%) por especie de flebotominos recolectados en el area periurbana
de Chetumal de marzo 2005-febrero 2006. Bg-Brumptomyia galindoi, Bh- Brumtomyia hamata,
Lc-Lutzomyia carpenteri, Lt- L. trinidanenesis, Lo- L. ovallesi, Lm- L. cayenenis masiasi, Lcr- L.
cruciata, Ldy- L. dasymera, Ld- L. deleoni, LI- L. longipalpis, Lo- L. olmeca olmeca, Lp- L. permira,
Ls- L. shannoni, Lst- L. stetopyga, L.- L. ylephitor.
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Figura 7. Abundancia relativa(%) de las especies de flebotominos recolectados en 19 sitios del area
periurbana de Chetumal de febrero 2005-febrero 2006. N1 Alrededores de Chetumal, basurero municipal;
Sitio 1, N2 Alrededores de Chetumal, basurero municipal; Sitio 2, N3 Chetumal, Rancho de Don Ambrosio, a
3.8 km de la colonia Nuevo Progreso, N4 Ejido Calderas, 5 km al Oeste del basurero municipal, N5 Ejido
Calderas, a 5 km de la colonia Nuevo Progreso, N6 Ejido Santa Elena; Rancho La Esperanza, cultivo de
vainilla, N7 A 4.3 Km de la Colonia Nuevo Progreso atras de la Sabana, Chetumal, N8 Alrededores de
Chetumal, basurero municipal, sitio 3, N9 Rancho "EI Muyo"; 3 km al noroeste del basurero municipal, ejido
Calderitas, N10 Rancho "El Muyo 2"; 1.4 km al noroeste del basurero municipal, ejido Calderitas, N11
Rancho "El Pino"; km 9 carretera Chetumal-Laguna Guerrero, N12 Rancho Teresita; 7 km al noroeste del
monumento al Mestizaje, carretera Chetumal-Bacalar. S1 Carretera Chetumal-Bacalar km 4; detras del
convento de las monjas Clarisas, S2 Carretera Chetumal-Bacalar km 5; Predio del Doctor Rosas, frente a la
gasolinera, S3 Chetumal, atras del Aeropuerto, S4 Chetumal, Rancho Los Mangos; a 5 km del aeropuerto,
S5 Chetumal Rancho Mauro Rosas; km 5 carretera Chetumal-Bacalar, S6 Chetumal, Rancho Los Mangos; a
3 km del aeropuerto, S7 Convento de las monjas Clarisas, carretera Chetumal-Bacalar km 4

Tabla 7. Ausencia-Presencia de las especies de flebotominos en los 19 sitios de colecta del area periurbana
de Chetumal. a) N1- Alrededores del basurero municipal; N1 Alrededores de Chetumal, basurero municipal;
Sitio 1, N2 Alrededores de Chetumal, basurero municipal; Sitio 2, N3 Chetumal, Rancho de Don Ambrosio, a
3.8 km de la colonia Nuevo Progreso, N4 Ejido Calderas, 5 km al Oeste del basurero municipal, N5 Ejido
Calderas, a 5 km de la colonia Nuevo Progreso, N6 Ejido Santa Elena; Rancho La Esperanza, cultivo de
vainilla, N7 A 4.3 Km de la Colonia Nuevo Progreso atras de la Sabana, Chetumal, N8 Alrededores de
Chetumal, basurero municipal, sitio 3, N9 Rancho "El Muyo"; 3 km al noroeste del basurero municipal, ejido
Calderitas, N10 Rancho "El Muyo 2"; 1.4 km al noroeste del basurero municipal, ejido Calderitas, N11 Rancho
"El Pino"; km 9 carretera Chetumal-Laguna Guerrero, N12 Rancho Teresita; 7 km al noroeste del monumento
al Mestizaje, carretera Chetumal-Bacalar. S1 Carretera Chetumal-Bacalar km 4; detras del convento de las
monjas Clarisas, S2 Carretera Chetumal-Bacalar km 5; Predio del Doctor Rosas, frente a la gasolinera, S3
Chetumal, atrés del Aeropuerto, S4 Chetumal, Rancho Los Mangos; a 5 km del aeropuerto, S5 Chetumal
Rancho Mauro Rosas; km 5 carretera Chetumal-Bacalar, S6 Chetumal, Rancho Los Mangos; a 3 km del
aeropuerto, S7 Convento de las monjas Clarisas, carretera Chetumal-Bacalar km 4
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a)

SITIOS DE COLECTA N1 N2
ZONA NORTE

ESPECIE

Brumptomyia galindoi X X
Brumptomyia hamata

Lutzomyia carpenteri

Lutzomyia ovallesi X
Lutzomyia cruciata X X
Lutzomyia deleoni X X
Lutzomyia olmeca X X
olmeca

Lutzomyia shannoni X X

Lutzomyia steatopyga

NO TOTAL DE
ESPECIES

b)

