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ABSTRACT

Record of Anthropophilic Sandflies in the Peridomicile of a Case of
Localized Cutaneous Leishmaniasis in Yucatan, Mexico
Introduction. Since 2015, emerging cases of localized cutaneous
leishmaniasis (LCL) have been reported in Tinum, Yucatan. However, there
are no records of sandflies in the peridomicile.

Objective. To report the presence of anthropophilic sandflies in the
peridomicile of a LCL case in the municipality of Tinum, Yucatan, Mexico.
Material and Methods. A medical history of the suspected LCL case was
made. The diagnosis and identification of the Leishmania species were
carried out by PCR-RFLP. Two CDC traps were placed in the peridomicile.
Results. The patient was a 69 year-old woman with an ulcer in the left leg,
who does not carry out risk sylvatic activities. Leishmania mexicana was
identified as the causal agent. Bichromomyia olmeca olmeca, Lutzomyia
cruciata, and Lutzomyia longipalpis were collected in the peridomicile.
Conclusion. This is the first record of Phlebotomine sandflies in the
peridomestic environment in Yucatan, which suggests the potential risk of
Leishmania peridomestic transmission.

RESUMEN

Introduccion. Desde el 2015, se han reportado casos emergentes de
leishmaniosis cutanea localizada (LCL) en Tinum, Yucatan. Sin embargo, no
existen registros de flebotomineos en el peridomicilio.

Objetivo. Reportar la presencia de flebotomineos antropofilicos en el
peridomicilio de un caso de LCL en el municipio de Tinum, Yucatan, México.
Materiales y Métodos. Se realizo la historia clinica de la paciente. El
diagnoéstico y la identificacion de especie de Leishmania se determinaron
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mediante PCR-RFLP. Se colocaron dos trampas CDC en
el peridomicilio.

Resultados. La paciente era una mujer de 65 afios con una
Ulcera en la pierna izquierda, que no realiza actividades
selvaticas de riesgo. Se identifico a Leishmania mexicana
como agente causal. Se colectd a Bichromomyia olmeca
olmeca, Lutzomyia cruciata y Lutzomyia longipalpis en
el peridomicilio.

Conclusion. Se presenta el primer registro de
flebotomineos en el ambiente peridoméstico en Yucatan,
lo que sugiere el riesgo de transmisidn peridoméstica.

INTRODUCCION

La LCL es una enfermedad de naturaleza
zoonoOtica, cuyo agente etiologico alterna entre
mamiferos silvestres y hembras hematofagas de la
subfamilia Phlebotominae (Diptera: Psychodidae)
(1). En México, la mayor incidencia y prevalencia
de LCL ocurre en la Peninsula de Yucatan (2),
en donde el 99% de los casos son causados por
Leishmania mexicana (3).

En la Peninsula de Yucatan, los casos humanos
son de naturaleza ocupacional, ya que ocurren
principalmente en hombres de entre 14 y 45
afios que se internan en la selva para realizar
diversas actividades agricolas (3). Sin embargo,
la poblacion afectada podria incluir otros sectores
(ej. nifios, mujeres, adultos mayores), lo que estaria
relacionado con factores como la colonizacion de
selvas y la transformacion del paisaje alrededor de
las viviendas (3, 4).

En el estado de Yucatan, los casos de LCL
procedian principalmente de municipios ubicados en
la region sur, que colindan con las areas endemicas
ya caracterizadas en Campeche y Quintana Roo.
Sin embargo, en el 2015, se reportd la aparicion de
nueve casos emergentes en el oriente del estado en
hombres de entre 30 a 74 afios de edad, dedicados
a la agricultura y la recoleccion de madera para
fines domésticos o artesanales (5). No obstante,
durante el desarrollo de trabajos de campo en marzo
de 2021, por parte del laboratorio de Inmunologia
del Centro de Investigaciones Regionales “Dr.
Hideyo Noguchi” y los Servicios de Salud de
Yucatan (SSY), se detectd un caso sugestivo de
LCL en una paciente de la localidad de Loop Xul,
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perteneciente al municipio de Tinum, Yucatan.
La paciente manifestd no haber visitado las &reas
endémicas ya conocidas de Campeche y Quintana
Roo ni dedicarse a actividades selvaticas de
riesgo, lo que sugiere, la ocurrencia de transmision
peridoméstica en el estado. Por lo que, el objetivo
del presente trabajo fue documentar la presencia de
flebotomineos antropofilicos en el peridomicilio de
un caso de LCL en Tinum, Yucatan.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio

La comunidad de Loop Xul se localiza en la zona
oriente de Tinum (20°40°10.00” N y 88°27°2.001”
0) y esta integrada por 15 viviendas habitadas por 38
personas (6). EI 99.8% de la poblacién es hablante
de la lengua maya. La vegetacion predominante
es la selva mediana subcaducifolia, la cual ha sido
altamente transformada por actividades econoémicas
como la explotacion maderera (ej. Cedrela odorata,
Swietenia macrophylla y Manilkara zapota), la
conversion para uso ganadero, la explotaciéon de
bejuco parauso artesanal y laagriculturabasadaenel
cultivo de maiz-frijol-calabaza mediante el sistema
de rotacién agricola conocido como “Milpa”.

