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PHLEBOTOMUS FLAVISCUTELLATUS, TRANSMISOR NATURAL
DE LEISHMANIA MEXICANA
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RESUMEN

En 10 dias, se capturaron e identificaron en vivo 4,616 hembras de flebo-
tomos. Se procesaron 3,462 ejemplares para buscar infeccién por Leishmania
mexicana y se pusieron a picar 1,276 ejemplares en voluntiarios humanos para
intentar la transmisién por picadura. Phlebotomus cruciatus y P. shannoni, a
pesar de ser muy abundantes, ofrecieron resultados negativos, ilustrando que las
observaciones de infeccién en condiciones experimentales encuentran limitaciones
ecolégicas, que hacen a estas especies no tener un papel en la transmisién natural
de la infeccién. Phlebotomus flaviscutellatus mosiré infeccién natural por Leish-
mania mexicana en el 6% y realizé la transmisién por picadura en un volun-
tario, lo que-sefala que, ademas de ser fisiologicamente susceptible a Leishmania
mexicana, se encuentra en condiciones ecolégicas adecuadas para realizar la trans-
misién en la naturaleza.

INTRODUCCION

CDU 616.993.161

En 1912 SEIDELIN '! registré por primera
vez la presencia de la leishmaniasis cutdnea,
llamada dlcera de los chicleros, en la penin-
sula de Yucatan. En 1953, considerando
que las especies del género Leishmania se
diferencian fundamentalmente en base a los
cuadros anatomoclinicos originados en su
huésped, y considerando que la ‘dlcera de
los chicleros se diferencia de la leishmania-
sis mucocutanea porque, la primera no pre-
senta invasién hematégena de las mucosas,
atn en pacientes con muchos afios de sufrir
lesiones cutaneas, y se diferencia del botén
de oriente porque las lesiones localizadas en
la oreja excepcionalmente curan en forma
espontanea, Biaci®, propuso el nombre de
Leishmania tropica mexicana para el agente
etiolégico de la tlcera de los chicleros.
GARNHAM ?, revisando la taxonomia del gé-
nero, propuso elevar a la categoria de es-
pecie a Leishmania mexicana Biaci, 1953.
Finalmente, ADLER® mostré diferencias in-

munolégicas entre Leishmania mexicana y
otras especies cercanas.

En relacién a los transmisores, Lara Ng-
GRON transcribié la conseja popular de que
la dlcera de los chicleros era transmitida por
moscas hipobéscidas parasitas de gallinaceas
silvesires. Sin embargo, esta hipétesis nun-
ca fué comprobada y por consideraciones
ecolégicas, asi como de, especificidad alimen-
ticia, es dificil aceptar esta posibilidad.

En 1952 Biact & Biaci iniciaron estudios
sobre los flebotomos de los focos endémicos
de esta leishmaniasis, definiendo las princi-
pales especies antropgfilas, su abundancia
mensual y su actividad horaria * %

En 1958, el grupo de GARNHAM inicié
trabajos sobre este tema, sefialando las es-
pecies de flebotomos encontiradas en Hondu-
ras Britanica y realizando investigaciones
tendientes a conocer la transmisién de esta
leishmaniasis.
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El grupo de investigadores ingleses, tra-
bajando en Honduras Britanica logro de-
mostrar que, en condiciones experimentales,
haciendo picar los flebotomos sobre hamsters
inoculados con L. mexicana, las seguientes
especies eran capaces de adquirir la  in-
feccion: P. cruciatus, P. paraensis, P. pa
mamensts, P. shannoni, P. geniculatus, P.
flaviscutellatus, P. ovallesi, P. ylephiletor y
P. bispinosus**. A partir de flebotomos in-
fectados en condiciones experimentales, lo-
graron hacer la transmisién por picadura
al hombre, mediante P. paraensis y P. cru-
ciatus.

En 1962, Coero & Farcko?® lograron
infectar en condiciones experimentales con
L. mexicana a P. longipalpis y P. renet y
posteriormente transmitirla por picadura al
hamster.

