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RESUMEN

Los vertebrados cumplen un papel importante en la epidemiologia de la leishmaniasis en
Sincelgo, donde actualmente existe un microfoco urbano de leishmaniasis cuténea, pero como
en otras regiones de Colombia, se desconocen las complegjas relaciones insecto-vertebrado. Los
registros sobre fuentes de ingesta se limitan a observaciones de captura de insectos sobre los
animales, e identificacion directa o indirecta de especies de vertebrados por técnicas
inmunolégicas y técnicas de biologia molecular. Aunque la utilidad de éstas Ultimas ha sido
probada en diferentes insectos vectores, se ha planteado que € éxito cuando se usan genes
nucleares depende del grado de digestion de la sangre. Sin embargo, tales aspectos son
desconocidos para genes mitocondriales, |0 que motivo nuestro interés en conocer e tiempo
efectivo de deteccidon del gen citocromo b y ademas emplear esta técnica en este trabgjo para
identificar cudles son las especies gque sirven como fuente de ingesta a los flebotomineos
asociados a la transmisién de Leishmania spp., en la ciudad de Sincelgo. Para esto se
recolectaron 100 hembras del género Lutzomyia (Lu.) con una trampa de luz tipo Shannon. Los
insectos capturados con la trampa Shannon e identificados como Lu. evansi fueron mantenidos
en jaulas de cria donde se les ofrecié sangre humana desfibrinada y descomplementada, en total
se alimentaron 80 hembras. Durante ocho dias consecutivos se sacrificd diariamente un numero
de hembras, a cada una se le extrgo el DNA, se amplificé un fragmento de 358 pb del gen
mitocondrial citocromo b y se analizaron los productos por electroforesis en gel de agarosa. Se
encontré que hasta los siete dias pos-ingesta se detecta la banda esperada, sin embargo, la
intensidad de la banda decrece a partir del dia dos debido probablemente a que € insecto
concentra las células sanguineas, y aungque no se observaron diferencias en la cantidad del DNA,
los extractos contenian altos niveles de proteinas que pueden inhibir la reaccion. Luego se
instalaron 4 trampas de luz tipo CDC y se capturaron 158 insectos, agrupados en 4 especies,
entre estos € .presentd restos de ingesta sanguinea y a partir de ellos se amplificd un fragmento
de 358 pb del gen mitocondrial citocromo b. Posteriormente, se secuenciaron 58 ampliconesy se
obtuvieron 37 secuencias de cinco especies de vertebrados: Bos Taurus (22/37), Equus caballus
(1/37), Cairina moschata (1/37), Tamandua spp. (1/37), y Homo s. sapiens (12/37) en Lu.

evansi, y Homo s. sapiens en Lu. panamensis. Estos resultados permiten concluir que Lu. evansi

12



es un flebotomineo con comportamiento antropofilico, aunque, en este estudio se encontrd
alimentada en alta frecuencia de Bos taurus, y puede alimentarse tanto de animales doméstico

como silvestres.

Palabras claves: Lutzomyia, Leishmaniasis, Fuentes de ingesta, Citocromo b, hospedero.
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ABSTRACT

Vertebrates play an important role in the leishmaniasis epidemiology in Sincelgjo, currently this
municipality has an urban microfocus of cutaneous leishmaniasis, however like in other
Colombia’s regions, the complex relationships between insect-vertebrate are unknown. The
records on blood meal source are limited to observations of capture of insects on animals and
direct or indirect identification of vertebrate species by both immunological and molecular
biology techniques. Although the utility of the latter ones has been tested in different vector
insects, it has been suggesting that success with used nuclear genes depends on degree of blood
digestion. However, these aspects have remained unknown on mitochondrial genes, for that
reason we focused our interest to know the effective detection time of cytochrome b gene and
use this technique to identify vertebrate species that has been used like blood meals source by
sand flies associated to transmission of Leishmania spp., in Sincelgjo municipality. For achieve
our aim, 100 Lutzomyia (Lu.) genus specimens were collected with a Shannon trap. Collected
specimens were kept in breeding cages where they were fed with desfibrined and
decomplemented human blood, for a total of 80 fed female. For eight consecutive days were
sacrificed daily a number of specimens, DNA was isolated and a fagment of 358 bp was
amplified from cytochrome b gene from each of females. Our results showed that seven days
post blood meal was detected the expected band, however band intensity decrease from day two,
probably because the insect concentrates the blood cells and although differences between DNA
amount, the DNA samples were high levels of proteins that could inhibit the reaction. Later four
CDC light traps were used, that ones collected 158 insects grouped in four species, the 42.4%
had traces of blood meal which allowed it get a fragment of cytochrome b gen. Subsequently, 58
amplicons were sent to sequencing, from that ones were obtained 37 sequences of five vertebrate
species. Bos Taurus (22/37), Equus caballus (1/37), Cairina moschata (1/37), Tamandua spp.
(/37), and Homo s. sapiens (12/37) in Lutzomyia evansi, and H. s. sapiens. inLu. panamensis.
These results suggest that Lu. evans is a sand fly with anthropophilic behavior though this work
showed that it fed with a high frequency on Bos taurus and it can feeding in both wild and
domestic animals.

Key word: Bloodmeal, leishmaniasis, sand fly, cytochrome b, host.
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1. INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria causada por protozoos del género Leishmania,
en la cual los parasitos son trasmitidos, en América, por la picadura de hembras infectadas,
pertenecientes al género Lutzomyia (Diptera: Psychodidae) (Franca, 1924). Segun la especie del
parésito del género Leishmania que este vector transmita y la respuesta inmune del hospedero
ante el parasito invasor, se originan diferentes formas clinicas de la enfermedad que incluyen
leishmaniasis cutdnea localizada, cutdnea difusa 0 mucocutanea, y leishmaniasis viscera
(Salgado, 2007). La primera de estas formas clinicas se caracteriza por la presencia de Ulceras
localizadas en €l sitio de la picadura y por ser la forma de mayor incidencia a nivel mundial
(Ortega-Barria, 2003). Esta antropozoonosis presenta una compl e a epidemiol ogia que resulta de
la diversidad de especies de Leishmania, reservorios y flebotomineos involucrados en e ciclo
transmision del parasito (Kreutzer et al., 1991; Ashford, 1996).

En Colombia se presentan todas las formas clinicas de la leishmaniasis, distribuidas
geogréficamente en todo €l territorio naciona con excepcion dd archipiélago de San Andrés y
Providencia 'y Bogot4, presentando una alta incidencia y prevalencia en gran parte del territorio
nacional, donde la forma cutanea es la més frecuente con e 99% de los casos sintométicos
(Zambrano, 2010; Sivigila, 2011).

En € pais, la leishmaniasis constituye un gran problema en Salud Publica debido a que se estima
gue mas de 10 millones de personas se encuentran en riesgo de adquirir la enfermedad, donde la
transmision principalmente se da en el @rearural, aungque existen registros de casos autoctonos en
zonas urbanas de Bucaramanga, Durania, Leticia, Neiva, Remedios, Villeta, Sincelgo vy
Cartagena (Bgarano et al., 2002; Fuyaet al., 2011; Sivigila, 2011).

Del tridngulo epidemiolégico de la leishmaniasis que integran vectores, parasitos y reservorios,
este Ultimo se ha investigado en menor proporcién, a causa de las dificultades para €l muestreo
de la mastofauna (De Lima et al., 2006; De Lima et al., 2008). Alrededor del mundo se han
incriminado organismos de la clase Mammalia como reservorios de parasitos en los diferentes

ciclos de transmision de leishmaniasis (Dereure, 1999).
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En Colombia se conoce poco sobre la identidad de los vertebrados que actian como reservorios
de las diferentes especies de Leishmania en € ciclo epidemioldgico de la leishmaniasis cuténea,
sefidlando como reservorios principales a algunas especies de mamiferos, que han sido
encontradas infectadas en ambientes silvestres y a las cuales se les ha comprobado su papel de
reservorio de Leishmania spp. en otros paises (Travi et al., 1994). En este sentido € estudio de
los hébitos y las preferencias aimenticias de los insectos puede suministrar elementos
importantes sobre la identidad de los potenciales reservorios de Leishmania, lo cual reduce el
esfuerzo, tiempo y los costos que implican los trabajos de busqueda de infeccion natural en
vertebrados.

