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Xii
RESUMEN

En la Costa Caribe Colombiana, la leishmaniasis visceral (LV) constituye un importante
problema de Salud Publica, tradicionalmente los casos de esta enfermedad se restringian a
municipios particulares del macrofoco de Los Montes de Maria, sin embargo, recientemente se
han presentado nuevos brotes en areas rurales que se consideraban libres de esta enfermedad. En
tales escenarios, tanto los parésitos, como los reservorios y los insectos son desconocidos, lo que
limita, el disefio y aplicacion de medidas de control, en este contexto, el objetivo de este trabajo
fue conocer las especies de flebotomineos asociados a la aparicion de un caso autéctono de LV
que se presentd por primera vez en la vereda Toro, San Cayetano, Bolivar y detectar ADN de
Leishmania spp. en estos insectos. El estudio se desarrollé en mayo del 2015, los flebotomineos
fueron capturados usando trampas de luz emitida por diodos (LED), las cuales fueron ubicadas y
operadas entre las 18:00 y las 06:00 horas, éstas fueron ubicadas en ambientes peri y
extradomésticos. Las hembras fueron determinadas taxonémicamente y las no alimentadas
organizadas en grupos de hasta 20 individuos. La deteccién del ADN de los parasitos se realiz6
por PCR de la region conservada del minicirculo del kinetoplasto, del Espaciador Transcrito
Interno (ITS 2) y para el gen mitocondrial Citocromo b (Cyt b), los productos obtenidos, fueron
secuenciados y analizados en conjunto con cepas de referencia. En total se capturaron 2.178
flebotomineos. La especie mas abundante fue Lu. evansi (99.60%), seguida en orden descendente
por Lu. dubitans (0.30%) y Lu. trinidadensis (0,1%). Con base en la regién conservada del
minicirculo, se encontré que Lu. evansi y Lu. dubitans presentaron una frecuencia minima de
infeccion con Leishmania del 2,71% (n: 29/1.070) y 25% (n: 1/4) respectivamente. En Lu. evansi
se determin0 que tres grupos presentaron infeccion con Le. infantum y con la PCR semi-anidada

de la region del Espaciador Transcrito Interno (ITS 2), se encontré que Lu. evansi presentd una
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frecuencia minima de infeccion que corresponde a un 0,186% (n: 2/1.070), adicionalmente, se
encontrd que un grupo de esta especie presento infeccion con Le. braziliensis. Se concluye que
hembras de Lu. evansi y Lu. dubitans se infectan naturalmente con Leishmania spp. en la zona
bajo estudio y que Lu. evansi se infecta con Le. infantum y Le. braziliensis, lo que sumado a sus
antecedentes epidemiolGgicos como vector, su alta abundancia, amplia distribucién, su capacidad
de adaptacion y sus habitos alimenticios, sugieren que esta especie podria ser la responsable de la
transmision de estos pardsitos en la zona y no se descarta la aparicion de brotes cutaneos de la
enfermedad.

Palabras claves: Leishmaniasis, Lutzomyia evansi, Leishmania braziliensis, Leishmania

infantum, infeccién natural.
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ABSTRACT

In the Colombian Caribbean Coast, visceral leishmaniasis (LV) is an important public health
problem, traditionally the cases of this disease were restricted to particular municipalities of the
macrofocus of Los Montes de Maria, however, recently there have been new outbreaks in areas
rural who were considered free of this disease. In such scenarios, both parasites, reservoirs and
insects are unknown, which limits, the design and application of control measures, in this context,
the objective of this work was to know the phlebotomine species associated with the appearance
of an autochthonous case of LV that was presented for the first time in the village Toro, San
Cayetano, Bolivar and detected DNA of Leishmania spp. in these insects. The study was developed
in May 2015, phlebotominees were captured using light traps emitted by diodes (LED), which
were located and operated between 6:00 p.m. and 6:00 p.m., they were located in peri and
extradomestic environments. The females were taxonomically determined and the non-females
organized in groups of up to 20 individuals. The DNA detection of the parasites was performed by
PCR of the conserved region of the minicircle of the kinetoplast, of the Internal Transcribed Spacer
(ITS 2) and for the mitochondrial gene Cytochrome b (Cyt b), the products obtained were
sequenced and analyzed in conjunction with reference strains. A total of 2,178 phlebotominees
were captured. The most abundant species was Lu. evansi (99.60%), followed in descending order
by Lu. dubitans (0.30%) and Lu. trinidadensis (0.1%). Based on the conserved region of the
minicircle, it was found that Lu. evansi and Lu. dubitans presented a minimum frequency of
infection with Leishmania of 2.71% (n: 29 / 1.070) and 25% (n: 1/4) respectively. In Lu. evansi it
was determined that three groups presented infection with Le. infantum and with

