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Presencia en el peridomicilio de vectores infectados con
Leishmania (Viannia) panamensis
en dos focos endémicos en el occidente de Boyaca,
piedemonte del valle del Magdalena medio, Colombia

Erika Santamaria !, Nubia Ponce !, Yaneth Zipa 2, Cristina Ferro *

! Laboratorio de Entomologia, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia.
2 Secretaria de Salud de Boyacd, Tunja, Colombia.

Introduccion. En el departamento de Boyac4, los casos de leishmaniasis registrados de 1997
a 2003 muestran un aumento en la incidencia a partir del afio 2000 que puede corresponder
a una epidemia en el occidente del departamento. Ademas, la distribucion de casos por sexo
y edad sugiere transmision domiciliar.

Objetivo. Definir los vectores de leishmaniasis cutanea en los municipios de Otanche y Pauna,
por su asociacion con el domicilio y por su infeccién natural con la misma especie de Leishmania
aislada de pacientes.

Materiales y métodos. Se recolectaron ejemplares de Lutzomyia con trampas CDC en el intra
y peridomicilio. La identificacion del parasito se hizo, mediante PCR, a partir de muestras de
pacientes y en grupos de hembras de las especies de Lutzomyia mas abundantes. Ademas se
confirmoé la especie de parasito en muestras de pacientes por anticuerpos monoclonales.
Resultados. En los dos municipios, L. trapidoi fue la especie antropofilica mas abundante en
y alrededor de las viviendas. L. hartmanniy L. yuilli fueron también abundantes en Otanche; vy,
L. gomeziy L. panamensis en Pauna. Leishmania (V.) panamensis se identific6 tanto en
pacientes como en los fleb6tomos: L. yuilli, L. gomeziy L. panamensis.

Conclusion. Nuestros resultados confirman la presencia de vectores de Leishmania panamensis
infectados naturalmente, en las viviendas de los municipios de Otanche y Pauna del Occidente
de Boyaca. L. trapidoi por ser la especie mas abundante puede ser considerada como el
vector principal. La evidencia de transmisién doméstica permite planear la aplicacién de
medidas de control vectorial a este nivel.

Palabras clave: Vectores de enfermedades, Psychodidae, Leishmania, leishmaniasis, PCR,
Colombia.

Presence of infected vectors of  Leishmania (V.) panamensis within dwellings in two endemic
foci in the foothill of the middle Magdalena valley, western Boyaca, Colombia

Introduction. Case records of leishmaniasis of the years 1997 to 2003 of the department of
Boyaca showed that since the year 2000 the department experienced an unusual rise in the
incidence of cutaneous leishmaniasis that might correspond to an epidemic outbreak in the
western region of the department. Age and gender distribution of cases supported a domestic
transmission.

Objective. This research was designed to identify the vectors of cutaneous leishmaniasis in the
municipalities of Otanche and Pauna through their presence in dwellings and their natural
infection with the same species of Leishmania isolated from patients.

Material and methods. Sampling of sand flies was done with CDC traps in and around dwellings.
Samples from patients and pooled females of the most abundant species of Lutzomyia were
used to identify the parasite by PCR. Monoclonal antibody typing was also used to confirm the
identification of the parasite in samples from patients.

Results. In both municipalities L. trapidoi was the most abundant anthropophilic species of
Lutzomyia indoors and around dwellings. L. hartmanni and L. yuilli were also abundant in
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Otanche, and L. gomeziand L. panamensis in Pauna. Leishmania (V) panamensis was identified
both in patients and in the sand flies: L.yuilli, L. gomezi and L. panamensis..

Conclusion.

Our findings prove the presence of infected vectors of Leishmania panamensis

within dwellings in the towns of Otanche and Pauna in Western Boyaca. Since L. trapidoi was
the most abundant species, it may be considered as the principal vector of Leishmania (V.)
panamensis. The evidence of transmission within human dwellings warrants vector control at

least in this environment.

Key words: disease vectors, Psychodidae, Leishmania, leishmaniasis, PCR, Colombia

Generalmente, los ciclos de transmision de los
parasitos en las leishmaniasis estan definidos por
la distribucion geogréfica de los insectos del
género Lutzomyia, considerados vectoresy por
las preferencias de estas especies por un tipo
especifico de habitat. Esta distribucién y estas
preferencias han cambiado en el tiempo por la
influencia de factores climaticos, demograficos y
procesos de deforestacién que han llevado a la
destruccion de los habitat naturales de los vectores
y de los animales de los cuales se alimentan (1,
Vélez ID. La leishmaniosis en Colombia: de la
selva a la ciudad. Memorias, XXVIII Congreso
Sociedad Colombiana de Entomologia, Pereira,
2001).