SITIOS DE COLECTA ZONA SUR

ESPECIE

Brumptomyia galindoi
Lutzomyia trinidadensis
Lutzomyia ovallesi

Lutzomyia cayennensis masiasi

Lutzomyia cruciata
Lutzomyia dasymera
Lutzomyia deleoni
Lutzomyia longipalpis

Lutzomyia olmeca olmeca

Lutzomyia permira
Lutzomyia shannoni
Lutzomyia ylephiletor
TOTAL DE ESPECIES

N3

X | X | XX

X

N4

X | X | X | X |X >

X

N5

X X | XX

X

S1

27

N6

X X | XX

X

S2

X IX|X X | X X |X | X

N

X

7

S3

N8

X

S4

X | X

X X | X | XX

N9

X | X

S5

X

N10

S6

N11

S7

N12

X



Distribucion mensual de la abundancia

Los resultados obtenidos con relacion a la distribucion mensual de la
abundancia de flebotominos reportan un incremento importante de noviembre
2005 a febrero 2006 (figura 8a, b, c). En Campeche también se observéd que
los picos de abundancia de estos insectos se registraba durante los meses
mas frios (noviembre a febrero) (Rebollar-Téllez y col.,, 1996a, 1996b).
También se registro un pico en la abundancia de Lutzomyia olmeca olmeca
durante los meses de julio y agosto 2005, las colectas realizadas durante
estos meses representd el 23.5% del total para este especie (el 74.6%
restante se recolectdé de noviembre 2005 a febrero 2006) estos resultados
sugieren que quizas estos meses también pueden ser importantes para el
ciclo de transmisién de la leishmaniasis en el area periurbana de Chetumal,
considerando a los sitios de colecta N3 y N7 (figura 1) como potenciales
focos de infeccion. Lutzomyia olmeca olmeca fue incriminada por Biagi y col.,
1965 como el vector de esta enfermedad asi mismo los resultados del indice
de infeccion apoyan esta evidencia al encontrar que el 4.7% de los
especimenes colectados durante estos meses fueron positivos a Leishmania
spp. Finalmente se considera que los picos de abundancia para esta especie
en el area periurbana de Chetumal, en parte estan determinados por el ciclo
reproductivo y como ya se menciond por las caracteristicas del sitio de
colecta (microhabitat) mas que por la baja temperatura (Rebollar-Téllez y
col., 1996a, 1996b).

Con relacion a la distribucion mensual de la abundancia por especie, se
encontraron que los picos de las especies antropofilicas como Lutzomyia
olmeca olmeca presento tres picos de abundancia, uno en el mes de julio
otro en noviembre y el ultimo en enero de 2006, mientras que Lutzomyia
shannoni 'y Lutzomyia cruciata presentaron solo un pico de abundancia, en

noviembre la primera y en febrero de 2006 la ultima. (Figura 8 a, b, c).
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Figura 8a b, c. Distribucion mensual de la abundancia para las especies antropofilicas
de flebotominos mas abundantes del area periurbana de Chetumal.
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Métodos de colecta

Los resultados relacionados con el método de colecta y el éxito de captura
indican que el método mas eficiente fue la trampa Shannon y la Disney con
el 43.9% y 41% de la captura total respectivamente. En cuanto a la
selectividad de las trampas, los resultados muestran que Lutzomyia deleoni
(80.9%), Lutzomyia ovallesi (85.7%), Lutzomyia steatopyga (100%) tuvieron
preferencia por la trampa de luz CDC. La trampa Disney fue altamente
selectiva en la captura de Lutzomyia olmeca olmeca (70.4%), sugiriendo
una preferencia de esta especie por la alimentacién de sangre de roedores
(rodentofilia), mientras la trampa Shannon fue eficiente en la captura de las
especies antropofilicas Lutzomyia shannoni (92.9%), Lutzomyia cruciata
(90.5%), Lutzomyia cayenesis masiasi (73.8%) y fue altamente selectiva
también para la captura de Brumptomyia hamata, Lutzomyia trinidanensis,
Lutzomyia carpenteri, Lutzomyia dasymera 'y Lutzomyia longipalpis (Tabla 8).
Los resultados encontrados nos indica que cada trampa es eficiente y
selectiva para la captura de un determinado tipo de especie (Tun, 2004,
Rebollar-Téllez y col., 2005) por tanto es importante definir a priori el tipo de
especie que se requiere capturar asi como la realizacidn de un estudio de
linea base para tener idea de la riqueza de especies en el area de interés. La
sugerencia anterior surge del hecho que aunque las especies antropofilicas
con las mayores abundancias fueron capturadas en la trampa Shannon, en
este caso la trampa Disney jugo un mejor papel en cuanto a la captura del
vector que potencialmente es responsable de la leishmaniasis en la zona de
periurbana, Lutzomyia olmeca olmeca, la cual en este estudio represento la
especie mas abundante; tuvo una captura total en la trampa Shannon del
24.3% del 70.4% con la Disney, ademas todos los especimenes positivos

de esta especie a Leishmania spp. fueron capturados con esta ultima trampa.
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Tabla 8. Capturas totales por especie y abundancia relativa (A-R%) de flebotominos de
acuerdo al tipo de trampa, CDC (Trampa de Luz CDC), Disney (Trampa Disney), Shannon

(Trampba Shannon).