Diagnéstico del caso clinico

Se llevd a cabo la historia clinica y el examen
fisico de la lesion de la paciente por parte de los
SSY. Debido a las caracteristicas de la lesion, se
tomd una muestra mediante hisopado, la cual fue
transportada al laboratorio de Inmunologia del
Centro de Investigaciones Regionales “Dr. Hideyo
Noguchi”. Se extrajo ADN empleando el paquete
comercial Wizard Genomic DNA Purification Kit
(Promega A1125) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Se amplifico unaregion de 300-350 pb
del espaciador interno transcrito 1 (ITS1), usando los
iniciadores: Fwd5 -CTGGATCATTTTCCGATG-3"
y Rv 5"-TGATACCACTTATCGCACTT-3" a una
concentracion final de 10 uM, en un volumen final
de 25 pl.

La reaccion se llevé a cabo usando el estuche
comercial GoTag® PCR Core System | (Promega
M7660) bajo las siguientes condiciones: 94°C
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durante 4 min, seguido de 36 ciclos de amplificacién
por 94°C 40 s, 54°C por 30 sy 72°C por un min y una
extension final a 72°C por 6 min. Posteriormente, se
reamplificaron 3 pl del producto de PCR siguiendo
el ciclo de amplificacion: 94°C por 4 min seguido de
18 ciclos a 94°C por 40 s, 54°C por 30s y 72°C por
un min y una extension final a 72°C por 6 min. Los
productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa
al 2% tefiido con bromuro de etidio (0.5 pg/pl) para
su visualizacion con luz UV.

Los productos de PCR de la reamplificacion de
ITS1 se sometieron a digestion con la enzima de
restriccion Hae III (ER0151, Thermo Scientific),
para la identificacion de especie de Leishmania. Se
realiz6 una mezcla con 2 ul de agua grado biologia
molecular, 2 pl de buffer, 1 pl de Hae Il y 15 pl
del producto amplificado. Se incub6 a 37 °C durante
3 horas y a 80 °C durante 20 min para inactivar la
enzima. Los fragmentos de restriccion de longitud
polimorfica de la muestra se compararon con los de
un control positivo de ADN de L. (L.) mexicana de
la cepa MHET/MX/97/Hd18 en un gel de agarosa al
3% tefiiddo con bromuro de etidio (0.5 pg/ul) que se
corrié durante una hora a 100 V.

Colecta de flebotomineos

Para determinar la presencia y actividad de
flebotomineos en el peridomicilio de la vivienda
se colocaron dos trampas CDC durante una
noche en el intervalo de 18:00-22:00 horas en
marzo de 2021. Las trampas fueron ubicadas en
el traspatio a 10 metros de la vivienda, con una
distancia de 25 metros entre ellas. Las muestras
de flebotomineos fueron conservadas en alcohol al
96% y transportadas al laboratorio de Inmunologia.
La cabeza y segmentos abdominales VI1I-X de los
ejemplares fueron empleados para la identificacion
taxonémica considerando las claves de Ibafez-
Bernal (7, 8) y la clasificacion propuesta por Galati
(9). Adicionalmente, se realiz6 un analisis de la
composicion del paisaje alrededor de la vivienda
usando imagenes Sentinel con 20 m de resolucion
y ArcMap (ESRI, 2015), asi como 120 puntos
georreferenciados para realizar una clasificacion
supervisada (Fig. 1C). La caracterizacién de la
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composicion del paisaje se realizd a tres buffers
conceéntricos (200 m, 500 m y 1 km), los cuales
fueron establecidos de acuerdo con la capacidad
de dispersion hasta ahora documentada para los
flebotomineos (vectores) en la region neotropical
(10, 112).

[
m Vs

1000 m

Figura 1. A) Peridomicilio de la vivienda del caso positivo a
Leishmaniay a la presencia de flebotomineos. B) Imagen de la
Ulcera en parte posterior de la pierna izquierda, de tres meses
de evolucidn con bordes irregulares y costra serohematica. C)
Descripcion del paisaje alrededor de la vivienda a tres escalas
buffer: 200 m, 500 m y 1 km. Ah, asentamientos humanos-
caminosrurales; C, cultivo; S, selva; Vs, vegetacion secundaria.