Esto ha ocasionado que la leishmaniasis en
Colombia y en otras latitudes, haya pasado de
ser una enfermedad exclusivamente selvatica que
afecta hombres adultos que trabajan en el bosque,
para sufrir un proceso gradual de domiciliacion al
acentuarse las preferencias de los flebétomos por
el domicilio humano, modificando el lugar y la
poblacion de mayor riesgo de infeccion, sin
discriminacion de sexo y con mayor tasa de
incidencia en nifios (2,3).

A partir de la década de los 80 se registrd en
nuestro pais la presencia de vectores en areas
asociadas con las viviendas (4). La misma
situacion se ha documentado desde entonces en
estudios de foco realizados en regiones andinas
(5-7), valles interandinos (8,9) y en las costas
Caribe (10) y Pacifica (11).

En el occidente del departamento de Boyacd la
leishmaniasis cutanea tiene un caracter epidémico
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desde el 2000. Para el periodo de 1991 al 2003
se registraron las mayores prevalencias (entre
55,4y 6,1 casos por 1.000 habitantes), en cuatro
municipios localizados en el piedemonte del Valle
del Magdalena Medio: Otanche, San Pablo de
Borbur, Puerto Boyacay Pauna (12).

La enfermedad se presenta, especialmente, en el
arearural y la distribucién de los casos por grupos
de edad y sexo indica que la poblacién mas
afectada esta por debajo de los 20 afios,
resultando un alto registro de casos en nifios de 0
a 5 afios y presentandose de manera similar en
hombres y mujeres (Datos sin publicarse,
Laboratorio de Entomologia INS, Secretaria de
Salud de Boyaca). Estos datos permiten inferir
que, al menos, una parte de la transmision de la
enfermedad en estos municipios puede estar
asociada al domicilio.

Dada la importancia de la identificacion de las
especies vectores y de sus preferencias por
ciertos tipos de habitat en el disefio de estrategias
de control basadas en el conocimiento de la
biologia de estas especies, el objetivo de este
estudio fue identificar los vectores de Leishmania
sp. en el ciclo de transmisién doméstico en el
occidente de Boyacd, teniendo en cuenta su
abundancia en los ambientes relacionados con
las viviendas y la infeccién natural con la misma
especie de Leishmania aislada de pacientes.

Materiales y métodos
Area de estudio

Se seleccionaron las veredas con mayor registro
de casos. En Otanche, se eligi6 la vereda El
Carmen (05.7768°LN, 74.2450°LO; 900 msnm),
clasificada, segln las zonas de vida de Holdridge,
como bosque pluvial tropical (13). En Pauna se
realiz6 el muestreo en las veredas Topito-Quibuco
(05.6531°LN, 74.0160° LO), Topo Grande
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(05.6436°LN y 74.0231° LO) con una altitud
aproximada de 1.100 msnm y clasificadas como
bosque himedo tropical (13). Segun el mapa de
ecosistemas generales de Colombia, las areas
rurales de estos municipios del departamento de
Boyacéa estan altamente intervenidas y, hasta
1998, so6lo conservaban 20% de la cobertura
vegetal original (14).

Blsqueda activa de casos
y obtencion de muestras de pacientes

Con el fin de obtener muestras de las Ulceras de
los pacientes para la identificacién de los parasitos
de Leishmania, se realiz6 una bldsqueda activa
de nuevos casos. Se tomaron aspirados de las
Ulceras en las que el frotis detect6 las formas
amastigotas y se inocularon en la nariz de
hamsteres dorados (Mesocricetus auratus), los
cuales se trasladaron al bioterio del Instituto
Nacional de Salud en Bogotd, en donde después
de realizar un seguimiento a los cambios fisicos,
se sacrificaron entre 28 y 74 dias después de la
inoculacion.

Se obtuvo una biopsia de la nariz de cada animal,
la cual fue dividida en dos partes; una porcion se
macerd y se sembré en tubos con medio NNN
(7), mantenidos a 27°C y examinados diariamente
por 5 semanas en el microscopio invertido para
detectar formas flageladas (15). Los cultivos
positivos se llevaron a cultivo en masa para
identificar los parésitos hasta el nivel de especie
por anticuerpos monoclonales (15). La otra porcién
de biopsia se almacen6 en alcohol al 70% para
identificar la especie de parasito empleando PCR
para subgénero y especie, las cuales se describen
mas adelante.