ESPECIE CDC A-R (%) DIS A-R (%) SH A-R (%)
Brumptomyia galindoi 114 51.12 3 1.35 106 47.53
Brumptomyia hamata 1 100
Lutzomyia carpenteri 5 83.3 1 16.6
Lutzomyia trinidadensis 1 100
Lutzomyia ovallesi 60 85.71 1 143 9 12.86
Lutzomyia masiasi 11 26.19 31 73.81
Lutzomyia cruciata 124 7.91 21 1.34 1421 90.74
Lutzomyia deleoni 855 80.97 16 1.52 185 17.52
Lutzomyia dasymera 3 100
Lutzomyia olmeca olmeca 340 517 4633 70.49 1600 24.34
Lutzomyia longipalpis 6 100
Lutzomyia shannoni 113 6.35 17 0.96 1649 92.69
Lutzomyia permira 9 56.25 7 43.75
Lutzomyia steatopyga 82 100

Lutzomyia ylephitor 1 50 1 50
GRAN TOTAL

Actividad horaria de los flebotominos en la trampa Shannon

El registro de las diferentes especies capturadas cada hora en la trampa
Shannon resulta importante por ser la trampa de mayor riqueza de especies
colectadas asi como la trampa mas eficiente en la colecta de especimenes
con habitos antropofilicos. A continuacidon se describen el comportamiento
de las especies capturada entre las 18:00 a las 22:00. Los resultados que se
presentan corresponden a la media geométrica de cada especie en las dos
trampas Shannon utilizadas (Figura 9a, b, c; Tabla 9). El horario de colecta
fue propuesto por el Dr. Rebollar-Téllez quien establecié en un ciclo de 24

hrs. que el horario de maxima captura es de las 18:00a las 22:00 hrs.
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Lutzomyia shannoni. El 68.7% de la captura se obtuvo entre las 18:00 y
19:59 hrs.

Lutzomyia olmeca olmeca, se observa que la captura se sostiene de las
18:00 y 19:59 hrs.

Lutzomyia cruciata. El 70% de las capturas se registraron entre las 18:00 y
las 19:59 hrs.

Lutzomyia longipalpis. EI 100% de la captura se obtuvo entre las 20:00 y
20:59 hrs.

Lutzomyia deleoni. Las mayores capturas se registran entre las 18:00 y 19:59
hrs. y de las 20:59 a las 22:00.

Lutzomyia cayennensis masiasi. El 93.5% de la captura se obtuvo entre las
21:00 y las 21:59 hrs.

Lutzomyia permira. El 85% de las captura se obtuvo entre las 20:00-20:59 y
las 21:00 y 21:59 hrs.

Lutzomyia dasymera. El total de la captura se obtuvo a las 20:00 hrs.
Brumptomyia hamata, se capturaron dos especimenes a las 19:00 y 21:00
hrs.

Lutzomyia. ylephiletor. Solo se capturaron a las 19:00 hrs.

Lutzomyia trinidanensis. Solo se capturaron a las 20:00 hrs.

En general se observa que para las especies antropofilicas con las mayores
abundancias; Lutzomyia olmeca olmeca, Lutzomyia shannoni, Lutzomyia
cruciata, las mayores capturas se obtienen entre las 18:00 y las 19:59 hrs.
Para las especies con bajas capturas observamos que la mayor abundancia
fue entre las 19.00 y 21:00. La actividad hematofagica de los flebotominos en
la region de Calakmul, Campeche (Dos Naciones, La Guadalupe) y en La
Libertad (en el municipio de Escarcega) se registra para los mismos horarios
que los reportados en este trabajo (18:00 a las 20:00 hrs.), de igual manera
el mayor porcentaje de captura de hembras se reporta en las primeras horas
de la noche (de 18:00 a las 19:59 hrs.) (Figura 10).
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Tabla 9. Media geométrica de la abundancia de las especies de flebotominos capturadas en
la trampa Shannon de las 18:00 a las 22:00 en los 19 sitios de colecta del area periurbana
de Chetumal. La sombra en amarillo indica los valores maximos de captura para cada especie

ESPECIE 18:00 19:00 20:00 21:00 22:00
Brumptomyia galindoi 1.3 2.0 1.8 14 1.2
Brumptomyia hamata 1 1
Lutzomyia ovallesi 1 7
Lutzomyia masiasi 1 14 1.6 2.1
Lutzomyia carpenteri 1
Lutzomyia trinidanensis 1
Lutzomyia cruciata 8.0 4.3 3.0 1.3 1.5
Lutzomyia dasymera 1 2
Lutzomyia deleoni 1.9 1.8 1.5 1 1.7
Lutzomyia longipalpis 1 3
Lutzomyia olmeca olmeca 6.1 5.4 3.8 3.8 1.6
Lutzomyia permira 1 14 1.3
Lutzomyia shannoni 6.2 4.8 2.2 24 2.3
Lutzomyia ylephitor 1