semi-nested PCR from the region of the Internal Transcribed Spacer (ITS 2), it was found that Lu.
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evansi presented a minimum frequency of infection corresponding to 0.186% (n: 2 / 1.070),
additionally, it was found that a group of this species presented infection with Le. braziliensis. It
is concluded that females of Lu. evansi and Lu. dubitans are naturally infected with Leishmania
spp. in the area under study and that Lu. evansi gets infected with Le. infantum and Le. braziliensis,
which, added to its epidemiological background as a vector, its high abundance, wide distribution,
its adaptability and its feeding habits, suggest that this species could be responsible for the
transmission of these parasites in the area and the possibility of appearance of cutaneous outbreaks
of the disease.

Key words: Leishmaniasis, Lutzomyia evansi, Leishmania braziliensis, Leishmania infantum,

natural infection.
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INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad causada por parasitos protozoarios del género Leishmania
(Desjeux, 1996). Esta parasitosis sigue siendo una de las enfermedades desatendidas en el mundo
y afecta principalmente a la clase social mas necesitada en los paises en desarrollo (OMS, 2010).
La enfermedad es prevalente en 98 paises, distribuidos principalmente en zonas tropicales y
subtropicales (Alvar J, 2012), cada afio se registran entre setecientos mil y un millén de nuevos
casos, pero solo una parte de las personas infectadas por este parasito padecen la enfermedad
(OMS, 2017). En Colombia, la leishmaniasis es considerada un problema de Salud Publica y en
los ultimos afios se han registrado nuevos focos de la enfermedad, asi como la urbanizacion de los
ciclos de transmision en algunas regiones (MPS, 2005).

El parésito es transmitido a los vertebrados por la picadura de flebotomineos hembras,
principalmente del género Phlebotomus en Europa, Asia y Africa, y por especies del género
Lutzomyia en América (Bates, 2007). Aproximadamente 500 especies de Lutzomyia se encuentran
registradas en América, en Colombia estan presentes 153 especies y trece de éstas se han
encontrado infectadas naturalmente con Leishmania spp. (Bejarano & Estrada, 2016; Céardenas,
Pabdn, Anaya, & Sandoval, 2005; Corredor et al., 1989; Ferro et al., 2011; Ferro et al., 1995;
Florez etal., 2006; Kreutzer RD, 1991; Morales, Corredor, Céceres, Ibagos, & de Rodriguez, 1981;
Moreno et al., 2015; Munoz-Mantilla, 1998; Santamaria, Ponce, Zipa, & Ferro, 2006; Seccombe,
1993; B. Travi et al., 1990; Bruno L. Travi et al., 1996; Bruno L Travi, Montoya, Solarte, Lozano,
& Jaramillo, 1988; Trujillo et al., 2013; Vasquez-Trujillo et al., 2008; D. Young et al., 1987).

La leishmaniasis es una enfermedad epidemiologicamente compleja por la diversidad de

parasitos, vectores y reservorios, adicionalmente, diferentes factores como las condiciones
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socioecondmicas, climaticas, demogréficas y las conductas humanas son determinantes de la
aparicion de casos. La leishmaniasis visceral suele afectar a poblaciones pobres y marginadas,
afectando principalmente a localidades rurales y periurbanas (Boelaert et al., 2009).

En Colombia la LV representa un problema de Salud Publica que afecta principalmente a
menores de 5 afios de edad (C. Zambrano, Ayala, M., Fuya, O.,Montenegro, C.,Ayala,
N.,Rodriguez, J & et.al, 2015). Durante los afios 2008 a 2016 se han notificado 211 casos
confirmados; el 97,2 % proceden de los departamentos de Bolivar, Sucre, Cérdoba, Huila, Tolima
y Cundinamarca, con distribucion en 33 municipios del pais. El 68,7% de estos casos se
concentraron en los municipios de, EI Carmen de Bolivar, Ovejas, San Andrés de Sotavento,
Tuchin, Neiva y Sincelejo (SIVIGILA, 2013, 2014, 2015, 2016,2017).