Busqueda de vectores en el domicilio

Se seleccionaron viviendas que tuvieran
habitantes con Ulceras activas o con cicatrices
compatibles con leishmaniasis que expresaran
haber adquirido la enfermedad recientemente
(ultimos 2 afos) y habitar la vivienda en la misma
época de la infeccion. Se incluyeron 38 viviendas,
17 enlavereda El Carmen, 12 en la vereda Topito-
Quibuco y 9 en la vereda Topo Grande. Para los
muestreos se emplearon trampas de luz CDC
activadas entre las 18:00 y las 06:00 horas del
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dia siguiente, por dos o tres noches consecutivas,
en dos meses de la estacion seca y dos meses
de la estacion lluviosa. Las trampas se instalaron
simultaneamente en cada vivienda en dos tipos
de ambientes: el intradomicilio, definido en este
estudio como los dormitorios ocupados de las
viviendas, y el peridomicilio, definido como el
ambiente que rodea la vivienda incluyendo corrales
de animales domésticos a una distancia no mayor
de 10 m.

Ademas, se hicieron muestreos con trampas CDC
y Shannon en relictos de bosques y cultivos
aledafios a las viviendas entre 10 y 100 m de la
vivienda (extradomicilio). Los insectos del género
Lutzomyia capturados se almacenaron en alcohol
al 70% y se mantuvieron a -4°C hasta su
identificacién y procesamiento por PCR.

Identificacion taxonémicade  Lutzomyia ,
separacion y almacenamiento en grupos
para bisqueda de infeccién natural

con Leishmania

Las hembras y los machos recolectados en los
primeros muestreos fueron tratados siguiendo las
modificaciones de la técnica de Young (16) y
Maroli et al. (17) e identificados hasta especie
empleando las claves taxondmicas de Young y
Duncan (18).

Una vez obtenida la composicidn de especies de
Lutzomyia de las zonas muestreadas, se
seleccionaron aquéllas que serian almacenadas
para la busqueda de infeccion natural con
Leishmania por PCR, de acuerdo con tres
criterios: sus antecedentes como vector, su
antropofilia y su abundancia en el intra y
peridomicilio. Para separar estas especies de
otras presentes en la zona y entre ellas mismas
sin emplear el proceso quimico de aclaracién, se
establecieron las caracteristicas morfoldgicas
externas diagndsticas tales como la pigmentacion
de mesonoto, la longitud de las venas en las alas
y del quinto palpémero, entre otras.

La confirmacion de la identificacién se realizé en
el 5% de los ejemplares o, por lo menos, en un
ejemplar de cada especie en cada muestreo, con
la observacion de las espermatecas, para lo cual
se disecaron los Ultimos segmentos del abdomen,
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se aclararon en fenol y se montaron en balsamo
de Canada.

En un estudio previo de estandarizacién (19), se
confirmé que para la deteccién de infeccion con
Leishmania en flebotominos por PCR, con
iniciadores para subgénero Leishmania (Viannia),
la sensibilidad de la prueba era 6ptima cuando se
procesaban hasta tres hembras, por lo cual en el
presente estudio las hembras separadas por
especie, estado tréfico y presencia 0 ausencia
de huevos maduros se almacenaron en grupos
de una atres en microtubos con alcohol al 70% y
se mantuvieron a 4°C hasta su procesamiento por
PCR.

PCR para deteccion e identificacion de
Leishmania en pacientesy vectores

La extraccién del ADN de las biopsias de
hamsteres inoculados y de los grupos de insectos
se hizo con Chelex 100® segln el protocolo
presentado por Cabrera et al. (20). Se constituyd
un banco de muestras con el ADN extraido de
cada grupo y se almacenaron a -20°C hasta ser
usados como plantilla para la PCR. Se
seleccionaron los iniciadores B1 (5-GGG GTT
GGT GTAATATAG TGG-3) y B2 (5-CTAATT
GTG CAC GGG GAG G-3'), los cuales son
especificos para el subgénero Leishmania
(Viannia) y producen una banda de 750 pb,
aproximadamente (21). Se hizo esta seleccion
teniendo en cuenta que las especies del subgénero
Leishmania (Viannia) son responsables de 90%,
aproximadamente, de los casos de leishmaniasis
en Colombia (22) y la distribucién geografica
conocida de las especies de Leishmania en el
pais indica que en la regién noroccidental del
departamento de Boyaca circulan especies de
este subgénero (23).

Con base en estos iniciadores se realiz6 la PCR
en el ADN extraido de las muestras de pacientes
y de cada uno de los grupos de insectos. La
sensibilidad y la especificidad de esta pareja de
iniciadores para detectar infeccion por Leishmania
(Viannia), asi como las condiciones de
amplificacion ya han sido valoradas en pacientes
y en flebétomos (19).