35 1
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Figura 10. Porcentaje de captura de hembras de flebotominos capturados en la trampa
Shannon de las 18:00 a las 22:00 hrs durante el periodo marzo 2005- febrero 2006.
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Parametros de la comunidad de flebotominos del area periurbana de

Chetumal

El término comunidad, en este caso de los flebotominos, define a un conjunto
de varias especies que interactian o viven en un espacio y tiempo
especificos. Sin embargo aunque este término ha sido valido en cuanto a su
uso para determinar parametros como la diversidad, riqueza especifica y
dominancia, las condiciones particulares de cada comunidad y Ila
dependencia de estos indices en cuanto al tamafo de muestra no hace
posible una comparaciéon directa con otros sitios de colecta de la peninsula
de Yucatan, de tal modo que la discusidon con base en los parametros de la
comunidad se hara unicamente entre los sitios muestreados de la zona
periurbana de Chetumal, ya que se utilizaron los mismos métodos de colecta
asi como la misma intensidad de muestreo.

Se ha reportado que existen variaciones espaciales en la abundancia y
riqueza especifica en las comunidades de flebotominos, en general se a
encontrado mayor diversidad en comunidades selvaticas que en aquellas con
un cierto impacto antropogénico (margen o en ambientes circundantes como
zonas de tala, limpiadas, poblada o areas de cultivo). Asi también se ha
reportado una mayor riqueza especifica en la zona selvatica que en sitios con
vegetacion sujeta a la perturbaciéon humana como la explotacion comercial de
madera (Gomes y Galati, 1977; Galati y col., 1996; Salomén y col., 2002,
Salomoén y col., 2003). Sin embargo se han encontrado excepciones a éste
patrén, Burbano (1992) encontré valores de riqueza similares en sitios de
selva y sitios con vegetacion sujeta a la explotacion comercial o bien
impactado por el desmonte, y aun mas encontré6 que habia una mayor
riqueza de especies en sitios al margen de la selva.

La caracterizacion de los sitios de muestreo dentro de la zona periurbana de
Chetumal nos indica que esta zona esta compuesta por un mosaico de
ambientes que incluye bosque secundario de 10 a 25 afos, selva mediana

subperinifolia relativamente bien conservada y areas con impacto
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antropogénico (principalmente desmonte de la selva para areas de cultivo y
explotacion de madera), que estan determinando la riqueza especifica,
diversidad y dominancia de la comunidad de flebotominos. Con relacién a la
riqueza especifica por sitio se observa diferencias de hasta 6 especies de un
sitio con respecto a otro, como por ejemplo el sitio S2 con nueve especies y
los sitios N8, S6 y S7 con solo tres. En el resto de los sitios se reportan una
riqueza de entre ocho y cuatro especies. De acuerdo con estos resultados no
fue posible inferir algun gradiente o patron que indique que sitios de colecta
con selva mediana subperennifolia presenta los mayores valores de riqueza
0 viceversa que los sitios con mayor impacto antropogénico como el bosque
secundario (de 10 a 15 anos) presente los menores valores, sin embargo es
posible inferir que la taza de recambio entre los sitios de colecta ( diversidad
B=1.67) nos indica que existe un grado importante de intercambio entre las
especies (0 un valor alto de heterogeneidad) a lo largo del gradiente entre
sitios de selva subperennifolia bien conservada y bosque secundario de 10 a
15 afios.

Con relacién a los resultados de diversidad (indice de Shannon H’), se
observa que los sitios con los mayores valores pertenecen tanto a sitios de
selva mediana subperennifolia relativamente bien conservada (N11), bosque
secundario de 18-25 anos vy sitios de bosque secundario de 10-15 anos
cercanos al rio Hondo considerados areas de inundacion (S2, S3). Sitios de
bosque secundario de 18-25 afios (N3 y N7) presentaron los menores
valores diversidad, indicando la baja heterogeneidad en estos sitios debido a
la fuertemente dominancia de Lutzomyia olmeca olmeca.

Los resultados de dominancia indican que hay una tendencia en la mayoria
de los sitios de colecta a que el valor de A incremente indicando que la
diversidad es mas sensible a la abundancia que a la riqueza (Magurran,
1988). Con el propodsito de ilustrar objetivamente la dominancia por sitio se
utilizaron las curvas de k-dominancia acumuladas, los resultados indican que
la dominancia en la comunidad de flebotominos del area periurbana de

Chetumal es alta y esta representada por Lutzomyia deleoni, Lutzomyia
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cruciata, Lutzomyia olmeca olmeca y Lutzomyia shannoni

Tabla 10).
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Figura 11a, b. Curvas de dominancia acumulada para las estaciones de la zona norte. b),
curvas de dominancia acumulada para la zona sur del area periurbana de Chetumal durante

el periodo marzo 2005-febrero 20086.
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Tabla 10. Abundancia relativa (A-R%) y dominancia (1-Lambada’) por sitio de las especies de
flebotominos capturadas en el area periurbana de Chetumal (marzo 2005-febrero 2006).