La identificacion de los vertebrados que sirven como reservorios silvestres de Leishmania tiene
gran valor para la comprension del ciclo epidemioldgico de la leishmaniasis y suministra
informacion para e control de la enfermedad (Ashford, 1996). Una forma de identificar los
potenciales reservorios de Leishmania es mediante la determinacion de los animales que sirven
de fuente de alimento a las especies flebotomineas vectoras, con € fin de reducir €l espectro de
vertebrados a analizar para una posterior blsqueda de Leishmania en la mastofauna local
(Haouas et al., 2007). Esto se ha realizado mediante la observacion directa o indirecta, como
ensayos serologicos, métodos moleculares, respectivamente, los cuales pueden ser igua de
efectivos que las técnicas tradicional es para aproximarnos a los animal es que pueden servir como
reservorios, la implementacion de estas técnicas de biologia molecular se han convertido en una
herramienta alternativa de gran utilidad en la identificacion de vertebrados que actlan como
fuente de ingesta sanguinea para los flebotomineos (Sant'anna et al., 2008). Esto se debe a que

permiten incrementar notablemente la sensibilidad y el niUmero de especies identificables.

Inicialmente, esta tecnologia fue valorada con propositos forenses y epidemiol gicos con € fin
de determinar sangre de origen humano en insectos, para ello se emplearon marcadores genéticos
hipervariables como microsatélites, minisatélites, la region deg complgo mayor de
histocompatibilidad y elementos transponibles multicopia del genoma humano (Batzer &
Deininger, 2002). En la actualidad, € desarrollo e implementacion de la secuenciacion de genes
empleados en la caracterizacion genética de vertebrados, ha permitido ampliar los limites de

deteccion-identificacion a una mayor diversidad biolgica. Entre estos marcadores se destaca €l
16



gen mitocondria citocromo b (Cyt b), que ha sido propuesto como cddigo de barras utilizado en
la identificacion de insectos y que ahora también se aplica a la determinacion de animales que
sirven como fuente de ingesta sanguinea a mosquitos del género Anopheles (Johns & Avisel998;
Oshaghi et al. 2006), que fue usado en poblaciones de Lu. longipalpis y flebotomineo del Vigo
Mundo (Abbasi et al., 2008; Svobodova et al., 2009). Este marcador ha sido empleado en la
caracterizacion molecular de especies y € andisis filogenético de diferentes grupos de
vertebrados. Estos genes mitocondriales estan presentes en multiples copias por célula, 1o que
permite la obtencidn de resultados con alta reproducibilidad y sensibilidad. En la actualidad se
dispone de un considerable nimero de secuencias nucleotidicas de vertebrados (Johns & Avise,
1998), las cuales se encuentran en bases de datos como Genbank, donde estdn disponibles
aproximadamente 59 millones secuencias de vertebrados, 1o que facilita la determinacion
taxondémica de los animales que sirven como fuente alimenticia a los vectores de Leishmania

Spp.aunqueson escasos | os trabajos molecul ares de este tipo realizados hastalafechaen € pais.
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2. MARCO REFERENCIAL
2.1 Biologia de las especies del género Lutzomyia que actian como vectores de
leishmaniasis.

Los vectores naturales de Leishmania son dipteros holometdbolos, pertenecientes a la familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, género Lutzomyia. Morfol 6gicamente, se caracterizan
por presentar un tamafo promedio de 3 a 5mm de longitud, en estado de reposo pliegan sus
grandes alas formando un angulo agudo (en forma de letra V), poseen un cuerpo en e que se
diferencia claramente |la cabeza, € térax y €l abdomen, éste esta cubierto de cerdas y tienen
patas largas, son hematéfagos-fitofagos y por 1o genera solo las hembras son capaces de ingerir
sangre como fuente de proteinas para completar la maduracion de sus huevos, los machos por su
parte se alimentan de soluciones azucaradas que adquieren de las plantas. Estos insectos tienen
actividad crepuscular y nocturna, poseen un ciclo bioldgico terrestre que pasa por diferentes
estados de vida: huevo, larva, pupa y adulto, cuyo ciclo de vida varia segin la especie, en
promedio puede tardar 45 dias. Ademas de ser reconocidos como insectos vectores de
leishmaniasis, también transmiten los agentes etioldgicos causantes de estomatitis vesicular,
bartonelosis, de importancia en la salud publica y veterinaria (Young & Arias, 1992; Young &
Duncan, 1994).

2.2 Morfologia del insecto

Como todos los insectos tienen el cuerpo dividido en cabeza, térax y abdomen. El cuerpo, alasy
patas estan cubiertos de pelos finos (cortos y largos), observandose también escamas pequefias.
El color del cuerpo varia desde claro a pardo, pero la porcion dorsal del torax es la que muestra
mayor diversidad de coloracion, a tal grado que es una caracteristica muy Util para la
identificacion taxondmica de algunas especies. Las patas y € aparato bucal son largos y
delgados, las das no presentan patrones de coloracién y son sostenidas casi erectas
aproximadamente a 45° del abdomen, terminando en punta. Los machos del género Lutzomyia se
diferencian de las hembras por presentar genitales externos grandes y modificados para la copula
(Forattini, 1973).
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La cabeza esta articulada a la parte anterior del térax, con las piezas bucales tipo picador-
chupador dirigidas hacia abgo (Figura 1, B y C). En esta se localizan caracteres
taxondmicamente importantes, especialmente en las antenas, cibario, faringe y palpos (Black &
Munstermann, 1996; Fuentes, 2001). Los ojos son compuestos, relativamente redondos y
ocupan gran parte de la superficie de la cabeza. Las piezas bucales forman una probéscide
integrada por los siguientes estiletes: un par de maxilas, un par de mandibulas, la hipofaringey la
labro-epifaringe; todas laminares y protegidas por €l labium (Figura 1E) (Lewis,1971).

Como consecuencia de |os habitos hematofagos de las hembras, no compartidos por os machos,
existen diferencias con respecto a las estructuras bucales y a la porcion anterior del aparato
digestivo. Las piezas bucales de los machos carecen de mandibulas y las otras estructuras tienen
tamafo reducido, ademas en la parte interna de la cabeza de las hembras se observa un cibario
ubicado entre la faringe y la proboscide, mientras que en los machos se encuentra menos
desarrollada (Shabaan, 2006; Galati, 2009). Esta estructura tiene dos series de dientes, los
anteriores o verticales que se proyectan hacia abgjo de la cavidad y los posteriores o horizontales
gue se proyectan hacia atras de la faringe. El tamafio, nimero y forma de los dientes del cibario
son fundamentales para distinguir géneros, grupos de especies y especies. Con una zona
pigmentada que representa €l sitio de union de los muscul os posteriores sobre la pared dorsal del
cibario (Figura 1D) (Galati, 2003).

El térax se encuentradividido en tres segmentos. protorax, mesotérax y metatérax. Cada uno con
un par de patas. El mesotérax tiene un par de dasy €l metatérax un par de halterios o balencines
(Young & Arias, 1992). El abdomen es relativamente cilindrico y estd compuesto de 10
segmentos. La coloracion de este varia de acuerdo ala especie y € modelo o patron de las setas
delos tergitos y la presencia o ausencia de escamas 0 escamas cortas sobre la membrana pleural
pueden ser usadas para agrupar algunos taxones (Lewis, 1971). Los ultimos tres segmentos
abdominales se encuentran modificados para formar la genitalia. Los segmentos no modificados
estan constituidos de dos [aminas quitinosas, un tergito dorsal y un esternito ventral unidos por
una membrana pleural flexible, la cua permite que e abdomen de las hembras se expanda al
ingerir sangre (Walters, 1993).
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Figura 1. Cabeza de Lutzomyia. A. Macho, B y C Hembra, D. Cibario, E. Piezas bucales: 1.
Mandibula, 2. Labrum, 3. Hipofaringe, 4. Maxila, 5. Labium.