RESULTADOS

El caso clinico corresponde a una mujer de 69 afios,
ama de casa, residente permanente de la comunidad
de Loop Xul; la cual presenté una ulcera Unica
indolora de 1.4 cm de didmetro en la parte posterior
de la pierna izquierda (Fig. 1B). Al momento del
diagnostico (marzo 2021), la lesién presentaba
tres meses de evolucion. La paciente refirid no
haber visitado las areas endémicas previamente
caracterizadas de Campeche y Quintana Roo ni
realizar actividades asociadas con la agricultura y/o
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recoleccion de madera en los montes que rodean la
localidad.

Se confirmd la presencia de ADN de Leishmania
en la lesion mediante PCR (Fig. 2A) y se identifico
a la especie L. (L.) mexicana como el agente casual
(Fig. 2B). Confirmado el diagnostico, se aplico un
ampolla de 5 ml de Glucantime® equivalente a 425
mg de Sb*® via intralesional, una vez por semana.
Se observé la completa reepitelizacion del tejido un
mes después de aplicado el tratamiento.

Figura 2. Resultado de la amplificacion del gen ITS y la
identificacion de especie de Leishmania mediante la técnica de
PCR-RFLP (reaccién en cadena de la polimerasa seguida del
analisis de la longitud de fragmentos de restriccién). A) Gel
representativo de la amplificacion del gen ITS1 por PCR. Carril
1: marcador de 100 pb (Thermo scientific), carril 2: control
positivo correspondiente a ADN de cultivo de promastigotes
de L. mexicana (cepa: MHET/MX/97/Hd18), carril 4: control
negativo, carril 6: muestra de ADN obtenido de la lesion de la
paciente. B) Gel representativo de los productos de digestion
con la enzima Hae Ill. Carril 1: marcador de 100 pb (Thermo
scientific), carril 2: producto de la digestion del control positivo
correspondiente a ADN de cultivo de promastigotes de L. mexi-
cana (cepa: MHET/MX/97/Hd18), carril 4: control negativo,
carril 6: producto de la digestion del ADN obtenido de la lesion
de la paciente.

El peridomicilio de la vivienda se caracterizd por
la presencia de cobertizo de animales domesticos
(cerdos, aves y perros) y ganado bovino, asi
como la presencia de arboles y arbustos frutales y
ornamentales (Fig. 1A). El anélisis descriptivo de
la composicion del paisaje alrededor de la vivienda
reveld que a los 200 y 500 m el paisaje dominante
fueron los asentamientos humanos con el 66% vy el
54%, respectivamente. A una mayor escala (1km) se
observo que la cobertura dominante corresponde a
cultivos agricolas -“Milpas”- (34%).
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Se registrd la presencia de seis ejemplares de
Phlebotominae representados por tres especies:
Lutzomyia longipalpis (19, 2&), Br. o. olmeca
(19) y Lu. cruciata (29). La mayoria de los
ejemplares recolectados corresponden a hembras
(n=4). Lutzomyia longipalpis y Lu. cruciata fueron
las especies mas representativas. Asi mismo, Lu.
longipalpis fue la Unica especie que registré la
co-ocurrencia de ejemplares de ambos sexos en el
peridomicilio (Fig. 3).

0.05 mm I

Figura 3. Especies de flebotomineos recolectados en el
peridomicilio de un caso de LCL en la localidad de Loop Xul,
municipio de Tinum, Yucatan, México. A) Ejemplar macho de
Lu. longipalpis. B) Ejemplar hembra de Lu. cruciata.

DISCUSION
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El presente trabajo representa el primer registro de
la presencia de flebotomineos antropofilicos en el
peridomicilio de un caso de LCL en el municipio
de Tinum, Yucatan. Se reporta un caso de LCL en
una mujer, ama de casa, de 69 afios de edad que
refiere no haber visitado areas endémicas ni realizar
actividades que han sido documentadas de riesgo
para el municipio de Tinum (10). Nuestros hallazgos
podrian sugerir el riesgo potencial de transmision
peridoméstica en dicha localidad. Sin embargo, es
importante realizar estudios integrales que por una
parte consideren el contexto ecoldgico-social de las
comunidadesruralesy por otraevallen la prevalencia
de infeccidn en el humano, la dinamica poblacional
de las especies de flebotomineos y su co-ocurrencia
con hospederos competentes (i.e. roedores, animales
domésticos). Adicionalmente, la caracterizacion de
fuentes alimenticias y la prevalencia de infeccién
por Leishmania en vectores permitirian determinar
el grado de complejidad de la interaccion vector-
patdgeno-hospedero en la emergencia de ciclos de
transmision peridomésticos en la region.