ESPECIES No. De A-R % 1-Lambda’
sitios

Brumptomyia galindoi 15 20 0.8
Brumptomyia hamata 2 0 1
Lutzomyia carpenteri 3 0.2 0.4
Lutzomyia trinidanensis 2 0.1 0.3
Lutzomyia ovallesi 6 0.4 0.8
Lutzomyia masiasi 3 0.6 0.5
Lutzomyia cruciata 19 13.5 0.9
Lutzomyia dasymera 1 0 0
Lutzomyia deleoni 20 9.2 0.9
Lutzomyia longipalpis 2 0.1 0.3
Lutzomyia olmeca 18 57.5 0.8
olmeca

Lutzomyia permira 2 0.1 0.3
Lutzomyia shannoni 16 15.6 0.8
Lutzomyia steatopyga 2 0.7 0.1
Lutzomyia ylephitor 1 0 0

ANOVA

Se corrid una prueba de varianza de una sola via con el propdsito de
determinar si existen diferencias entre los meses asi como entre las semanas
de cada mes de colecta, la razdon de probar si existen estas diferencias se
relacionado con el hecho de evidenciar que los picos de abundancia de los
flebotominos en el area periurbana de Chetumal esta determinada para la
mayoria de las especies por la temporalidad. Se trabajo bajo la hipotesis nula
de: No existe diferencia significativa entre los valores de abundancia de cada
mes de colecta (Tabla 11a). Los resultados indican que no fue posible
rechazar la hipétesis nula, evidenciando que no es posible establecer

diferencias entre los meses de colecta y la temporalidad, la razén de esto se
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debe a la alta variabilidad observada entre los meses de colecta y los altos
valores de la desviacion estandar.

Por otra parte la importancia de probar que hay diferencias intra-semanales
radico en el hecho de que las colectas de cada dia son muy variables en
cuanto al numero de especimenes colectados, de tal modo que era
importante establecer el periodo minimo de muestreo. Se trabajo con la
hipétesis nula de no diferencias significativas entre los siete dias de colecta
de cada mes (Tabla 11b). De igual manera no fue posible rechazar la
hipétesis nula por las mismas razones expuestas anteriormente. Sin
embargo, en este trabajo se recomiendan la recoleccion durante 5 dias

consecutivos por mes.

Tabla 11. a). Resultados del ANOVA para la distribuciéon de la abundancia por mes en el
area periurbana de Chetumal.
abundancia por semana en el area periurbana de Chetumal. 2= suma de cuadrados, g/=

grados de libertad, XP= promedio de cuadrados, F= valor de F, P= probabilidad, F'= valor critico para F.

a
Origen de las 22 gl X2 F P
variaciones
Entre grupos 865768.0615 12 72147.33846 1.32451108 0.20774198
Dentro de los 9913707.6 182 54470.92088
grupos
Total 10779475.66 194
b
Origen de las 32 gl X2 F P
variaciones
Entre grupos 558445.163 79 7068.926114 1.011584147 0.464027878
Dentro de los 1488438.967 213 6987.976369
grupos
Total 2046884.13 292
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Andalisis Multivariado

Como método exploratorio se utilizo el Escalamiento Multidimensional MDS,
para generar la matriz de similitud se utilizo el indice de Bray-Curtis, los datos
fueron transformados a raiz cuarta; matriz abundancia por sitio y abundancia
por mes) en ambas matrices se eliminaron las especies “raras”, es decir
aquellas que se registraron en solo uno o hasta tres sitios de colecta y cuya
contribucion a la abundancia fue menor al 1%.

Para la matriz de abundancia los resultados nos muestran una separacién de
las estaciones pero sin flejar un gradiente. La agrupacion de los sitios
obedece a solo al arreglo con base a las diferencias en abundancia, las
mayores abundancias corresponden a la zona norte y se asocian a
vegetacion de tipo selva mediana subperennifolia y bosque secundario de 18
a 25 anos. Los sitios de abundancia intermedia se asocian a selva mediana
subperennifolia, a sitios circundantes con disturbio antropogénico y bosque
secundario de 10 a 15 afos, mientras las abundancias bajas se presentan
bosque secundario de 10-15 afios y sitios circundantes a selva mediana
subperennifolia con impacto antropogénico (Figura 12a). Por otro lado la
distribucion de la abundancia de Lutzomyia deleoni contribuye de manera
importante en la ordenacion de los sitios de colecta, esta especie se registro
en todos los sitios con diferentes valores en su abundancia, esta distribucion
esta influenciada por el tipo de vegetacion y microhabitat; se observa que las
mayores abundancias para ésta especie fueron en sitios asociados a selva
mediana subperennifolia, a sitios circundantes con disturbio antropogénico y
bosque secundario de 10 a 15 afios (Figura 12b). Asi mismo la distribucion
de la abundancia de Lutzomyia olmeca olmeca también describe de manera
el patron de agrupacion de las estaciones (Figura 12b). Permitiendo inferir
que la distribucion de Lutzomyia olmeca olmeca en la zona periurbana de
Chetumal es preferentemente en sitios de de selva mediana subperennifolia

y bosque secundario de 18 -25 afios.
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Con relacién a que parametros ambientales que explican de una mejor
manera el patron de distribucion de la comunidad de flebotominos, los
resultados indican que la velocidad del viento es el parametro primario con
una correlacion de 0.566, como segunda mejor opciéon se tiene a la
combinacion de velocidad del viento y la humedad relativa (como parametro
secundario) con una correlacion de 0.567 (Tabla 12).