Fuente: Shabaan, (2006). pags. 156, 213

En la genitalia femenina (Figura 2A), Unicamente la morfol ogia de |os 6rganos internos es usada
para la identificacion de especies. La estructura genital interna consiste de una furca
esclerotizada (furca genital) originada de un orificio genital y que soporta capsulas pareadas,
denominadas espermatecas con ductos largos o cortos (Fuentes, 2001). Los ductos esperméticos
pueden estar separados o unidos a un ducto comun. La espermateca (Figura 2B) puede ser
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segmentada, presentar segmentacion incompleta, lisas o con denticulos y procesos. Hacia €l
extremo de |a capsula esta |a cabeza de |a espermateca, la cua puede presentar un cuello largo o
corto (Young & Perkins, 1984; Shabaan, 2006). La espermateca y sus ductos muestran gran
diversidad de formas entre | as especies.

La genitalia masculina consta de varias partes, tales como: coxitas, surestilos, parameros, adeago
0 pene, cercos, estilos y la bomba genital (Killick-Kendrick, 1978). En conjunto, los apéndices

abdominales en los machos son denominados terminalia (Figura 2C).

spermatheca

individual sperm ducl

genital fork =~

30 Mem. Amer. Ent. Inst., No. 54,

Figura 2. Genitalia de Lutzomyia. A. Genitalia hembra. B. Espermateca en detalle.
C. Terminalia de un espécimen macho.

Fuente: Young y Duncan (1994). pags. 156, 213.
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2.3 Fisiologia del insecto

Tres de los aspectos mas importantes de la fisiologia de los flebotomineos son €l proceso de
reproduccion y la manera en que obtienen y digieren alimentos de azUcar y sangre. Entre éstos,

es objeto de interés para €l presente estudio, la obtencion y digestion de sangre.

Las hembras de |os flebotomineos necesitan sangre como fuente de proteina para la maduracion
de los huevos. La busgueda de sangre depende de que el sistema nervioso del insecto se
encuentre en estado receptivo, €l cual puede ser modificado por su edad y variar con la hora del
dia. Aunque muchas especies de flebotomineos se alimentan principalmente por la noche,
algunos pican durante el dia en sitios de mucha sombra (Travi & Montoya, 1994).

El nimero de animales que pueden ser usados como fuente de sangre por estos insectos es
extenso e incluye reptiles, aves y mamiferos. En algunas especies se han identificado alimentos
de sangre de tres clases de vertebrados y esta falta de especificidad es clave en la transmision de
una antropozoonosis como laleishmaniasis (Travi & Montoya, 1994).La alimentacion sanguinea
en los flebotomineos es “telmofagica”, es decir, la hembra toma sangre de un pozo que forma
como resultado de la accidn cortante de sus partes bucales en la red de capilares del hospedero.
En todas las especies tales como Lu. longipalpis, € flujo de sangre aumenta por sustancias
altamente vasodilatadoras que estan presentes en su saliva (Jefferies, 1987). Un flebotomineo es
capaz de ingerir aproximadamente 0.5 microlitros de sangre, la mayor parte de la digestion de
este aimento ocurre en € intestino medio, rodeado por una matriz peritréfica, la cua es
segregada por las células epiteliales del intestino después de la alimentacién sanguinea, consiste
en un marco de quitina'y matriz de carbohidrato-proteina depositada laxamente, que se endurece
con €l paso del tiempo. Esta membrana pierde su integridad después de tres o cuatro dias o puede
ser lisada por quitinasas segregadas por promastigotes de Leishmania presentes en la sangre
(Schleinet al., 1991).

La digestién de la sangre es realizada por enzimas producidas en € intestino medio, cuya
actividad es gobernada por otros factores como e pH, capacidad de tampdn y potencial redox.

Parece que en |os flebotomineos la digestion del alimento procede hacia el interior desde la pared
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del intestino, €l alimento cambia de color rojo a pardo, y disminuye de tamafio, acompafiado por
el plegamiento de la pared intestinal. Los restos de alimento y la matriz peritrofica aparecen en el
intestino posterior. Las proteinas en e suero son los componentes méas importantes de un
alimento de sangre (Travi & Montoya, 1994; CIDEIM, 1994).

2.4 Reservorios de Leishmania spp.

A lo largo del tiempo, los flebotomineos han coevolucionado junto con los animales de los
cuales se aimentan, por 1o que se desarrolla una estrecha relacién con ellos y por ende, con los
microorganismos que los parasitan, esta estrecha relacion se debe en parte a las adaptaciones
morfo fisiologicas que le permiten a las hembras ingerir y digerir sangre como fuente proteica
para que sus ovulos fecundados completen € desarrollo embrionario (Ashford, 1996). Como
consecuencia, los vertebrados se han convertido en pieza clave dentro del ciclo de vida de los
flebotomineos y la focalizacion de las enfermedades causadas por los parasitos que estos
transmiten através de su picadura. En el caso de laleishmaniasis, se ha probado que |os patrones
de distribucion de los casos humanos de esta parasitosis, no solo dependen de la distribucion de
sus vectores, sino también de los animales silvestres y domésticos gque actlian como reservorios

delos parasitos (Dereure, 1999).

Los reservorios son definidos como sistemas ecoldgicos infectados con un agente parasitario
persistente, que comparten las mismas condiciones geograficas y ecoldgicas con los
flebotomineos, 1o que asegura € mantenimiento de la infeccion en la poblacion por largos
periodos de tiempo (Ashford, 1996), por lo tanto, constituyen piezas claves para las medidas de
control de la enfermedad. Tradicionamente, la determinacion de los reservorios de parasitos se
ha realizado mediante busgueda directa de Leishmania spp. entre la mastofauna local (Travi et
al., 1998; Alexander et al., 1998; Llanos-Cuentas et al., 1999), y aunque esta metodologia ha
permitido obtener informacion valiosa acerca de los reservorios, resulta altamente laboriosa
debido a los largos periodos de captura para obtener un nimero discreto de animales, a esto se

suma la dificultad para capturar representantes de toda la mastofauna (Haouas et al., 2007).
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En este sentido, en litoral Caribe de Colombia se han identificado a Didelphis marsupialis,
Proechimys conicollis, Cannis familiaris, Equus asinus y Choloepus hoffmanni como reservorios
de parasitos del género Leishmania (Corredor A. et al., 1989; Grimaldi et al., 1989; Rivero &
Blanco, 2003). Estos constituyen los Unicos trabajos realizados donde se han incriminado
especies de vertebrados como reservorios de Leishmania para la region Caribe y uno de los
pocos realizados en nuestro pais. AUn no se conoce qué otras especies de vertebrados, ademas
de las cinco anteriormente mencionadas, estan actuando como reservorios de la enfermedad.

Seguin trabagjos recientes, en Sucre estdn presentes por lo menos 28 especies de mamiferos
silvestres pertenecientes a 17 familias (tabla 1) (Galvan-Guevara, 2010), algunos de los cuales
podrian estar potencialmente implicados en los ciclos de transmision de Leishmania spp., sin
embargo, el 95% de estas especies no han sido investigadas para determinar si participan o no en

latransmision de la enfermedad.

Tabla 1.Listado de especies de vertebrados presentes en la zona de los Montes de Maria.

Familia Nombr e cientifico Nombre comun
DIDELPHIDAE Didelphis marsupialis Zorrachucha
Maemosa robinsoni Marmota
MYRMECOPHAGIDA  Tamandua mexicana Hormiguero
E
BRADIPODIDAE Bradipus variegatus Perezoso de tres dedos
EMBALLONURIDAE Rhinchonycteris naso Murciélago de trompa
sacopterix bilineata Murciélago rayado
Noctilio albiventris Murciélago pescador
PHYLLOSTOMIDAE Lonchorhina aurita Murciélago espada
Tonatia brasiliense Murciélago orgjaredonda

Phillostomus hastatus
Carollia brevicauda

Murciélago nariz
Murciélago colicorto

Artibeus jamaicensis Murciélago frutero

Desmodus rotundus Vampiro
MOL OSSIDAE Molosops planirostris Coladeratédn
CALLITRICIDAE Saguinus oedipus Titi cabeza blanca
CEBIDAE Aotus lemurinus Martica

Cebus capucinus Cariblanca

Alouatta seniculus

Mono aullador
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CANIDAE Cerdocyon thous Zorraperro

PROCYONIDAE Potos flavus Perrito de monte
SCIURIDAE Sciurus granatensis Ardilla
MURIDAE Oryzomis bicolor Ratén arrocero
Zigodontomys Ratén cola corta
brevicaudata
MURINAE Rattus rattus Rata negra
Mus musculus Raton casero
DASYPROCTIDAE Dasyprocta punctata Neque
LEPORIDAE Slvilagus floridanus Congjo

Fuente: Galvan-Guevara (2010). pag. 51.