En general, en la Peninsula de Yucatan, los factores
de riesgo de infeccion por Leishmania incluyen la
edad (15-45 afos), el sexo (hombres) y el desarrollo
de actividades en la selva (i.e. agricultura, caza,
recoleccion de madera) (3). Sin embargo, en
Calakmul, Campeche, se ha registrado una alta
prevalencia de LCL en nifios (6-17 afios) y mujeres,
y entre los factores de riesgo mas significativos se
encontraron i) la colonizacién de areas forestales
previamente intactas, i) la deforestacion-
perturbacion y iii) el desarrollo de actividades
nocturnas dentro de la selva (12). De todos los
factores antes mencionados, el caso documentado
en este trabajo, se encuentra potencialmente
asociado a procesos intensivos de cambio de uso
de suelo, lo cual implica la explotacion, conversion
y sustitucion de fragmentos de selva y con ello la
probabilidad del desplazamiento y/o adaptacion de
vectores y reservorios. Esta idea se apoya en las
caracteristicas del paisaje que rodea la vivienday el
registro de ejemplares hembras de Lu. longipalpis,
Lu. cruciata y Br. 0. olmeca, importantes vectores
de Leishmania en la region y en el pais (13, 14).
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En nuestros hallazgos destaca la presencia de
Lu. longipalpis, especie con mayor capacidad de
adaptacion a perturbaciones antrdpicas, lo cual ha
favorecido la expansion y emergencia geografica de
la leishmaniosis visceral en América Latina (15).

Nuestros hallazgos sugieren que algunas
especies de flebotomineos estarian desplazandose
alrededor de las viviendas rurales, es decir, pasar
de ser especies selvaticas y zoofilicas (animales
silvestres), a especies peridomésticas-rurales y
antropofilicas/zoofilicas (animales domésticos).
Previamente, en la ciudad de Chetumal, Quintana
Roo, se han sugerido ciclos de transmision de LCL
en zonas peri-urbanas, evidenciado por los registros
histéricos de casos humanos y la documentacion
de Br. o. olmeca, Lu. cruciata y Psathyromyia
shannoni infectadas por L. (L.) mexicana (16).
Por otro lado, se ha documentado que Peromyscus
yucatanicus, Ototylomys phyllotys y Heteromys
gaumeri, importantes hospederos del parasito en
la regién, también estarian persistiendo en paisajes
perturbados (17) y en viviendas rurales (18, 19), lo
que sugeriria que al igual que los vectores, estas
especies presentan una alta capacidad de adaptacion
a paisajes modificados. Como consecuencia de los
patrones contemporaneos de disturbio antropogénico
en la Peninsula de Yucatan, podria esperarse que en
algunas areas de esta region el ciclo de transmision
de la LCL pase de ser estrictamente selvatico a
iniciar ciclos “peridoméstico-rurales”.

Las bajas densidades de Phlebotominae
colectados en el ambito peridoméstico-rural y la
falta de deteccion del parasito Leishmania sp. en
estos ejemplares son una de las limitantes de este
trabajo. Sin embargo, nuestros hallazgos ponen
en evidencia la necesidad de desarrollar lineas de
investigacion que permitan abordar dos aspectos
importantes relacionados con la epidemiologia de
la LCL en Yucatan. Por un lado, estudiar como se
modifica la interaccion patdgeno-vector-hospedero
en escenarios de disturbio antropogénico, lo que
permitiria predecir cambios en los patrones de
comportamiento de la enfermedad; y por otro, es
importante analizar la dinamica poblacional de
los vectores y hospederos en las viviendas rurales
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y evaluar los riesgos asociados en el ambiente
peridoméstico con la finalidad de definir la
emergencia u ocurrencia de ciclos de transmision en
ese entorno y de ser necesario establecer medidas
para frenar la exposicion de las poblaciones locales.

CONCLUSION

Se presenta el primer registro de la presencia de
tres especies de flebotomineos antropofilicos en
el ambiente peridoméstico de un caso de LCL en
Tinum, Yucatan, México; lo que sugiere el riesgo
potencial de transmision peridoméstica. Se resalta la
necesidad de realizar méas estudios para determinar
la influencia de la deforestacion y conversion de las
selvas en el establecimiento de estos potenciales
ciclos de transmision.
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