El grafico del escalamiento multidimensional de la matriz de abundancia por
mes, muestra una agrupacion con base a la temperatura mensual registrada
(Figura 13a). La cercania entre los meses mas frios y los mas calurosos se
debe principalmente a los picos de abundancia que se registraron en la zona
periurbana para flebotominos incriminados como vectores (figura 13b),
sugiriendo asi que quizas los meses de mayor riesgo de contagio de la
leishmaniasis fueron los meses de julio- agosto 2005, noviembre-diciembre
2005 y enero-febrero 2006. Los registros de abundancias intermedias se
observaron durante los meses de junio y octubre 2005. Los menores valores
se observaron durante el mes de marzo a mayo 2005. Cabe mencionar que
las bajas abundancias registradas en febrero 2005 (durante el muestreo
prospectivo) posiblemente se debieron a que hubo sequia en los dos afos
anterior al inicio del proyecto. Por otro lado las bajas abundancias registradas
durante el mes de octubre 2005 se debieron posiblemente a la presencia del
huracan Wilma; las salidas de campo se cancelaron en el tercer dia de
muestreo.

Las especies que contribuyen de manera importante en esta agrupacion son

Lutzomyia cruciata y Lutzomyia olmeca olmeca (Figura 13b).
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Figura 12. a) Ordenacién MDS de los sitios de colecta con base a la abundancia, (stress 0.009,
matriz de similitud con el indice Bray-Curtis). b) distribucion de la abundancia de Lutzomyia

deleoni y Lutzomyia olmeca olmeca de acuerdo al ordenamiento de los sitios de colecta.
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Figura 13. a) Ordenacion MDS de los sitios de colecta con base a la abundancia
por mes de colecta (stress 0.009, matriz de similitud con el indice Bray-Curtis). b)
distribucion de la abundancia de Lutzomyia cruciata y Lutzomyia olmeca olmeca
de acuerdo al ordenamiento de los sitios de colecta. Periodo 2005. F- febrero, M-
marzo, A-Abril, MY-mayo, J-junio, JL- Julio, AG-agosto, S- septiembre, O-octubre, N-
noviembre, D-diciembre. Periodo 2006 E-06- enero, F-06-febrero.
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Tabla 12. Variables que mejor explican el patron de distribucién de la comunidad de flebotominos
del area periurbana de Chetumal. Programa utilizado PRIMER 6.0. (T)- Temperatura, (HR)- Humedad
relativa, (VV)- velocidad del viento.

Variables 1 2 3
(T) (HR) (W)
4 1 ! !
Pruebas globales Sample statistic Significance level Number of Number of
(Global Test) (Rho): 0.567 of sample statistic: 4% permutations: permuted
99 (Random statistics
sample) greater than or

equal to Rho: 3

Mejores resultados (2) 0.567 HR,VV (1) 0.566 (VV) (3)0.543 T, HR, (2)0.490 T,VV
(Best results) No.Vars VVI
Corr. Selections

(2) 0.356 T,HR (1) 0.318 HR (1) 0.099 T

indice de infeccién de Leishmania spp. en la zona periurbana de
Chetumal

El total de especimenes obtenidos para el analisis de infeccion, fue 1564
durante el periodo marzo 2005 a febrero 2006. Para la identificacién del
flebotomino y el parasito cada espécimen se diseco en tres partes; cabeza,
térax-abdomen y los 3 ultimos segmentos del abdomen, destinando la
cabeza y los 3 ultimos segmentos abdominales para la identificacion de la
especie de flebotomino y el térax-abdomen para la identificacion del parasito;
Leishmania spp. quien se desarrolla en el tracto digestivo e intestino del
vector.

Con relacion al diagnéstico de Leishmania spp. se reporta un indice de
infeccion del 2%; 24 positivos de 1182 especimenes procesados (no fue
posible procesar los 382 por falta de insumos). Las especies positivas a la
presencia del parasito fueron Lutzomyia olmeca olmeca, Lutzomyia cruciata
y Lutzomyia shannoni, estos especimenes fueron capturados en los meses

de marzo, septiembre, agosto y diciembre 2005 (Tabla 13). Para la
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identificacion del género Leishmania se utilizé una region conservada del
minicirculo del cinetoplasto, los oligos utilizados fueron LMC1-S y LMC1-R.
Para la identificacion de la especie se utilizé la region del ITS (espaciador
trascrito interno) y la region final del 18S de los genes del ADN ribosomal con
los oligos IR1 y LM17, estos oligos son especificos para Leishmania
(Leishmania) mexicana, especie que se ha propuesto como dominante en el
ciclo de transmision de la leishmaniasis en la peninsula de Yucatan.