2.5 Fuentes alimenticias de Flebotomineos.

En América, laidentificacion de las fuentes alimenticias se ha realizado mediante observacion
directa, evaluando la atraccion que gjercen diferentes especies animales confinadas en trampas
sobre individuos de una especie flebotominea, estudiando € patron de cristalizacion de la
hemoglobina animal contenida en e tracto digestivo del insecto y también por e andisis
seroldgico de la sangre, mediante ensayos de Precipitina o ELISA (Marassa et al., 2004;
Marassa et al., 2006; Oliveiraet al., 2008).

Los ensayos seroldgicos han permitido reducir el nimero de potenciales especies reservorios y
han ofreciendo informacion valiosa acerca de las preferencias alimenticias de los flebotomineos
en su ambiente natural (Nery et al., 2004; Marassa et al., 2004). Si bien es cierto que las
técnicas mencionadas han permitido comprender un poco mas la epidemiologia de la
leishmaniasis, también se han presentado grandes dificultades debido a la ata diversidad de
potenciales reservorios, a la carencia de sus respectivos antisueros, a los procesos digestivos de
los flebotomineos que afectan la estructura primaria 'y tridimensional de |os antigenos a detectar,
con una consecuente pérdida de especificidad y/o sensibilidad, y finalmente por € corto periodo
de tiempo de deteccion después que ha ocurrido la ingesta sanguinea, € cua no supera las 24
horas (Marassa et al., 2004; Haouas et al., 2007).

En la actualidad se han desarrollado técnicas de biologia molecular que ofrecen una aternativa

sensible y reproducible que permite superar dichas dificultades técnicas (Oshaghi et al., 2006;
25



Haouas et al., 2007; Abbasi et al., 2009), mostrando resultados como |os obtenidos en € estudio
de fuentes alimenticias de flebotomineos del Viejo Mundo (Abassi et al., 2008; Svobodovaet al.,
2009), donde € gen citocromo b (Cyt b) es & estéandar en identificacion de fuentes alimenticias
debido a que es de origen mitocondrial y puede llegar atener miles de copias por célula (Berry et
al., 2000; Svobodova et al., 2009).

En América este tipo de herramientas moleculares han sido poco evaluadas, en Colombia se han
realizado investigaciones en este campo, pero estudios previos desarrollados en € departamento
han demostrado la utilidad de esta técnica, por o que su implementacion resultaria muy Util y
novedosa para €l estudio del papel que desempefian los vertebrados en € ciclo epidemiol 6gico de

laleishmaniasis y de otras enfermedades compl g as transmitidas por artrépodos vectores.

En Colombia solo se cuenta con tres trabajos relacionados con la determinacion de fuentes
alimenticias en flebotomineos vectores de leishmaniasis, uno en Lu. longipalpis (Morrison et al.,
1993) y dos en Lu. evansi (Cochero, 2002; Paternina L.E., 2012). Observaciones realizadas
durante €l trabajo de campo (Young & Lewis, 1977; Begarano et al., 2002) han permitido
acercarnos a comportamiento alimenticio de diferentes especies del género Lutzomyia, siendo
quiza € caso mas citado e del flebotomineo Lu. cayennensis cayennensis (Young & Duncan,
1994; Cochero et al., 2007), especie que ha sido encontrada con tripanosomatideos en Los
Montes de Maria 'y que presumiblemente se alimenta de reptiles (Cochero et al., 2007), aunque
no se ha podido establecer laidentidad de estos animales.

En Sucre los resultados han mostrado que Lu. evansi en Los Pamitos y Ovejas se alimentan de
Bos taurus, Equus asinus, Homo sapiens, Sus scrofa, Equus caballus, Gallus gallus, Proechimys
guyanensis, con una frecuencia de 36.17, 34.04, 12.76, 8.5, 4.2, 2.12, 2.12% respectivamente
(PaterninaL.E., 2012).

26



2.6 Genes mitocondriales

El DNA mitocondrial (mtDNA) es un material genético circular cerrado de doble cadena que se
localiza en € interior de las mitocondrias celulares. Este genoma, de aproximadamente 16500
pares de bases (pb.), codifica una pequefia fraccion de las proteinas mitocondriales. Las proteinas
restantes del mtDNA son codificadas por el DNA nuclear (nDNA).

Las dos cadenas del mtDNA reciben el nombre de cadena L (ligerao light) y cadenaH (pesada o
heavy) atendiendo a su coeficiente de sedimentacion. La mayor parte de las secuencias
codificantes (28 genes) se encuentran en la cadena H. Estas secuencias se distribuyen en esta
cadena de forma muy compactada, llegando incluso a solaparse. EI mtDNA contiene
informacion de 38 genes: 2rRNA (12S y 16S), 22tRNA y 13 genes estructurales, los cuales
codifican diferentes subunidades de los complejos enziméticos del sistema de fosforilacion

oxidativa

- Tres subunidades de |a citocromo c-oxidasa (COl, 11 y 111) (Complgo 1V).

- Unasubunidad de la citocromo b (Cyt b) éxido-reductasa (compleo 111).

- Siete subunidades (ND-1, 2, 3, 4, 4L, 5y 6) del complego NADH deshidrogenasa (Complejo I).
- 2 subunidades (6 y 8) del complejo ATP sintetasa (Complejo V).

La regién mayor no codificante, conocida como region control o D-Loop, ocupa 1122 pares de
bases y se sitlia entre € gen que codifica para € RNA de transferencia de la prolinay € de la
feniladanina. En la region control se localizan €l origen de replicacion de la cadena H, los
promotores parala transcripcion de las dos hebras (PL yPH), dos lugares de uniédn de factores de
transcripcion (Tfam), tres blogues de secuencias conservados asociados con € inicio de la
replicacion (CSBI, 1l y 1Il) y las secuencias asociadas a la terminacién de cadenas (TAS)
(Coskun et al., 2003; Foran et al., 1988).
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Figura 3. Organizacion gendmica del DNA mitocondrial. OH y OL: Origenes de replicacion de
las cadenas H y L respectivamente. LSP: Promotor de la cadena L. HSP: Promotor de la cadena
H. Fuente: Coskun et al. 2003.

El ADN mitocondrial ha sido ampliamente sugerido y utilizado como marcador molecular; su
condicion haploide, herencia matrilineal, altas tasa de evolucion y la presencia de regiones
conservadas y variables, facilitan la tipificacion molecular de individuos y su uso para la
diferenciacion de los mismos a diferentes escalas taxondémicas, ventgas que han sido
aprovechadas en estudios con diversos grupos de insectos, incluyendo aquellos de importancia
médicay forense (Sperling et al., 1994; Behura, 2006.)

El gen citocromo b esta involucrado en € transporte de electrones en la cadena respiratoria de la
mitocondria. La variabilidad exhibida por € gen a diferentes niveles taxondmicos y su uso
exitoso como marcador molecular en conjunto con fragmentos de genes mitocondriales vecinos,
lo ha convertido en uno de los més usados para andlisis filogenéticos (Irwin et al., 1991). Asi
mismo, éste ha mostrado su utilidad en € estudio de complegos de especie, especies

morfol 6gicamente similares e incluso al interior de especies (Meyer, 1994).
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2.7 Aspectos Desconacidos en los Ciclos de Transmision de Leishmania

En Colombia se ha avanzado en la identificacion de los insectos vectores de leishmaniasis
cutanea, la busgueda de sitios de cria de los flebotomineos vectores y la identificacion de
parésitos en € vector, esto Ultimo, utilizando diferentes metodologias (Marin et al., 2009;
Vivero et al., 2011; Ovalle et al., 2006; Pérez-Doria et al., 2011). No obstante, el estudio sobre
la identificacion y caracterizacion de las fuentes alimenticias de flebotomineos y los probables
reservorios de leishmaniasis no han recibido la misma atencion, aun cuando en la actualidad se
presenta un proceso de domiciliacién de los insectos vectores y de urbanizacion de la
leishmaniasis cutanea, que hacen suponer la existencia de cambios en los patrones
epidemiolgicos clasicos (Degeux, 2002). Por otra parte, los estudios de identificacion de
fuentes alimenticias fueron realizados antes del ascenso epidémico de casos de leishmaniasis en
el pais (Morrison et al., 1993; Cochero, 2002; Zambrano, 2005), por tal razon esfactible que las
preferencias aimenticias de estos insectos hayan cambiado como respuesta a la dindmica de

transmision, que es producto directo de las interacciones entre |os reservorios y 10s vectores.