Los grupos de insectos o muestras de biopsias
con amplificacién positiva con los iniciadores B1

VECTORES DOMESTICOS DE L. PANAMENSIS EN BOYACA

y B2, fueron sometidos a una nueva PCR con el
fin de clasificar hasta especie el parasito
detectado, para lo cual se emplearon los
iniciadores ply p2, especificos para Leishmania
(V.) panamensis (5’-GGT CGG ATC TGC ATG
CAT CAC-3")(5"-CAAAAAGCG AGG GACTGC
GGG -3") y los iniciadores b1y b2, especificos
para Leishmania (V.) braziliensis (5"-GTG GGC
GTATCT GCT GAT GAC -3")(5"-CAA AAA GCG
AGG GAC TGC GGA -3"). Estos iniciadores
dirigidos a una secuencia genémica fueron
reportados por Matsumoto et al. (23) y Mimori et
al. (24) y sus productos de amplificacién son de
79 pb para L. (V.) panamensisy 110 pb para L.
(V.) braziliensis.

En las PCR para subgénero y especie, se
emplearon como controles positivos de la reaccion
ADN de las cepas de referencia de L. (V.)
panamensis (MHOM/CO/87/CL-412), L. (L.)
chagasi (MHOM/CO/84CL-044B) y L. (V.)
braziliensis (MHOM/CO/86/CL-250) del Instituto
Nacional de Salud. Como control negativo de la
reaccion se utilizé solucion salina para las
muestras de pacientes y para los grupos de
insectos, ADN de una hembra de L. ovallesi
proveniente de una colonia de laboratorio.

Los productos de amplificacién se analizaron
mediante electroforesis horizontal en geles de
agarosa (NuSieve: SeaKem, 3:1) al 2%, utilizando
TBE 1X (89 mM Tris HCI, 90 mM de &cido bérico
y 20 mM de EDTA, pH 8,3) como tampén de
corrido. Los geles se tifieron con 0,1 pug/ml de
bromuro de etidio (Sigma) y los productos se
visualizaron en un transiluminador de luz
ultravioleta.

Vectores y otras especies
de Lutzomyia en las viviendas

Teniendo en cuenta los insectos de Lutzomyia
recolectados, incluyendo las hembras procesadas
para la busqueda de infeccién natural, se compar6
la abundancia relativa de cada especie, la riqueza
y la diversidad de especies en el intra y
peridomicilio en cada municipio.

La abundancia relativa se calculé como el total
de individuos de una especie dada sobre el nimero
total de ejemplares recolectados; la riqueza fue
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el nimero de especies identificadas en cada sitio,
y como indice de diversidad se calcul6 el de Fisher
o, de acuerdo con la ecuaciéon S=aln(1+N/a),
donde S es el nimero de especies, N es el nimero
de individuos y a es una constante que representa
diversidad (25). Como medida de endofagia para
las especies con antecedentes de antropofilia, se
hizo una relacion de los ejemplares capturados
en el intra y peridomicilio, la cual indica la
proporcion de ejemplares del peridomicilio que
potencialmente entraran a la vivienda. Ademas,
para sustentar la endofagia se determind el
porcentaje de hembras con sangre por especie
en las capturas del intradomicilio.

Aspectos éticos

Los pacientes con Ulceras firmaron un consen-
timiento antes de que se les tomara el frotis directo
y el aspirado de la lesion. Los casos positivos se
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remitieron al hospital del municipio , en donde
recibieron tratamiento. Los habitantes de las
viviendas donde se instalaron las trampas CDC
fueron informados del objeto del estudio y dieron
su consentimiento. Todos los procedimientos para
pacientes y para animales de laboratorio fueron
aprobados por el Comité de Etica del Instituto
Nacional de Salud.

Resultados

Especiesde Lutzomyia encontradas
y su relacion con el domicilio

En el cuadro 1 se presentan las especies de
Lutzomyia encontradas en Otanche y Pauna, con
su respectiva abundancia relativa en cada sitio
de muestreo, asi como los indices de endofagia
y el porcentaje de hembras con sangre en el
intradomicilio para aquéllas antropofilicas.

Cuadro 1. Numero de ejemplares recolectados, abundancia relativa e indice de endofagia de las especies de Lutzomyia en

los municipios de Otanche y Pauna.