Lias observaciones antes. anotadas sefialan

que L. mexicana puede establecerse en con-

diciones experimentales, en once especies de
flebotomos y que cuatro de éstas especies
infectadas en condiciones experimentales,
pueden hacer la transmisién por picadura.
Sin embargo, estas especies podrian no te-
ner ningin papel en la transmisién natural
de L. mexicana si ellas no pican habitual-
mente a los reservorios.” Las barreras ecolé-
gicas son factores determinantes en la trans-
misién de pardsitos.

Era pués, indispensable realizar una eva-
luacién de los posibles transmisores en con-
diciones naturales. Para esto era necesario
reunir los siguientes elementos: 1) disponer
de un sitio ‘concreto en el cual se estuviera
haciendo la transmisién en forma activa en
los dltimos afios; 2) colectar gran cantidad
de flebotomos antropéfilos, dado que éstos
serian los capacitados para hacer la trans-
misién al hombre; 3) realizar en forma
inmediata la identificacién hasta especie, de
los flebotomos vivos; 4) procesar inmedia-
tamente los flebotomos para determinar si
estaban infectados con leptomonas; 5)° dis-
poner de medios para identificar dichos
leptomonas como L. mexicana y 6) realizar
ensayos de transmisién a voluntarios huma-
nos con los ejemplares colectados en la na-
turaleza, ya identificados.

La realizacién de los seis puntos mencio-
nados requeria, trabajar en forma intensiva
en la propia &rea endémica y desarrollar
uh procedimiernito -que permitiera la identi-

ficaciéon rapida y en vivo de los {fleboto-
mos, dado que el procedimiento . tradicional
para identificar flebotomos €s laborioso, len-
to .y no permite la realizacion de experi-
mentos biolégicos posteriores, sino que €stos
se. tienen que realizar antes de conocer la
identidad del flebotomo, con las consecuen-
tes limitaciones en la programacién del tra-
bajo.

MATERIAL Y METODOS

1) Lugar de trabajo — En los dltimos
tres afios, a raiz de un Curso para Gradua-
dos ‘socbre Enfermedades Parasitarias, pro-
gramamos viajes para trabajo de campo a
la zona endémica de leishmaniasis cutdnea
y asi encontramos una area bien delimitada
de “selva tropical siempre verde”, a 2 Kms.
al sur.de Carrillo Puerto, Quintana Roo,
en la cual, en cada época de lluvia se pro-
ducia la infeccién de personas que vivian
en dicha poblacién. Esto puso en eviden-
cia que en dicho lugar se mantenia la in-
feccion en reservorios e incluso se hacia la
transmisién al hombre. Asi, el presente es-
tudio se pudo realizar del 3 al- 12 de Di-
ciembre de 1965, instalando un laboratorio
provisional en el Centro de Salud de Carrillo
Puerto.

2) Colecta de flebotomos antropéfilos —
La colecta masiva de flebotomos se hizo
por los Autores y 9 estudiantes del Curso
para Graduados sobre Enfermedades Para-
sitarias, con la ayuda de 12 a 18 personas
contratadas para el efecto en la localidad.
De acuerdo con nuestros conocimientos sobre
actividad horaria, se trabajé diariamente
de 16,30 a 22,0 horas, en la selva, captu-
rando mediante el succionador de Castro los
flebotomos que venian a picar a los colecto-
res. Los ejemplares capturados se deposi-
taban inmediatamente en frascos enyesados
con tapa de tul de nylon (Fig. 2). Hacia
las 20,0 horas, una de las camionetas inicia-
ba el transporte de los flehotomos captura-
dos hacia el laboratorio instalado en el Cen-
tro de Salud, para iniciar su clasificacién
inmediatamente.