Los resultado de este trabajo afirman la presencia del genero Leishmania en
tres especies de flebotominos Lutzomyia olmeca olmeca, Lutzomyia cruciata
y Lutzomyia shannoni (Figura 14), el papel de estas especies como vectores
de Leishmania fue propuesto anteriormente por Biagi y col., 1965 y Navarro-
Correa, 1995. Asi mismo se confirma que la especie responsable de la
leishmaniasis cutanea localizada en el area periurbana de Chetumal es
Leishmania (Leishmania) mexicana (Figura 15). Conjuntamente se confirma
la eficiencia de los oligos especificos utilizados para género y especie.

De acuerdo con estos resultados no fue posible establecer un periodo de
infeccion para Lutzomyia olmeca olmeca, asi como tampoco fue posible
relacionar el indice de infeccidon con el periodo de mayores capturas
(noviembre y enero) ya que los especimenes positivos se encontraron en el
mes de agosto. Lo que fue posible proponer que el sitio de colecta de este
mes se considera un foco de infeccion dentro del area periurbana (sitios N3).
También se consideran focos de infeccion los sitios N2, N6, N10 y N12
(Apéndice 1; tabla 2 y 5). Para Lutzomyia cruciata se observa que en el
indice de infeccion se relaciona con los pico de abundancia en el mes de
diciembre. Para Lutzomyia shannoni tampoco fue posible relacionar a los
dos especimenes positivos con el pico de abundancia.

Respecto al valor del indice de infeccion reportado en este trabajo (1.9%),
encontramos que el valor es similar al de areas endémicas de leishmaniasis
tanto en Latinoamérica como en medio oriente; 3.5% (Kato y col., 2005 para
la regién andina de Ecuador), 3.9% (Paiva y col., 2006 para areas endémicas

en Brasil), 9.1% (Cdérdoba-Lanus y col., 2006 provincias de Tucuman y Salta,
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Argentina), 4.2% (Azizi y col., 2006 en Nourabad-Mamassani en el distrito de
la provincia de Fars, Iran) y 0.68% (Guerbouj y col., 2006 en la regién El Kef,
norte de Tunez). Consideramos importante puntualizar que las condiciones
propias del sitio; vegetacion arbodrea, presencia de roedores, madrigueras asi
como el ciclo de reproduccién estarian influyendo de manera importante en el
numero de flebotominos infectados por sitio. Los resultados encontrados en
este trabajo apoyan la idea que quizas la dinamica poblacional esta
influyendo directamente en el indice de infeccidn; el valor reportado aqui se
considera que esta subestimado, esta aseveracion se basa en las siguiente
evidencia, durante el mes de agosto se logro identificar la presencia de
Leishmania en al menos el 12% de la captura de Lutzomyia olmeca olmeca,
sin embargo, para el mes de noviembre no fue posible identificar ningun
espécimen positivo para esta especie en el mismo sitio de captura, una
posible explicacion para esto quizas sea la observacion del Biol. May, todos
los especimenes de esta captura presentaban el abdomen completamente
retraido indicando un ayuno prolongado debido quizas a que se trataba de
hembras jovenes de primera alimentacion, sin embargo para comprobar esto
seria necesario realizar un estudio de estructura de edades.

Por otro lado los resultados de acuerdo con la secuencia conservada del gen

del 18S rRNA indicaron que el método extraccion fue exitoso (Figura 16).

Tabla 13. Relacion de especies de flebotominos positivos a Leishmania spp., método
y fecha de colecta.

ID PCR ESPECIE FECHA TIPO DE
TRAMPA

07 Lutzomyia shannoni Marzo 2005 SHANNON

09 Lutzomyia shannoni Marzo 2005 SHANNON
575 Lutzomyia olmeca olmeca julio 2005 DISNEY
578 Lutzomyia olmeca olmeca Septiembre 2005 DISNEY
590 Lutzomyia olmeca olmeca Agosto 2005 DISNEY
596 Lutzomyia olmeca olmeca Agosto 2005 DISNEY
615 Lutzomyia olmeca olmeca Agosto 2005 DISNEY
617 Lutzomyia olmeca olmeca Agosto 2005 DISNEY
691 Lutzomyia olmeca olmeca Agosto 2005 DISNEY
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692 Lutzomyia olmeca olmeca Agosto 2005 DISNEY
1015 Lutzomyia olmeca olmeca Diciembre 2005 DISNEY
1017 Lutzomyia olmeca olmeca Diciembre 2005 DISNEY
1028 Lutzomyia cruciata Diciembre 2005 SHANNON
1036 Lutzomyia olmeca olmeca Diciembre 2005 DISNEY
1040 Lutzomyia olmeca olmeca Diciembre 2005 SHANNON
1046 Lutzomyia cruciata Diciembre 2005 SHANNON
1053 Lutzomyia olmeca olmeca Diciembre 2005 DISNEY
1056 Lutzomyia cruciata Diciembre 2005 SHANNON
1059 Lutzomyia cruciata Diciembre 2005 SHANNON
1061 Lutzomyia olmeca olmeca Diciembre 2005 SHANNON
1073 Lutzomyia cruciata Diciembre 2005 SHANNON
1089 Lutzomyia olmeca olmeca Enero 2006 DISNEY
1167 Lutzomyia olmeca olmeca Enero 2006 SHANNON
1079 Lutzomyia cruciata Agosto 2005 SHANNON