Especie de Intradomicilio Peridomicilio Hembras con sangre Endofagia ®
Lutzomyia (n*=47) (n'=44) en el intradomicilio 2
% %
Otanche Pauna Otanche Pauna Otanche Pauna Otanche Pauna
Total (185) Total (497) Total (664) Total (1.926)
L. trapidoi 43,2 30,4 53,6 18,2 27,5 35,1 0,22 0,42
L. hartmanni 26,5 2,4 11,3 0,7 2,1 0 0,65
L. yuilli yuilli 10,3 4,4 14,0 11,3 10,5 40,9 0,20 0,10
L. gomezi 0 24,3 0 26,1 30,6 0,24
L. panamensis 0 20,7 0 34,4 13,6 0,15
L. triramula 11,3 0 13,5 0,1
L. ovallesi 1,1 3,6 0,1 1,6
L. barretoi majuscula 0,5 0 2,7 0
L. dubitans 1,1 0 1,2 0
L. walkeri 2,1 2,8 15 1,2
L. trinidadensis 1,1 0 0,1 0
L. camposi 0 4,8 0,3 3,9
L. shannoni 0,5 0,2 0,1 0,1
L. saulensis 1,6 2,2 0,9 0,7
L. sordelli 0 0 0,4 0,4
L. serrana 0,5 2,0 0 0,2
L. ayrozai 0 0,2 0 0,2
L. lichyi 0 1,4 0 0,6
L. dysponeta 0 0,4 0 0,2
o de Fisher 2,86 2,67 2,29 2,39

N

n: nimero total de muestreos

w N

capturados en el peridomicilio
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En el municipio de Otanche, en la vereda El
Carmen, se recolectaron 849 individuos del género
Lutzomyia, 185 en el intradomicilio y 664 en el
peridomicilio. La riqueza de especies fue similar
y se encontraron 12 especies en las capturas del
intradomicilio y 13 en el peridomicilio. En ambos
sitios, L. trapidoifue predominante, 43,2y 53,6%
en intra y peridomicilio, respectivamente. En el
intradomicilio le siguieron en abundancia L.
hartmanni (26,5%), L. triramula (11,3%)y L. yuilli
(10,3%) y en el peridomicilio, L. yuilli (14,0%), L.
triramula (13,5%) y L. hartmanni (11,3%). En
cuanto al indice de endofagia, L. hartmanniy L.
trapidoi presentaron los mayores valores, mientras
gque las especies con mayor porcentaje de
hembras con sangre en el intradomicilio fueron L.
trapidoiy L. yuilli.

L. triramula se encontré con frecuencia en el intra
y en el peridomicilio en Otanche. Esta especie no
es antropofilica; sin embargo, es atraida por la
luz (26,27), lo que explica su abundancia en las
capturas realizadas con trampas que utilizan la
luz como estimulo de atraccion.

En Pauna, en las veredas Topito-Quibuco y Topo
Grande, se recolectaron 2.423 individuos, 497 (14
especies) y 1.926 (16 especies) en el intra y
peridomicilio, respectivamente. En el intradomicilio
predominaron L. trapidoi (30,4%), L. gomezi
(24,3%) y L. panamensis (20,7%) y en el
peridomicilio, las mismas especies con diferentes
abundancias, L. panamensis (34,4%), L. gomezi
(26,1%) y L. trapidoi (18,2%). Los mayores
indices de endofagia fueron para L. trapidoiy L.
gomeziy los porcentajes de hembras con sangre
en el intradomicilio fueron altos en L. yuilli y L.
trapidoi.

Las demas especies se presentaron con
abundancias bajas, inferiores al 5%, en los
ambientes muestreados. La diversidad de
especies fue ligeramente mayor en el intradomicilio
en ambos municipios, debido a que en un nimero
reducido de ejemplares se identificé un nimero
considerable de especies. De las demas especies
encontradas se resaltan algunas antropofilicas y
con antecedentes vectoriales como L. ovallesiy
L. shannoni; sin embargo, por su baja abundancia
(menor al 1%) se descarta que puedan estar
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involucradas en la transmision de la enfermedad
en ambientes asociados al domicilio.

Deteccion e identificacién de  Leishmania en
pacientes y en grupos de Lutzomyia spp.

De las Ulceras cutaneas de siete pacientes
positivos en Otanche y seis en Pauna, se
tomaron aspirados y se inocularon en hamsteres,
de los cuales, permitieron el desarrollo del parasito
3y 2 hamsteres, respectivamente.

Se obtuvieron cultivos viables del parasito a partir
de biopsias de dos hamsteres procedentes de
cada uno de los dos municipios, los cuales fueron
identificados por anticuerpos monoclonales como
de la especie L. (V.) panamensis.

Todas las biopsias procesadas por PCR,
produjeron la banda diagnéstica de 750 pb con
los iniciadores para el subgénero Leishmania
(Viannia). Al realizar la PCR especie-especifica,
se obtuvo amplificacién positiva con los
iniciadores para la especie L. (V.) panamensis
en cinco de las biopsias y con los iniciadores
para L. (V.) braziliensis en una biopsia
correspondiente a un paciente de Pauna.