3) Identificacion de Phlebotomus en vi-
vo — Aprovechando el material de fleboto-
mos capturados en afios anteriores, se ela-
boré una clave para identificar mediante
caracteres - externos las hembras de fleboto-
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Fig, 1 "Platina fria”™ =obre la cual se tra-
bajd con el microscoplo esterecsedpico para la

entificacidn de Phiehatomus vivos

mos anlropafilos de la zona endémica  de
culanea Yucatin, Para
ello se pudicron aprovechar la longitud de
los segmentos palpales v la pigmentacion del
mesonolo, escutelo, pleuraz v oroxas 7,

leishmaniasis 1

Asl mi=mo se construyd una “platina fria®™
congistente en una unidad de refrigeracidn
comercial cuyo serpentin refrigerante quedd
sellade dentra de una plancha de acero ino-
gidahle (Fie. 1), La plating mantenia tem-
peraturas de 0 a —53°C, de manera e los
Mebotomos  puestos sobre ella permanceian
inmaviles, |u_ que permilia su observacion
detallada vy elasilicacidn, con un mirroscopio
eslereoseopico Hipo Zoom gque ofrecia aumen-
tos, hasta de 120 x.

Al arribar los [lehotomoes recién captura-
dos, eran inmovilizados por frio en un re.
lrigerador portitil; se pasaban a cajas de
Petri las que, colocadas sobre la plating
fria. mantenian a los [leholomos vives & in-
maviles: claziflicados individualimente, se pa-
saban a recipientes diferentes sepin la es

pecie. Una buena  coordinaciin  del perso-
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nal, permitia que el enfriamicnto de cada
flebotomo fuera por un lapso no mavor de
media hora v se llegd a realizar la olasifi-
cacidn a un ritmo de 2000 ejemplares por
hara. [lna 20t horaz a las
0 am., se clasilicaron y procesaron 800 fle-
hatomos,

noche, e las

Periadicamente, de los lotes eclazificados
nor ésle procedimiento rapido, se tomaron
nueslras al azar s 4':1!n|1r|]||;l| la vera-
idad de la clasilicacion por los proceds-
mientos tradicionales,

El desarrolle de éste procedimicnlo fué
lundamental para la planeacion  diarin e
las colectas y del trabajo experimental suh-
signienle. y conslituye un avaney imparkante
t oz procedinmientos para el estudio de la
transmisién de las leishmaniasis,

&1

Fig, 2

Fraseno enyesado

1) Infeccicn por leptomonas — Inicial-
mente se lomaron lotes de 25 a 60 ejem-
plares vivos de una especie de flehotoma,
ge lavaron en solucidn isoldénica con antibis
livos, se les cortaron las alas v patas, se vol-

vicron a lavar con antibidlticos, v se tritu-
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raron en mortero en aproximadamente 1 ml
de solucién isoténica. Una gota de ésta
suspension se observé en microscopio con
iluminacién de contraste de fases, para bis-
car leptomonas y el resto se empleé para
sembrar en 2 tubos de cultivo con medio
N.N.N. y para inocular hamsters, llevados
desde la ciudad de México y que nunca es-
tuvieron expuestos a la transmisién natural.
Después de la experiencia de los primeros
dias, se hicieron lotes de 80 a 135 ejempla-
res y se procesaron sin eliminar las patas
y alas, pero. dejando sedimentar brevemente
la suspension.

Desde luego que también se hizo disec-
cién de ejemplares individuales, para de-
terminar el indice de infeccién por especie.
Los flebotomos clasificados y vivos, se depo-
sitaban en cajas de Petri con solucién iso-
ténica con antibidticos; de ahi se tomaban
individualmente en portaobjetos, se quita-
ban patas y alas, se pasaban a otro porta-
objetos con una gota ‘de solucién salina, se
separaba y trituraba la cabeza, se extraia
el resto del tubo digestivo por la extremidad
posterior y finalmente se trituraba la es-
tructura del torax y el abdomen, La bis-
queda de leptomonas se hacia en microsco-
pio con contraste de fases. En los casos po-
sitivos, se levantaba cuidadosamente el
cubreobjetos y el material se usaba para
inoculacién de tubos de cultivo, hamsters o
de voluntarios humanos.

Todo el material empleado habia sido es-
terilizado previamente y se trabajaba frente
a la flama de mecheros de gas, evitando en
lo posible da adicién de contaminaciones
bacterianas.