Tradicionalmente, la leishmaniasis se ha presentado en zonas rurales de la Costa Caribe, con
continuos registros historicos de casos, sin embargo, en los ultimos afios hay presencia de focos
de la enfermedad en localidades donde nunca habia sido registrada esta patologia, por ejemplo, en
2001, en el departamento de Sucre se registrd un caso autéctono urbano de LV y desde entonces
se han presentado casos esporadicos (E. E. Bejarano, S. Uribe, et al., 2001; Eduar Elias Bejarano,
Uribe, Rojas, & Dario Vélez, 2002). Asi mismo, a finales del 2015, en Cartagena, Bolivar, se
confirmo la presencia de un caso de LV en una nifia de un afio de edad en el barrio Lo Amador,
cerca al sector turistico de la ciudad (C. Zambrano, Fuya, P., et al, 2015). En esta region, la LV
es una enfermedad endémica en areas rurales (L. Cortés & Pereira, 2011; L. A. Cortés, 2006; P.-
D. Cortés, et al, 2009; J Montoya-Lerma, 1996) y de ocurrencia esporadica en algunas ciudades y

centros urbanos de la region.
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En el departamento de Bolivar, en 2015, se presentaron 14 casos de LV, de estos el 93% (n:
13/14) se detectaron en la zona rural y urbana del municipio de ElI Carmen de Bolivar, mientras
que el 7,0 % (n:1/14 casos) se registré en San Juan Nepomuceno, municipio donde antes no se
registraba la enfermedad (SIVIGILA, 2015).

En la Costa Caribe del pais, se destaca la importancia Lutzomyia evansi como vector del agente
etiologico de la forma visceral (James Montoya-Lerma & Lane, 1996; Bruno L. Travi et al., 1996)
y en los Ultimos afios se ha empezado a generar evidencia de su papel como vector potencial de
paréasitos causantes de la forma cutanea de la enfermedad (A. Pérez-Doria, Romero, L., Martinez,
M., Rivero, M., & Bejarano, E. E, 2015; Pérez—Doria et al., 2011; Romero Ricardo, 2015).

En la vereda Toro del corregimiento de San Cayetano, departamento de Bolivar, se registro por
primera vez la ocurrencia de un caso autoctono de LV en un menor de 5 afios de edad. El primer
registro de un caso de LV en esta vereda evidencia la interaccion del agente etiolégico con sus
vectores, reservorios y humanos residentes en la zona, lo que constituiria un riesgo para la
poblacion que posiblemente no habia estado expuesta al contacto con estos parasitos. Estos
hallazgos crean la necesidad de identificar la fauna flebotominea presente, conocimiento
fundamental para comprender la ecoepidemiologia de la enfermedad en regiones donde esta
aparece con caracter emergente; asi mismo, este conocimiento deberia servir como base para
disefiar e implementar medidas de control vectorial por parte de las autoridades y organismos de
salud. En este sentido, el presente estudio se enfocd en conocer la composicién de especies de la
fauna flebotominea y en la busqueda de infeccion natural con Leishmania spp. en los

flebotomineos asociados a este caso de LV.
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1. OBJETIVOS

1.1. General:

Detectar infeccion natural con Leishmania spp. (Kinetoplastea: Trypanosomatidae) en
flebotomineos (Diptera: Psychodidae) asociados a un caso de leishmaniasis visceral en la
vereda Toro, San Cayetano, Bolivar.

1.2. Especificos:

e Estimar la abundancia relativa de las especies de flebotomineos presentes en la vereda

Toro, San Cayetano, Bolivar.

e Detectar infeccion natural con especies del género Leishmania en flebotomineos
recolectados en la vereda Toro, San Cayetano, Bolivar.
e Identificar molecularmente las especies de Leishmania que infectan de forma natural a los

flebotomineos recolectados en la vereda Toro, San Cayetano, Bolivar.
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2. MARCO TEORICO
2.1. Generalidades de la Leishmaniasis

La leishmaniasis como grupo de enfermedades son consideradas como la segunda parasitosis
maés importante a nivel global, por su alta morbilidad y prevalencia anual, afectando a gran parte
de la poblacion en el mundo (Sanchez, 2004). Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
cada afio se produce entre 50.000 y 90.000 nuevos casos de leishmaniasis visceral, ademas se
estima que 350 millones de personas estan en riesgo de adquirir la enfermedad.