En cuanto a la infeccion natural con Leishmania
en hembras de Lutzomyia, el cuadro 2 presenta
el numero de hembras procesadas por PCR para
cada especie y el nUmero de grupos con
amplificacion positiva para Leishmania (Viannia),
empleando los iniciadores B1 y B2. Aparecen,
ademas, los porcentajes de infeccidn para cada
especie y el sitio de recoleccién de las hembras
con respecto a las viviendas. En la figura 1 se
aprecia la visualizacién del producto de
amplificacion con los iniciadores B1 y B2 para
uno de los grupos.

En el municipio de Otanche se obtuvieron 2
grupos positivos, ambos de L. yuilli, sin ingestion
de sangre, ni huevos maduros, procedentes del
peridomicilio de una vivienda.

En el municipio de Pauna se detecto el parasito
en cuatro grupos, tres de la especie L.
panamensis 'y uno de L. gomezi.

Dos de los grupos positivos de L. panamensis
correspondian a hembras sin sangre ni huevos
maduros, capturadas en el peridomicilio de una
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Cuadro 2. Infeccion natural por Leishmania panamensis detectada por PCR en grupos de Lutzomyia spp. en los municipios

de Otanche y Pauna.

N. total de hembras procesadas por PCR (No. positivas para

Leishmania *) en cada municipio

Especie Otanche Pauna

Intra- Peri- Extra- Total por % de Intra- Peri- Extra- Total por % de

domicilio domicilio domicilio  especie infeccién** domicilio domicilio domicilio especie infeccion**

L. hartmanni 5(0) 47 (0) 20 (0) 72 (0) 0 7 (0) 6 (0) — 13(0) 0
L. gomezi — — — — — 45 (0) 111(1) 54 (0) 210(1) 0,5
L. panamensis — — — — — 64 (0) 334(3) 98 (0) 496 (3) 0,6
L. trapidoi 15(0) 302 (0) 91 (0) 408 (0) 0 74 (0) 75 (0) 28 (0) 177(0) 0
L. yuilli 6 (0) 71(2) 44 (0) 121 (2) 1,6 13(0) 61 (0) 6 (0) 80 (0) 0
Total por sitio 26 (0) 420(2) 155 (0) 601 (2) 203 (0) 587 (4) 186 (0) 976 (4)

de muestreo

* Los nameros entre paréntesis indican el nimero de grupos positivos para Leishmania.
**Porcentaje de hembras infectadas, asumiendo una hembra infectada por grupo positivo

1 w2084t 5B S RO 0511 42,1 3714 216
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vivienda, en la que en la misma época de la
captura (noviembre de 2002) se encontraron dos
habitantes con Ulceras activas y examen directo
positivo.

El otro grupo positivo de L. panamensis,
correspondié a hembras con huevos maduros,
capturadas en un peridomicilio de la vereda Topo
Grande.

El grupo positivo de L. gomezi correspondia a
hembras con sangre, capturadas en el
peridomicilio de una vivienda de la vereda Topito
y Quibuco.

Los seis grupos positivos para Leishmania
(Viannia) con los iniciadores B1 y B2, fueron
procesados nuevamente con los iniciadores
especie-especificos, y se obtuvo amplificacion
para L. (V.) panamensis (figura 2) en todos los
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Carril 1: marcador de peso molecular

Carril 2-5'y 7-13: grupos de L. panamensis
negativos para Leishmania (Viannia)

Carril 6: grupo de Lutzomyia yuilli positivo para
Leishmania (Viannia)

Carril 14: control negativo: ADN de 1 hembra de L.
ovallesi de la colonia de laboratorio (INS)

Carril 15: control positivo: cultivo de L.(V.)
panamensis, cepa de referencia (INS)

Figura 1. Deteccién de ADN de Leishmania (Viannia) con
los iniciadores B1 y B2 en un grupo de hembras de
Lutzomyia yuilli procedentes del peridomicilio de una vivienda
de Otanche.

grupos. No se observaron productos de
amplificacion al procesar los insectos con los
iniciadores bl y b2, especificos para L. (V.)
braziliensis (no se muestra el gel).

Discusion

La infeccién natural es uno de los criterios mas
importantes en la incriminacion de una especie
de Lutzomyia como vector de Leishmania (28) y
es el que presenta mayor dificultad en su
demostracioén (29,30). Actualmente, la PCR es
una técnica de alta sensibilidad utilizada con
frecuencia en los estudios epidemioldgicos de
leishmaniasis para la deteccion e identificacién
del parasito en pacientes, reservorios y vectores.
Es asi como se ha detectado infeccién natural
por Leishmania en varias poblaciones de
fleb6tomos en PerU, Venezuela y Bolivia (31-33).
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En el presente estudio, la PCR con los iniciadores
Bl y B2 permiti6é detectar infeccién natural con
Leishmania (Viannia) en tres de las cinco especies
de Lutzomyia procesadas con esta técnica.
Posteriormente, se estableci6 con los iniciadores
especie-especificos que los grupos positivos
contenian el parésito L. (V.) panamensis, el cual
fue aislado e identificado de pacientes
provenientes de las mismas veredas en las que
se realizaron los muestreos de los flebotomineos
en ambos municipios.