5) Ideniificacion de leptomonas — De-
bido a que los flebotomos pueden tener en
su tubo . digestivo leptomonas pertenecientes
a géneros o especies diferentes de Leishma-
nia mexicane, era indispensable demostrar
la identidad de estos parasitos, por las lesio-
nes que se desarrollan en hamsters y en vo-
luntarios. humanos. Por este motivo, nos
vimos obligados a aceptar la colaboracién
de diversos compafieros.

6) Transmision mediante picadura —
Una vez demostrada la presencia de lepto-
monas en flebotomos, era indispensable ver
si éstos podrian transmitir el parisito a tra-
vés de su picadura, puesto que ello no ocurre

necesariamente y ademis es un elemento
fundamental para determinar la capacidad
de un insecto como transmisor.

Una vez clasificados los flebotomos, se de-
positaban en frascos enyesados de modo que
a temperatura ambiente,  a los pocos minu-
tos recuperaban su actividad; a continuacién
fueron puestos a picar, sobre voluntarios hu-
manos a lravés de la cubierta de tul de
nylon de los frascos enyesados, lo cual se
realizaba en un periodo de 15 a 60 minu-
tos. A continuacién, los flebotomos eran

procesados en lotes. 0 mediante diseccién

individgal.

RESULTADOS Y DISCUSION

A) Flebotomos manejados — En 10 se-
siones vespertinas de captura, se colectaron
un total de 4,614 hembras de Phlebotomus,
todas las cuales pudieron ser clasificadas
en forma inmediata; 4,603 correspondieron
a las 4 especies dominantes en la localidad:
P. flaviscutellatus, (P. apicalis), P. crucia-
tus, P. shannoni y P. panamensis. El pro-
ceso para la bilisqueda de leptomonas se
realizé6 en 3,462 ejemplares: 3,051 ejempla-
res triturados en lotes y 411 disecados en
forma individual; de ellos, 1,276 fueron
puestos a picar en voluntarios humanos.

La 'identificacién hecha por caracteristi-
cas externas fue verificada mediante el pro-
ceso tradicional en 1,152 ejemplares, o sea,
el 250 de los capturados. Esto permite
dar crédito a la identificacién rapida sobre
la cual se basé el procedimiento experimen-
tal para demostrar la infeccién y la capa-
cidad de transmisién.

B) Hallazgo de Leptomonas — En la
Tabla I se muestra el hallazgo de leptomo-
nas mediante examen microscbpico en tri-
turado de lotes de flebotomos. Puede obser-
varse que sblo P. flaviscutellotus mostréd la
infeccibn por leptomonas. En esta tabla
también se aprecia la abundancia relativa
de las especies, con una gran dominancia
de P. cruciatus, que nunca mostré la infec-
cién natural; por su escasez, P. panamen-
sis, no fué procesado en lotes. El dato
negativo en P. ¢ruciatus y P. shannoni se-
flala que estas especies, si bien son suscepti-
bles a la infeccién por Leishmania mexi-
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TABLA I

Hallazgo de leptomonas mediante examen mi-

croscépico en triturado de lotes de Phlebotomus,

colectados en los alrededores de Carrillo Puerto,
Quintana Roo

el hombre es una fuente de infeccién espo-
radica, esto permite suponer que P. flavis-
cutellatus transmite la infeccién entre los
reservorios, y como tiene habitos antropéfi-
los, también puede hacer la transmisién al

hombre.
de
- . TZJF:Iln No. de Lotes
specie - ot 1tivo
plares | 10tes | positivos TABLA IIT
_ S Hallazgo de leptomonas en P. flaviscutellatus
P, flaviscutellatus . 273 6 2 mediante diseccién del tubo digestivo
P. crucialus ...... 2,129 22 0
Diciembre No. de ejempla- Con
P. shannont .... ... 649 7 0 1965 res disecados leptomonas
6 28 3
cana de acuerdo con las observaciones de 5 0
STtraNGWAYS-DixoN & LaiNson 2, al parecer 9 54 2
no acostumbran picar a los reservorios natu- 10 18 1
rales de este parésito, y por lo tanto, al me- 11 4 0
nes en la localidad estudiada, no juegan 12 10 1

un papel importante en la transmisién,

TABLA 1II

Hallazgo de leptomonas mediante diseccion del
tubo digestivo en Phlebotomus colectados en los
alrededores de Carrillo Puerto, Quintana Roo