La determinacion de las fuentes alimenticias de los vectores de leishmaniasis proveeria
informacion valiosa sobre los patrones de dispersion debido a que es la hembra la que busca
sangre de un vertebrado, para la maduracion de sus huevos y una posterior oviposiciéon (Lane,
1993). Asi mismo, se accede a informacidn basica en relacion con los patrones alimenticios de
los flebotomineos y una aproximacion sobre las posibles predilecciones por alguna especie o
grupo vertebrado en particular. Por dltimo, permitiria avanzar en la planeacion y establecimiento
de estrategias de control con base en la interrupcion del contacto vector-reservorio. Por todas
estas razones, es prioritaria la estandarizacion de técnicas moleculares para la identificacion de
fuentes alimenticias y potenciales reservorios de parasitos, las cuales se perfilan como una
herramienta de gran utilidad y aplicabilidad para el entendimiento de los ciclos de transmision de

enfermedades transmitidas por vectores.
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3. OBJETIVOS

3.1 General:

v' Aplicar codigo de barras de ADN para la determinacion de las especies vertebradas que
sirven como fuentes de ingesta a insectos del género Lutzomyia en un microfoco de

leishmaniasis cutanea del municipio de Sincelgo, Sucre.

3.2 Especificos:

v Determinar la composicion de la fauna flebotominea asociada a un microfoco periurbano

de leishmaniasis cutdnea en la ciudad de Sincelgo, Sucre.

v' Determinar del tiempo efectivo de deteccion del gen Cyt b después de la ingesta

sanguinea.

v Identificar molecularmente las especies de vertebrados que sirven como fuente

alimenticia alas hembras flebotomineas.

4. METODOLOGIA
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4.1 Area de estudio

El municipio de Sincelgjo estd formado por superficies de relieve irregular y complgo, con
pendiente variable y altitudes que van desde |os 50 a los 260 metros. El clima es calido seco, con
una precipitacion promedio de 500 a 1200 milimetros; la formacion vegetal de acuerdo con
Holdridge es &l bosque seco tropical. En este se seleccion6 € barrio con mayor prevalencia de
leishmaniasis cutéanea. Se escogieron dos puntos para realizar la recoleccion de los
flebotomineos, en uno de los puntos se presentd un caso de leishmaniasis cutanea y el otro punto
se ubica a 20m aproximadamente, teniendo en cuenta que es la vivienda mas cercana. En cada
vivienda se instalaron trampas de luz tipo CDC ubicadas a 1,5 metros de datura en €
intradomicilio y € peridomicilio, las cuaes se dgjaron trabgando desde las 18:00 pm hasta las
06:00 am, e muestreo se realizd durante tres dias consecutivos, si se presenta lluvia por més de
dos dias consecutivos, se repetiria a dia siguiente; esto se realizo con el fin capturar los insectos
flebotomineos asociados a estos ambientes.

Figura 4. Ubicacion geograficadel area de estudio. Fuente: Google maps.

4.2 Deter minacion taxonomica de flebotomineos;
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Todos los insectos fueron examinados con ayuda del estéreo microscopio con € fin de separar
los flebotomineos alimentados.

L os especimenes fueron individua mente determinados hasta nivel de especie, para ello, éstos se
disertaron con ayuda de un estero microscopio para separar la cabeza y los Ultimos segmentos
del abdomen que constituyen la genitalia, éstas estructuras anatOmicas serdn maceradas
guimicamente con lactofenol (&cido lactico/fenol, en proporcion 1:1) durante 24 h para ser
fijadas posteriormente sobre [aminas portaobjeto usando bdsamo de Canadé. La determinacion
de especie se realiz6 empleando claves y descripciones pictéricas (Young & Duncan, 1994;
Galati, 2010). Adicionalmente, se consulto la Coleccidn de Artrépodos de Importancia Médica
de la Universidad de Sucre — CAIMUS, donde fue depositado el material entomol 6gico obtenido
en este estudio.

4.3 Extraccion de ADN total

Una vez conocida la identidad especifica de los flebotomineos, se realizd una extraccion de
ADN gendmico total a partir del térax y los segmentos proximales del abdomen de cada hembra
flebotominea alimentada, se hizo la extraccion de écidos nucleicos usando € protocolo de atas
concentraciones de sales descrito por Collins, 1987, con las siguientes modificaciones:
maceracion mecanica del insecto con un micropistilo plastico estéril en 60 pl del bufer de lisis
(0.08 NaCl, 0.16 M Sacarosa, 0.06 M EDTA, 0.5% SDS, 0.1 M Tris-HCL a pH de 7.5), luego
una digestion enzimética del macerado con Proteinasa K (1lug/uL) a 65°C durante 2 horas y su
posterior inactivacion a 95°C durante 5 min, seguida de la adicién de 14uL de Acetato de Potasio
8M e incubacion a 4°C durante 30 minutos, posteriormente se realizé una centrifugacion a
12.000g/10min/4°C. Al sobrenadante obtenido del paso anterior se adiciono 200 ul de Etanol
Absoluto y permanecio amacenada a 4°C durante toda una noche, luego se redizd una
centrifugacion a 12.000g/20min/4°C y se descartd € sobrenadante, el precipitado obtenido se
lavé con Etanol 70 % y luego se centrifugo a 12.000g/5min, luego se descart6 el sobrenadante
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y se lavd con etanol absoluto, posteriormente se secOd a temperatura ambiente, finalmente se re
suspendio el ADN en 30uL de agua ultra pura.

4.4Deter minacion del tiempo efectivo de deteccion del gen Cyt b después de laingesta
sanguinea.

Se utilizaron trampas de luz tipo Shannon y aspiradores bucales para recolectar un grupo de
aproximadamente 100 especimenes (Figura 6), l0s cuales se mantuvieron vivos en jaulas de cria
con una dieta basada en solucién de sacarosa al 70% (Montoya-Lerma et al. 1998), de éstos, solo
90 especimenes fueron alimentados experimentalmente, como se describe a continuacién con €
fin de validar la utilidad del gen citocromo b en la identificacion de alimentos sanguineos de

flebotomineos.

Figura 5. Trampa de luz tipo Shannon. Operarios capturando insectos con ayuda
delinternas'y un aspirador bucal. Fuente: Ana Montesino, José Vergara.
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El grupo de insectos mantenidos en las jaulas de cria fueron aimentados utilizando un
dispositivo de alimentacion e cua consta de un recipiente cubierto en la parte inferior con piel
de pollo de dos dias de edad, dicha membrana sostiene 2 ml de sangre desfibrinada y
descomplementada, posteriormente |os insectos fueron puestos en contacto con el dispositivo y
retirados luego de su alimentacion. Para verificar e éxito del proceso de alimentacion los
insectos fueron observados al estereoscopio. Una vez alimentados, fueron mantenidos en jaulas

decria

Para valorar € efecto del tiempo de digestion sobre la sensibilidad de la PCR del gen citocromo
b y su utilidad en la determinacion especifica de los vertebrados que actian como fuente de
ingesta, grupos diferentes de hembras alimentadas fueron extraidas de lajaulaalas 0, 24, 48, 72,
96, 120, 144 y 168 horas después de la ingesta sanguinea. Las hembras del género Lutzomyia
fueron determinadas taxonOmicamente a nivel de especie antes de redlizar las pruebas

molecul ares.