Aunqgue, en este estudio L. trapidoino fue hallada
naturalmente infectada con Leishmania, Molina
(34) en el area rural del municipio de Otanche
encontrd formas flageladas en 64 hembras de esta
especie. Sin embargo, el intento de aislamiento y
cultivo de los parasitos fue infructuoso. Por otro
lado, en el foco de leishmaniasis cutdnea ubicado
en Landazuri, Santander, Mufioz (35) disec6 558
hembras de L. trapidoi y observo flagelados en
11 hembras, 2 de las cuales resultaron positivas
para parasitos del subgénero Leishmania (Viannia).

L. trapidoi es un vector confirmado de L. (V.)
panamensis en otros focos de leishmaniasis
cutdnea en Colombia (11,29,35,36,), Panama (37)
y Ecuador (38). Es antropofilica y su capacidad

VECTORES DOMESTICOS DE L. PANAMENSIS EN BOYACA

Carril 1: marcador de peso molecular

Carril 2: control positivo, cultivo de L. (V.)
panamensis, cepa de referencia (INS)

Carril 3: control negativo, solucién salina

Carril 4: cultivo de L (V.) braziliensis, cepa de
referencia (INS)

Carril 5: ADN extraido de biopsia de hamster
inoculado con aspirado de una lesién activa de un
paciente del municipio de Pauna

Carril 6: grupo de hembras de Lutzomyia gomezi

Figura 2. Productos de amplificacion de la PCR con
iniciadores especie-especificos para Leishmania (Viannia)
panamensis en una muestra de un paciente de Pauna y en
un grupo de Lutzomyia gomezi de la misma localidad.

para soportar el desarrollo de L. (V.) panamensis
se ha confirmado en el laboratorio (39). En el
presente estudio, L. trapidoi fue la especie mas
abundante en el intradomicilio en ambos
municipios y en el peridomicilio, también, present6
una abundancia importante. Ademas, fue en la
gue mas se registré presencia de sangre en las
capturas del intradomicilio lo que indica
indirectamente su habilidad para alimentarse en
el interior de las viviendas. Estas caracteristicas
indican que L. trapidoipuede ser el vector primario
de la enfermedad en estos municipios y participar
en la transmision de la enfermedad a nivel
domiciliario.

En el municipio de Otanche se detect6 infeccién
por L. (V) panamenisis en dos grupos de L. yuilli.
En hembras disecadas de esta especie ya se
habian encontrado flagelados en Colombia (4) y
Brasil (40,41) pero no se habian logrado identificar.
Este se constituye en el primer reporte de
infeccion con parasitos identificados de
Leishmaniaen L. yuilli. En cuanto a su asociacién
con el domicilio humano, en el &rea de estudio, L.
yuilli se encontré en el intra y peridomicilio en
ambos municipios, lo que sugiere que podria estar
participando en el ciclo de transmision doméstico
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de la enfermedad, especialmente, en Otanche
donde este vector es mas frecuente. Esta especie
habia sido considerada como exclusiva de areas
boscosas en diferentes paises de Suramérica (16)
pero en los Ultimos afios se ha demostrado su
adaptacion a ambientes modificados por el hombre
encontrandose en cultivos, en el peri e
intradomicilio (42,43) y se ha demostrado su
caracter antropofilico (44,45).

En el municipio de Pauna, L. panamensis 'y L.
gomezi presentaron infeccién natural con L. (V.)
panamensis; la primera presenta una amplia
distribucién en Colombia, es antropofilica y vector
comprobado de L. (V.) panamensis en Panama
(37); también, ha sido incriminada en la
transmision de L. (V.) braziliensis en Venezuela
(46) y encontrada con flagelados no identificados
en Ecuador (47). En Colombia es la primera vez
que se reporta infeccién natural por L.(V.)
panamensis en 3 hembras de esta especie. Uno
de los grupos en los que se diagnostico la
presencia del parasito L. (V.) panamensis
correspondia a una hembra que presentaba
huevos maduros, lo que indica indirectamente que
la especie puede soportar el desarrollo del parasito,
permitiendo su multiplicacion, atin después de la
digestion de la sangre, por lo que se considera un
vector potencial en el domicilio (48).