No. de
Especie ejemplares Con

: leptomonas
disecados

P. flaviscutellatus . 119 7

P. cruciatus ...... 142 0

P. shannoni ....... 137 0

P. panamensis .... 13 0

En la Tabla II se ven los datos relativos
al hallazgo de leptomonas mediante diseccién
individual de flebotomos. - Se repite la obser-

- vacién negativa para P. cructatus y P.
shannoni. También fué negativa para P.
panamensis, aun cuando el corto numero de
ejemplares disponibles no da solidez a la
observacién; sin embargo, la misma escasez
de esta especie en esta localidad, permite
aceptar que su papel como iransmisor sea
dudoso. En cambio, 6% de los ejempla-
res de P. flaviscutellatus presentaron lepto-
monas de Leishmanta mexicana, siendo éste
un indice muy alto, que indica que esta
especie se infecta en condiciones naturales
picando a los reservorios silvestres; dado que
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,niasis cutdnea (Figs. 3, 4 y 5);

En la Tabla III se ilustra que la infeccién
de P. flaviscutellatus se observé en forma
constante, pues se fracasé en la buasqueda
de leptomonas en-esta especie, sélo cuando
el ntmero de ejemplares capturados era
muy pequefio. Los pardsitos se encontraron
en el eséfago, el estémago, los tubos de
Malpighi y recto.

C) Identificacién de las leptomonas —
Las inoculaciones a hamsters asi como a
voluntarios humanos, de las leptomonas en-
contradas en las dlversas ocasiones en P,
flaviscutellazus mediante diseccion o tritu-
rado, produjeron lesiones tipicas de leishma-
si recor-
damos ademas que el trabajo se realizé en
un lugar donde se transmite la tlcera de
los chicleros, no hay motivos para dudar de
que las leptomonas encontradas correspon-
den a Leishmania mexicana.

D) Transmisién por picadura” — Des-
pués de clasificados y antes de hacer la
trituracién o disecci6én, 1,276 ejemplares fue-
ron puestos a picar sobre voluntarios hu-
manos. Como se ve en la Tabla IV, sola-
mente P. flaviscutellatus realizd- la transmi-
sién por picadura al hombre, originando una
lesién tipica (Fig. 6) en'la cual se pudieron
demostrar las leishmanias en los cortes his-
tologicos. La transmision se realizd el dia
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TABLA IV

Ensayos de transmisidn por picadura. Los Phlebolowas fueron capturados on la
maluralews, clasificados en wvivo, ¥ a continuacidn puestos a plear sobre volun-
Larios humanos (1276 ejemplares)

Flilehotamies _Mu. de Voluntarios Leslones
ejemplares desarrolladas
P, [lavisentelladuws 2 R. L. A. [Wia]
2 | A, M. de H, N
11414 | F. B. F. Uleera =
P. erncintes 121 | M. W MO
LCH] .. ¥ M)
132 3 SO SR e M)
T M. G, MY
288 F. B. F. NGO
P, sloranoni a5 M. W, LS
123 m, L. A, M
155 F. B..F, MY

[0 demostrd la presencla de lelshmanins en los cortes histoldgicos de fa lesion

Legidn de leishmaniaszis cutdinea pro- Fig. 4 — Impronta e la lesion ilust
hamster mediante la  inoculacion  de Flg. 3, mostrando gran canthdad de

obnlenidas  de Phiebotomuws  flavigs
cidallindus

Lransmisonr

ratda en la
leishmining
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Fig 5 — Leishmaniasiz cutinea en wvoluntario
humano inoculado con leptomonas de . flevis-
culellafus