4.5Amplificacion de ADN devertebradosa partir de ingesta sanguinea de Lutzomyia spp.

La amplificacion de ADN de vertebrados se reaizé con oligonucledtidos derivados de los
cebadores  L14841 y H15149 (CCATCCAACATYTCADCATGATGAAA 'y
GCHCCTCAGAATGATATTTGKCCTCA) respectivamente, que amplifican un fragmento de
358pb del gen mitocondrial citocromo b en vertebrados (figura 5) (Steuber et al. 2005; Oshaghi
et al. 2006; Svobodova et al. 2009) con € siguiente perfil térmico de amplificacion optimizado:
desnaturalizacion inicial a 95C/5min, seguida por 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C/30seg,
alineacion de cebadores a 58°C/30seg y extension a 72°C/45seg, y por ultimo una extension final
a 72°C/5min.
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Figura 6. Posicién de los cebadores sobre su gen blanco. Fuente: Ana Montesino, José Vergara

en Snapgene 1.1

4.6Electroforesisde ADN en gel de Agarosa

Los productos de amplificacion obtenidos mediante PCR del gen mitocondrial Cyt b de
vertebrado fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa a 2% con previa adicion de la
tincion fluorescente para écidos nucleicos GelStarR, para ello 5uL del producto de PCR se
mezcl6 con 2uL de Azul de Bromofenol y luego se realizd una electroforesis horizontal en bufer
TBE 0.5X a 80 voltios durante 40 minutos. La fotodocumentacion de los geles se hizo con un
transiluminador Visi-Blue UVP Systems y una camara fotografica Cannon A640, |os productos
de PCR considerados positivos son |os que presentaron amplicones del tamafio esperado para el
gen evaluado, utilizando como referentes los controles positivos de PCR y un marcador de peso
molecular Promega 100pb DNA Ladder.
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4.7Secuenciacion de ADN y Analisis Genético

Los productos de Cyt b vertebrado obtenidos a partir de la sangre contenida de los tractos
digestivos de Lutzomyia fueron sometidos a secuenciacion de ADN en ambos sentidos de la
cadena del acido nucleico, con un equipo de electroforesis capilar 3730XL, las secuencias se
editaron y alinearon con €l programa MEGA 6 para obtener secuencias consenso por muestra.
Las secuencias de cada hebra y |a secuencia consenso de cada muestra fueron analizadas de la
siguiente forma e independientemente.

Las secuencias se compararon con las secuencias disponibles en la base de datos GenBank,
usando la herramienta Blast para determinar mediante los criterios de maxima identidad,
cobertura y puntuacion total en el aineamiento mdltiple, a qué especie animal pertenece la
sangre contenida en el tracto digestivo de los flebotomineos analizados. Se consideré que una
muestra es apropiada para € analisis genético cuando presenta una tasa de identidad superior al
80% con secuencias de las bases de datos NCBI, EMBL y DDBJ

36



5. RESULTADOS

5.1 Composicién de la fauna flebotominea con fuente de ingesta asociada a casos de
leishmaniasis cutanea.

En Diciembre del 2012 y en los meses de Enero, Mayo y Octubre del 2013 se capturaron en
Sincelgo un total de 635 hembras del género Lutzomyia (Lu), de las cuales 67 estaban
alimentadas. En total se capturaron 4 especies (Tabla 2), taxondmicamente agrupadas en tres

subgéneros (tres especies) y un grupo (una especie).

Tabla 2. Abundanciade lafauna flebotominea alimentada.

Especies Subgénero o grupo Abundancia %
Lu. c. cayennensis Micropygomyia 1 15
Lu. evansi Verrucarum 56 83,6
Lu. gomez Lutzomyia 3 45
Lu. panamensis Psychodopygus 7 10,4
Total 67 100

Respecto a la taxonomia de los flebotomineos, en la figura 7 se muestran algunos caracteres

morfol 6gicos empleados en |a determinacion de especie.

Figura 7. A) Espécimen del género Lutzomyia. B) pigmentacién del térax. C) espermateca. D)
cibario. Fuente: AnaMontesino, José Vergara.

37



La especie més abundante fue Lutzomyia evansi, con un total de 56 individuos recolectados,
presentando altas densidades en & peri domicilio durante las capturas realizadas (Figura 8),
seguida por Lutzomyia panamensis con 7 individuos, Lutzomyia gomezi con 3 y Lutzomyia c.

cayennensis con 1 individuo.

Domicilio Vs Especies
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Figura 8. Distribucion de abundancia por especie de flebotomineo respecto a domicilio (Intra
(color azul) y Peridomicilio (color rojo). Fuente: AnaMontesino, José Vergara.

5.2Deter minacion del tiempo efectivo de deteccion del gen Cyt b después delaingesta
sanguinea.

A partir de los 90 individuos sometidos a la aimentacion experimental, 80 de ellos se
aimentaron completamente, que fueron identificadas como Lutzomyia evansi. Grupos diferentes
de hembras alimentadas fueron obtenidos en las siguientes horas. 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144 y
168 después de la ingesta sanguinea, solo se tomaron para e experimento especimenes vivos,
estos fueron sometidos a extraccion de ADN y posteriormente PCR para la deteccion del gen
citocromo b (Tabla 3).
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Tabla 3. NUumero de especimenes procesados en los ensayos de determinacion del tiempo
efectivo de deteccion del gen Cyt b en hembras de Lutzomyia evans aimentadas bao
condiciones de laboratorio.

NUumero de 10 10 9 8 8 4 4 4
flebotomineos

procesados

Horas pos-ingesta O 24 48 72 96 120 144 168
sanguinea

Los 57 individuos obtenidos en las diferentes horas, se les realizé extraccion de ADN por €
meétodo de altas concentraciones de sales descrito por Collins(1987), se sometieron ala deteccion
del gen citocromo b mediante PCR y luego se verificaron los resultados por electroforesis en gel
de agarosa al 2%, se verificod qué productos correspondian con el tamarfio de la banda esperada de

350 pb. En todas | as horas pos-ingesta eval uadas se observé la banda esperada, pero laintensidad

de ésta en las 48 horas se vio disminuida (Figura 9).

Figura 9. Tiempo efectivo de deteccion del gen Cyt b en hembras de Lutzomyia evansi
alimentadas bajo condiciones de laboratorio. Fuente: Ana Montesino, José Vergara.
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5.3 Deter minacion de las especies de animales vertebrados que actian como  fuentede
ingesta sanguinea par a los flebotomineos silvestres.

Las 67 hembras que se capturaron alimentadas fueron sometidas a los andlisis moleculares.
Después de los procesos de extraccion de ADN, PCR vy electroforesis, se verifico qué productos
correspondian con el tamafio de |a banda esperada (350 pb), |0 que se observo en €l 86,6% de las
muestras. La intensidad de las bandas junto con las cuantificaciones de los productos de PCR
fueron variables, por tal razdn, se seleccionaron los que presentaron bandas definidas y
concentracion de ADN mayor a 400ng/ul, y fueron sometidos a procedi miento de secuenciacion
58 muestras (Figura 10).

109 111 115 118 121 123 124 126 128 129

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa a 2% de productos de PCR del gen citocromo b

amplificados a partir de ingestas sanguineas. Fuente: AnaMontesino, Jose Vergara.
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Los electroforegramas productos de la secuenciacion del gen citocromo b (Figura. 11), fueron
analizados genéticamente mediante el software MEGA 6, obteniéndose las secuencias consenso
y luego se realiz6 la comparacion de éstas con las secuencias encontradas en Genbank mediante
la herramienta BLAST (Figura 12), lo que permitié identificar el 63.8 % de las muestras
analizadas (37/58) como pertenecientes a vertebrados y 8 fueron identificadas como insectos
representando el 13.8%.
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Figura 11. Electroforegrama producto de la secuenciacion del gen Cytb. Fuente: Sofware Mega
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Figura 12. Herramienta BLAST, comparacion de las secuencias consenso obtenidas con las
encontradas en |la base de datos.
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Las relaciones filogenéticas inferidas entre las secuencias de la region parcial del gen citocromo
b de la ingesta sanguinea de Lutzomyia evans y las secuencias de referencia encontradas en
Genbank, fueron calculadas utilizando €l modelo de Neighbor-Joining, gustado con el modelo
Tamura-Nel (Tamura et al., 2013). Los resultados en e cladograma demuestran que este
marcador funciona muy bien paraidentificar la especie alacua corresponde la sangre contenida
en el tracto digestivo de Lutzomyia (Figura 13).