Por su parte, L. gomezi, es una especie reconocida
por su comportamiento antropofilico y endofilico,
es considerada como probable vector en varias
regiones endémicas de leishmaniasis cutanea en
Colombia (2,11,35); ademas, ha sido encontrada
naturalmente infectada con promastigotes no
identificados en Panama (49), Ecuador (50) y
Colombia (29,36). Recientemente, en Venezuela
fue encontrada naturalmente infectada con
paréasitos identificados como L. braziliensis
(46,51). La presencia de alimento sanguineo en
la hembra de L. gomezi encontrada infectada en
este estudio llevaria a discutir dos posibilidades:
la primera es que la hembra se haya alimentado
horas antes de la captura de un reservorio
infectado o que se haya infectado con Leishmania
en una primera alimentacién y que acabara de
tomar su segunda o tercera alimentacion de
sangre, lo cual colocaria a esta especie como un
vector eficiente de Leishmania (48). Se ha
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demostrado en infecciones experimentales que
L. gomezi permite el completo desarrollo de L.
(V.) panamensis en su tracto digestivo (39,52).

Tanto L. panamensis como L. gomezi, en el
municipio de Pauna, fueron abundantes en el intra
y peridomicilio, lo cual est4 acorde con otros
reportes en los que se demuestra su habilidad
para adaptarse a ambientes modificados (53).
Ademas, se ha verificado su ingreso al
intradomicilio en diferentes focos de la enfermedad
tanto en areas rurales como periurbanas y urbanas
(54,55).

En el presente estudio, los porcentajes de
infeccidon natural en las especies procesadas
oscilaron entre 0,5 (para L. gomezi) y 1,6% (para
L. yuilli), 1o cual esté acorde con los porcentajes
encontrados en otras especies de Lutzomyia en
Suramérica empleando la PCR (23,25) y el método
convencional (29,56,57). L. yuilli presentd el
mayor porcentaje de infeccién natural, el cual
posiblemente estd asociado con una alta
abundancia estacional de esta especie en la época
en que se realizé el muestreo. Por otro lado, el
sitio en el que fueron recolectados los ejemplares
encontrados naturalmente infectados con
Leishmania en este estudio fue el peridomicilio,
lo cual sugiere el lugar donde estas especies
actlan como vectores.

L. yuilli, L. gomeziy L. panamensis cumplen con
varios de los criterios propuestos por Killick-
Kendrick (28) para ser incriminadas como vectores
de L. (V.) panamensis en la zona de estudio. Son
especies antropofilicas, tienen antecedentes
vectoriales reportados, se presentan con
abundancia en el peridomicilio en donde se cree
gue ocurre la transmision y fueron encontradas
infectadas con la misma especie de Leishmania
aislada de pacientes. Se sugiere, entonces, que
estas especies toman parte en el ciclo doméstico
de transmision del paréasito en la region.

Por su parte, L. hartmannies el vector comprobado
de Leishmania colombiensis en Colombia; es una
especie antropofilica y se encontré con frecuencia
en el intradomicilio en el municipio de Otanche;
sin embargo, su papel como vector de L. (V.)
panamensis en la zona de estudio esta por
determinarse.
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La colonizacion humana en las &reas rurales de
los municipios estudiados es relativamente
reciente y se ha acompafiado de una progresiva
devastacion de los bosques ya sea para la
explotacion de la madera, implementar cultivos o
la construccion de viviendas. Esto ha ocasionado
una disminucion en la diversidad de las especies
de fleb6tomos y de los animales silvestres de los
cuales se alimentan, por lo cual prevalecen
aquellas especies de Lutzomyia que se adaptan
mejor a los ambientes modificados y ocupados
por el hombre. En estos ambientes las especies
de fleb6tomos llegan a presentarse en altas
densidades ya que encuentran su supervivencia
garantizada gracias a la estrecha relacién con el
hombre y sus animales domésticos y esta
circunstancia incrementa el riesgo para los
habitantes de las zonas rurales de adquirir la
enfermedad en el interior de su domicilio o en el
ambiente circundante al mismo (58).

Las especies mas abundantes en el intra y
peridomicilio en ambos municipios, L. trapidoi, L.
hartmanniy L. yuillien Otanche y L. trapidoi, L.
gomeziy L. panamensis en Pauna, demostraron
adaptarse exitosamente a habitats degradados,
son antropofilicas y se confirmé la presencia del
parasito en tres de ellas por lo que se concluye
que estan involucradas en el ciclo doméstico de
transmision del parasito en la region.

En los Gltimos afios la domiciliacién de la
transmision de la leishmaniasis se ha reportado
de manera frecuente en Latinoameérica (59), lo cual
como es discutido por Campbell et al. (59),
presenta posibilidades de control a nivel
doméstico. Sin embargo, para que las medidas
de control sean exitosas se recomienda que,
ademés de la definicidon de los vectores, se
estudien parametros de comportamiento como la
actividad horaria de picaduray la endofilia de cada
vector.
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