Figura 14. Amplificacion del minicirculo del cinetoplasto con los iniciadores LMC-1R y LMC-1S
para la identificacion del genero Leishmania. Linea 1, marcador de ADN (Promega), 2 control
positivo MC (cepa .de Leishmania (Leishmania) mexicana donada por la Dra Berzunza UNAM) 3,
control negativo del sistema, 4 (1015), 5 (1017), 6 1028, 7 (1036), 8 (1040), 9 (1056), 10 (1053),
11 (1046), 12 1059, 13 (1061), 14, 1089, 15 (1073), 16 (1079).

Figura 15. Treinta vy cinco ciclos de amplificacion con la PCR con la regién del espaciador
transcrito interno (ITS) y la region final del gen ribosomal 18S con los oligos especificos IR1 y
LM17. Se utilizo el ADN de los flebotominos positivos; MW marcador, $X174 RF DNA/Hae Il
Fragments INVITROGEN (linea 1), Leishmania (Leishmania) mexicana MC control positivo (linea
2), control negativo (linea 3), 1015 (linea 4), 1017 (linea 5), 1028 (linea 6), 1040 (linea &), 1059
(linea 8), 1061 (linea 9), 1073 (linea 10), 1089 (linea 11), 1179 (linea 12)*.

* flebotomo positivo a Leishmania pero que no amplifico para Leishmania mexicana mexicana.



Figura 16. Treinta y cinco ciclos de amplificacién con la PCR con la region conservada del gen
ribosomal 18S rRNA con los oligos especificos Lu. 18S y Lu. 18R, banda de diagndstico de
400pb. MW marcador, $X174 RF DNA/Hae lll Fragments INVITROGEN (linea 1), control positivo
ADN de Periplaneta americana (cucaracha) (linea 2), Lutzomyia olmeca olmeca (linea 3, linea 4,
linea 5).

CONCLUSIONES

La curva de acumulacion de especies indica que se tienen 92% de las

especies de flebotominos presentes en el area periurbana de Chetumal.

La abundancia y riqueza especifica de flebotominos en el area periurbana de
Chetumal muestran que las especies dominantes fueron Lutzomyia olmeca

olmeca, Lutzomyia shannoni, Lutzomyia cruciata y Lutzomyia deleoni.

Las variaciones en la abundancia con respecto a la estacionalidad sugieren
que los picos de abundancia de flebotominos se presentan en los meses de
noviembre a febrero. Para la especie dominante Lutzomyia olmeca olmeca

los picos de abundancia se extienden a julio-agosto.
El area periurbana de Chetumal se concibe como una serie de mosaicos con

condiciones microambientales unicas que determinan la riqueza y

abundancia del flebotominos en el sitio de colecta.
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Los mayores valores de abundancia se encontraron en sitios de selva

mediana subperennifolia y bosque secundario de 18 a 25 afios.

Los mayores valores de riqueza especifica se encontraron en sitios de
bosque secundario de 10-15 afos, areas de impacto antropogénico y selva

mediana subperennifolia bien conservada. .

Se propone a Leishmania mexicana mexicana como la especie

potencialmente responsable de la LCL en la zona periurbana de Chetumal.

Se confirma el papel de Lutzomyia olmeca olmeca como vector en el ciclo de
transmision de la leishmaniasis y se propone que Lutzomyia cruciata y
Lutzomyia shannoni pueden estan involucradas en la transmision de esta

enfermedad en el area periurbana de Chetumal.

La estructura comunitaria y la actividad de los flebotominos del area
periurbana de Chetumal esta determinada por la velocidad del viento y la

temperatura.

RECOMENDACIONES

Biologia Molecular

Se recomienda el uso de los oligos LMC-1R y LMC-1S para la identificaciéon
de genero Leishmania en los flebotominos, este set de oligos resulto ser el
mas eficiente en la amplificacion aun utilizando volumenes de ADN de hasta
6 ul. El uso de los oligos IR1 y LM17 para la identificacion de la especie de

Leishmania (Leishmania) mexicana.

De los resultados obtenidos con el uso de diferentes enzimas vy

premezclados para la amplificacion por PCR, se sugiere el uso de
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premezclados 2X, este ultimo especialmente para la identificacién de las

especies de Leishmania por secuenciacion.

El método de extraccion de ADN utilizado en este proyecto fue el de
fenol/cloroformo recomendado por Kato y col., 2005, este autor recomendo el
uso de un microlitro de ADN para la amplificacién sin embargo en este
trabajo se requiri6 de diez a nueve microlitros por muestra, por lo que se
recomienda utilizar los premezclados de amplificacion para PCR 2X, con los
cuales debe ser posible obtener una banda de diagnostico con 1pl del

templado.
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