Equus caballus cyt b KJ917305
93 —— Equus caballus cytb AP013091
Equus caballus cyt b KJ917302
Lu. evaCSSVA 154 <G

68

97 Equus asinus cyt b FJ428527
Lu.evaCSSVA 133 Gam
Bos taurus (cytb) AY682374
Bos taurus cyt b EU365345

81 100

Myrmecophaga tridactyla cyt b AY886758
Lu.evaCSSVA 70 <¢mm

84

Tamandua tetradactyla mitochondrial genome
98 { Tamandua tetradactyla cyt b AF232019
71 Tamandua tetradactyla cyt b AF232023

Homo sapiensmitochondrion KM103656

57

Homo sapiens mitochondrion KJ923848

Homo sapiensmitochondrion KM495737
99

Lu. evaCSSVA 162 <=

e Lu. panaCSSVA 172«

Lu. panaCSSVA 136 <=
Cairinamoschata cyt b L08385
Cairina moschata CYT B EU755254
100 —— Cairinamoschata cyt b AF059098

Lu. evaCSSVA 178

Figura 13. Andlisis filogenético de laregion parcia del gen citocromo b, las flechas indican las
muestras, en la base de cada clado se muestra el soporte de rama, expresado como € porcentge
de veces en la que € andlisis produjo la misma asociacion entre las secuencias. El andlisis fue
Ilevado a cabo en MEGAG (Tamura et al. 2013). Fuente: Ana Montesino, José Vergara.
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A partir del andlisis filogenético se obtuvo que las fuentes de ingesta sanguinea para Sincelgjo
estan representadas por cinco especies de vertebrados, agrupados en 5 taxones de vertebrados
distribuidos en 4 familias de mamiferos y una de aves. Bos taurus (Mammalia: Bovidae), Homo
sapiens (Mammaliaa Hominidae), Equus caballus (Mammalia Equidae),Tamandua

spp.(Mammalia: Myrmecophagidae) y Cairina moschata (Aves: Anatidae). (Figura 14).

Fuentes de ingesta

Figura 14. Fuentes aimenticias identificadas (Bos Taurus, Cairina moschata, Equus caballus,

Homo s. sapiensy Tamandua spp.). Fuente: Ana Montesino, José Vergara.

En e municipio de Sincelgjo los flebotomineos capturados en € peridomicilio correspondieron
a 75%, esta zona comprende el area situada entre 5 y 10 metros alrededor del domicilio y
exhibieron caracteristicas tales como presencia de arboles y arbustos, sitios de descanso para

animales y corrales para ganado. Mientras que los flebotomineos capturados en € intradomicilio
correspondieron al 25% (Figura 15).
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Fuentes de ingesta por especie
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Figura 15. Fuentes aimenticias segun aeas domiciliares (rojo peridomicilio y azul
intradomicilio) en Sincelgo. Fuente: AnaMontesino, José Vergara.
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6. DISCUSION
6.1 Composicion de la fauna flebotominea asociada a casos de leishmaniasis cutanea.

La composicion de la fauna flebotominea aimentada en Sincelgjo, estuvo representada por

cuatro especies (Tabla 2).

L a especie que se capturd en menor proporcion fue Lu. ¢. cayennensis representando el 1,5% del
total de las especies capturadas. Lu. c. cayennensis se caracteriza por exhibir un fototropismo
negativo y en los pocos trabgjos realizados sobre su ecologia, se menciona que no son
antropofilicas y que se aimentan de reptiles pequefios, por lo cua se pueden halar en €
intradomicilio alimentandose de los mismos (Feliciangeli, 1987). Sin embargo, otros trabaos
refieren que esta especie posee un amplio rango de vertebrados de los cuales se alimenta, dado

gue se han encontrado alimentada de humano y otros mamiferos (Zeledon et al., 1982).

Por las preferencias alimenticias de esta especie, se sospecha que esta involucrada en €
mantenimiento de un ciclo de transmision de parasitos entre reptiles a igual que Lu. micropyga,
hipétesis que se soporta en € hallazgo de Lu. c. cayennensis y Lu. micropyga infectada con
tripanosomatideos, que no solo podrian ser patdgenos a reptiles, sino también a humanos.
(Cochero et al., 2007; Paternina-Gémez et al., 2011).

Otras especies como Lu. panamensisy Lu. gomezi, representaron € 104 y 4,5%,
respectivamente, del total de las hembras capturadas, sin embargo, no se puede descartar que
estén jugando un papel vectoria en la epidemiologia de la enfermedad, dado que se han
reportado con infeccién natural y experimental con diferentes especies de Leishmania
(Santamariaet al., 2006; Dominguez-Madera et al., 2010).

Lu. panamensis presenta una gran distribuciéon en Colombia, es antropofilica y vector
comprobado de Le. panamensis en Panama (Christensen et al., 1983), y esta incriminada en la
transmision de Le. brazliensis en Venezuela (Rodriguez et al., 1999). Recientemente se encontro
infectada por Leishmania (Leishmania) en la Costa Caribe (Dominguez-Madera et al., 2010), lo
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gue revela que esta especie podria ser un vector secundario en esta regién, debido a su
abundancia poblacional reducida

Por su parte, Lu. gomez, es una especie reconocida por su comportamiento antropofilico y
endofilico, es considerada como vector en varias regiones endémicas de leishmaniasis cutanea en
Colombia (Santamaria et al., 2006); ademés ha sido encontrada naturalmente infectada con
promastigotes no identificados en Panama (Johnson et al., 1963), Ecuador (Gomez& Hashiguchi,
1987) y Colombia (Fisher et al., 1943;Morales et al.,1981). Los antecedentes de esta especie
sugieren que puede actuar como vector de leishmaniasis, sin embargo, su densidad poblacional
en la zona de estudio es muy baja, por o que debera estudiarse a futuro su papel como vector

primario o secundario.

Lu. evans fue la especie méas abundante en la fauna flebotominea aimentada con sangre, y
represento € 83.6% de todos las flebotomineos capturados, cerca del 74.5% de los individuos de
Lu. evans fueron capturados en el peridomicilio, 1o que sugiere que este podria ser vector de los
parésitos que causan la leishmaniasis cutanea en e municipio de Sincelgjo, sumado a que esta
especie de Lutzomyia ha sido incriminada como vector de Le. infantum, y se ha encontrado
infectada con Le. braziliensis. (Pérez-Doria et al.,2011).

6.2 Determinacion del tiempo efectivo de deteccion del gen Cyt b después de la ingesta

sanguinea.

Se encontré que en los siete dias pos-ingesta se puede detectar la banda esperada, 1o que
demuestrala gran utilidad de este gen al momento de detectar fuentes ingestas y por consiguiente
su gran utilizacion en diversos trabajos (Abassi et al., 2008; Svobodova et al., 2009).

Sin embargo en nuestro estudio encontramos que la intensidad de banda de las 48 horas pos-

ingesta fue muy débil, en experimentos realizados en e Grupo de Investigaciones Biomédicas se

ha observado gue el segundo dia después de la ingesta sanguinea aparece un gran conglomerado

de glébulos rojos dentro de la membrana peritréfica, o que sugiere que la gran cantidad de

proteinas en ese momento no permite que la reaccion en cadena de la polimerasa se lleve a cabo

de manera eficaz. Esto se ve reflgado en la cuantificacion de proteinas en cada muestra, en la
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cua las muestras del dia dos presentaron valores en la relacion 260/280 bajas lo que indica
contaminacion por proteinas y sales. Sin embargo, estas dificultades no se presentaron en las

demés horas eval uadas donde |a banda esperada presenta una gran intensidad.