10 de Diciembre con un lote de 18 P, fla-
viscutellatus. enlre los cuwales. al hacer la
discccion, uno moestro la presencia de leplo-
monas,  Cabe anolar que P, crucialus pre-
senfa una habilidad para picar, superior a
las otras cspecies en condiciones de labora-
torio, y gque ademds, P flavisentellotnes ofre-
cio mayores indices de mortalidad oo can-
Liverio,

E}  Trensmision en la naturaleza — De
las 12 personas del Departamento de Micro-
biologia v Parasitologia, que participaron
en laz colectas y por lo tanlo Tueron picados
por los flebotomes caplurados (0, VEvasco
y M. Gumisrez). desarrollaron 4 lesiones
leishmanidsicas tipicas dentro de las prime-
ras O semanas después de la exposicion. en
laz que. también demostramos la presencia
de  los  pardsitos. Considerando  que  e=lo
ocurrio simullianeamente a noestra observa-
cinn, de que silo P flevisentellates presen-
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Fig. 6 —
rin humano, producida por la picadura de P.
Hloviscutellatis

Leishmaniasis cutinea enm un volunta-

taba la infeccion en la naluraleza. v era
capaz de transmilirla por picadura, cabe
suponer que en éstos dog casos la transmi-
siom lambién [ueron debidas a éste flebo-
lomie,

CONCLUSIONES

Las observaciones de infeceion de flebolo-
mos en condiciones experimentales, Lienen un
valor hmitado para deflinir la importancia
de una especie como transmisor. debido a
viertas condiciones ecoldgivas determinantes,

Las especies poco abundantes en la zona
endémica. representan silo un riesgo poten-
cial puesto que =u escasez limita =u papel
vome  lransmisores: esta limitacion  podria
dezaparecer en lugares donde =u gbondancia
fuera mayor,

En la localidad estudiada, P. cruciotus v
P, shannoni, o pesar de ser especies antro-
pofilas muy abndantes, v susceptibles a la
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infeccién por L. mexicana, parecen no tener
papel de transmisores, pues el nimero de
ejemplares estudiados es amplio y siempre con
resultados negativos; probablemente estas es-
pecies no se infectan en la naturaleza por
no tener preferencia alimenticia hacia las
especies de vertebrados que funcionan como
reservorios de L. mexicana. Esto podria
cambiar si alguna especie picada por éste
flebotomo, funcionara como reservorio en la
naturaleza.

P. flaviscutellatus transmite la infeccién
entre los reservorios, dado que se encuentra
infectado en la naturaleza, y ademas, trans-
mite la infeccién al hombre, dado que es una
especie antropéfila. Quizd otras especies no
antropéfilas pudieran estar involucradas en
la transmisién entre los reservorios;: esto
no fué evaluado en el presente trabajo,
pués primariamente nos interesaba conocer
la especie involucrada en la transmisién al
hombre.

Conociendo el importante papel de P. fla-
viscutellatus como transmisor de L. mexica-
na, ahora podran hacerse estudios maés con-
cretos para conocer su ecologia y pard rea-
lizar su control en forma especifica.

RESUMO

Phlebotomus flaviscutellatus, iransmissor na-
tural da Leishmania mexicana

Em 10 dias, capturaram-se e identifica-
ram-se in vivo 4.616 fémeas de flebotomos,
Pesquisou-se infeccio por Leishmania me-
xicana em 3.462 exemplares e com 1.276
exemplares tentou-se a transmissdo experi-
mental por picada, em voluntarios humanos.

Phlebotomus cructatus e P. shannoni, ape-
sar de serem muito abundantes, proporcio-
naram resultados negativos, sugerindo, que
as observacgOes de infecgdo em condigbes ex-
perimentais encontram limitagdes ecoldgicas
as quais, por sua vez, impedem a participa-
¢do destas espécies na iransmissio natural
da infeccéo.

Phlebotomus flaviscutellatus apresentou-se
naturalmente infetado por Leishmania mexi-
cang em 6% dos espécimens e os lransmi-
tiu, por picada, a um voluntario, evidencian-
"do que, além de ser fisioldgicamente susce-
tivel Aquela infecgfio, encontra-se em condi-

¢Oes ecologicas adequadas para realizar a
transmissdo em a natureza.
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