En nuestro trabajo se obtuvieron tasas de amplificacion del 70.1% (50/57) debido a la dificultad
gue se presentd en las muestras de 48 horas pos- ingesta. En este sentido €l gen mitocondrial
citocromo b presenta una amplia eficiencia de amplificacion y de reproducibilidad, que lo
sugiere como un marcador atamente productivo para identificar fuentes alimenticias en insectos
del género Lutzomyia.

6.3 Fuentes alimenticias de los flebotomineos

El andlisis de las secuencias de DNA obtenidas a partir de los amplicones, indica que Lu. evansi
posee una gran variedad de fuentes de ingesta, mientras que Lu. panamensis se encontro
aimentada solo de humanos (Figura 13). Teniendo en cuenta lo anterior, se discute la
importancia epidemiol 6gica de cada una de las especies de vertebrados de las cuaes se dimenta
Lu. evans.

6.3.1 Bostaurus

Bos taurus es la especie meor representada dentro las fuentes alimenticias de Lu. evans en la
zona de estudio, esta especie mamifera se ha estudiado poco en € ambito epidemiolégico de la
leishmaniasis, aunque en algunos trabajos realizados en zonas endémicas se reporta infectada
con tripanosomatideos (Mukhtar et al., 2000). Sin embargo, para el afio 2010 se reporto el primer
caso leishmaniasis cutanea en bovinos, cuyo agente patdgeno es una especie de Leishmania
descrita recientemente, que también causa leishmaniasis viscera en humanos (Lobsiger et al.,
2010). Estos hallazgos han sido complementados, con los estudios realizados por (Da Silva et
al.,2011) en Brasil, donde por primera vez se describe infeccion por parasitos del género

Leishmania en bovinos de Sur América. En Colombia, en estudios realizados en campo se
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encontraron especimenes de Lu. longipalpis infectados naturamente con flagelados, estos
flebotomineos fueron recolectados mediante cebo bovino en un corral adyacente a la vivienda
muestreada (Corredor et al., 1999)

El ganado bovino podria constituir uno de los reservorios de Leishmania en diferentes zonas del
pais, donde e control de esta enfermedad ha tenido pocos avances, y donde la principal actividad
laboral es la ganaderia. Estos bovinos también podrian actuar como un factor de riesgo para
adquirir la enfermedad, principamente en localidades donde los sitios de apacentamiento y
descanso de estos animales se encuentran cerca a domicilio y ayuda a la atracciéon de los

insectos a areas donde habitan los humanos.

6.3.2 Equus caballus

Esta especie fue hallada en la ingesta sanguinea de un espécimen. El caballo es usado como
medio de transporte en la Costa Caribe y €l nimero de individuos presentes en cercanias a la
vivienda varia dependiendo de la cantidad de personas y de las ocupaciones de los mismos. Por
lo general estos se encuentran en la misma proporcion que los asnos, y sus sitios de descanso

estan ubicados en e peridomicilio.

Los informes de animales domeésticos, como los caballos, con lesiones en la piel asociadas a
leishmaniasis han sido frecuentes en varias regiones endémicas de Brasil, Venezuela, Colombia
y Argentina (Branda”o-Filho et al., 2003), particularmente, en los lugares con una fuerte
deforestacion y en zonas de asentamientos antiguos. Los parasitos causantes de estas lesiones
han sido identificados como L. (V.) braziliensis 0 pertenecientes a complgo Leishmania
brazliensis (Branda”o-Filho et al., 2003), no obstante, no existe evidencia de esta especie como
reservorio de Leishmania, por lo que su importancia a nivel epidemiolégico se centra en €
mantenimiento de la poblacion flebotominea ala cua sirve como fuente de alimento sanguineo.
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6.3.3 Cairina moschata

El papel de esta especie en € mantenimiento y transmision de Leishmania ha sido poco
estudiado, algunos autores se refieren a estos como una barrera protectora contralaleishmaniasis
humana, dado que los lugares donde existen criaderos de aves en grandes volumenes con fines
comerciales (galpones), los flebotomineos no se alimentan de humano debido a que se alimentan
de las aves de manera oportunista, o que impide que Ileguen a domicilio y establezcan contacto
con €l humano, evitando asi |a transmision del parésito. Ademas, se ha identificado que las aves
Nno son reservorio de Leishmania, como se demuestra en € ensayo realizado por Trager en el cual
se demostré que los patos presentan una temperatura corporal superior ala necesaria para que €
parésito se pueda reproducir (Trager, 1953). A pesar que esta especie se encuentra en € area de
estudio, seguramente no actla como reservorio de la enfermedad, por sus caracteristicas
fisiologicas (Trager, 1953). Sin embargo, es necesario estudiar detalladamente la frecuencia con
gue los flebotomineos se alimentan de ésta'y su rol en la bionomia de tales insectos.

6.3.4 Tamandua spp.

L as especies de este género de mamiferos han sido incriminados como potenciales reservorios de
parésitos del género Leishmania como es e caso de Tamandua mexicana que debido a sus
habitos y biologia son similares a los de su especie hermana (Stephens et al., 2009; Navarrete &
Ortega, 2011; Lainson & Shaw, 2005). La otra especie de este género es Tamandua tetradactyla
alrededor de la cual se han hecho la mayoria de los estudios de reservorios debido a que se
encuentra en Suramérica, donde se han desarrollado estos estudios que la incriminan como
reservorio de especies del género Leishmania brazliensis guyanensis en Brasil (Lainson &
Shaw, 1980).

En nuestro estudio se encontrd un espécimen alimentado de Tamandua spp.en el intradomicilio,
lo cual es de gran importancia y un factor de riesgo debido a que estas especies tienen
antecedentes como reservorios comprobados de Leishmania y |os insectos pueden transmitir los

parésitos al humano en una segundaingesta sanguineay asi causar la enfermedad.
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6.3.5 Homo sapiens

Se hallaron 12 especimenes aimentados de humano (10 Lu. evansi y 2 Lu. panamensis), 9 de los
cuales fueron capturados en € peridomicilio, donde también se encontraron especimenes
alimentados de otras especies animales, y 3 en € intradomicilio. Esto sugiere que la poblacion de
flebotomineos que se esta alimentando de los animales domesticos o silvestres que actlian como
probables reservorios, se puede alimentar por segunda vez de humanos u otra especie animal y
con €lo diseminar € parasito adquirido en la primera ingesta sanguinea, con la consecuente
apariciéon de casos leishmaniasis. Esto es evidenciado en nuestro estudio por € halazgo de 5

especimenes de Lu. evans alimentados de Bostaurus a interior de lavivienda.
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7. CONCLUSIONES

» Lutzomyia evansi es |la especie méas abundante en la comunidad flebotominea del érea de

transmision del microfoco periurbano de leishmaniasis de la ciudad de Sincelgjo, Sucre.

> A las 48 horas de la ingesta sanguinea la banda esperada del gen citocromo b es muy
tenue, y debe ser considerado para asegurar el éxito y la reproducibilidad de los ensayos

de deteccion de fuentes de ingesta mediante genes mitocondriales

> Los flebotomineos se alimentan en e peridomicilio de animales domeésticos, sin embargo,
Lu. evansi es capaz de migrar a intradomicilio para reposar o realizar una segunda
alimentacién sanguinea, constituyendo asi un factor de riesgo para adquirir la enfermedad

en €l intradomicilio.

» Lu. evans presente en € area de estudio se alimenta de animales domeésticos y silvestres
entre los cuales estan vacas, caballos, patos y Tamandua spp., los cuaes tienen

importancia biolégicaen el ciclo de transmision de laleishmaniasis.
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8. RECOMENDACIONES

Se recomienda la evaluacion de otros marcadores genéticos exclusivos de vertebrados
como posibles alternativas al gen mitocondrial Cyt b, para sobrellevar las dificultades que

presenta este gen a coamplificar secuencias del insecto.

Se recomienda € andlisis de infeccion por Leishmania en poblaciones animales
identificadas como fuentes alimenticias de las diferentes especies flebotomineas, en
particular Bos taurus y Equus caballus.

Se recomienda realizar estudios de deteccion del marcador Cyt b en otras especies del
género Lutzomyia y en o posible realizar nuevos ensayos en |o que se aumente € nimero

de dias pos-ingesta.
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