La leishmanisis es una zoonosis causada por protozoos flagelados del género Leishmania, un
parasito intracelular obligado que infecta a humanos, mamiferos silvestres y domeésticos
(Assembly, 2007). Segun las manifestaciones clinicas la enfermedad se clasifica como
leishmaniasis cutanea (LC), mucocutanea (LMC) o visceral (LV). La forma cuténea se presenta
con Ulceras localizadas en el sitio de picadura (figura 1), la forma mucocutanea con destruccion e
inflamacién de los tejidos mucosos (figura 2) y la forma visceral con una infeccién visceral
diseminada (figura 3) (Alvar et al., 2012).

La LV es una enfermedad grave, potencialmente fatal, que se presenta en forma epidémica,
tanto en areas rurales como urbanas (Fernandez, 2010), con una incidencia anual de 500.000
nuevos casos (OMS, 2017). En el afio 2015, méas del 90% de los nuevos casos notificados a la
OMS se produjeron en siete paises: Brasil, Etiopia, India, Kenya, Somalia, Sudan y Sudan del Sur
(OMS, 2017), teniendo como agente etioldgico a Le. infantum en el Nuevo Mundo y a Le. donovani

y Le. infantum en el Viejo Mundo (OMS, 2010).
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Fig. 1. Leishmaniasis Fig. 2. Leishmaniasis Fig. 3. Leishmaniasis
clitanea mucocutanea visceral
(LC) (LMC) (LV)

Fuente: extraido de OMS, OPS 2014

2.2. Flebotomineos

Los flebotomineos (Diptera: Psychodidae) del género Lutzomyia, morfolégicamente, se
caracterizan por ser insectos pequefios, con poca capacidad de vuelo. Los adultos tienen un tamafio
que oscilaentre 3 y 5 mm, las hembras requieren de ingestas de sangre para realizar la ovoposicion,
mientras que los machos son fit6fagos. Estos insectos presentan actividad crepuscular y nocturna.
Su ciclo bioldgico es terrestre y esta compuesto por los estados de huevo, larva, pupa y adulto, con
una duracién en promedio de 45 dias (A. Young, 1992; D. G. Young, & Duncan, M. A. , 1994).
Los paréasitos del género Leishmania, son transmitidos a los mamiferos (incluido el humano), a
partir de la picadura de una hembra flebotominea infectada (Fernandez, 2012).

En el mundo estan descritas aproximadamente 1.000 especies de flebotomineos, de las cuales
600 estan en América. En Colombia estan registradas 153 especies de flebotomineos del género

Lutzomyia. A la fecha se ha detectado infeccion natural con Leishmania en trece especies, que
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incluyen: Lu. longipalpis y Lu. evansi con Le. infantum; Lu. trapidoi, Lu. gomezi, Lu. panamensis
y Lu. yuilli con Le. panamensis; Lu. spinicrassa con Le. braziliensis; Lu. umbratilis y Lu.
longiflocosa con Le. guyanensis; Lu. hartmanni con Le. colombiensis; Lu. trapidoi con el complejo
Le. braziliensis; Lu. flaviscutellata y Lu. antunesi con Leishmania spp (Cérdenas et al., 2005;
Cochero & Blanco, 2003; Ferro et al., 1995; Florez et al., 2006; Kreutzer RD, 1991; Morales et
al., 1981; Moreno et al., 2015; Munoz-Mantilla, 1998; Santamaria et al., 2006; B. Travi et al.,
1990; Bruno L. Travi etal., 1996; Bruno L Travi et al., 1988; Trujillo et al., 2013; Vasquez-Truijillo
etal., 2008; D. G. Young & Lawyer, 1987).

En la region Caribe, la cual esta tradicionalmente representada por los departamentos de
Cordoba, Sucre, Bolivar, Atlantico, Magdalena, La Guajira'y Cesar, se han encontrado 33 especies
Lu. abonnenci, Lu. atroclavata, Lu. cayennensis cayennensis, Lu. dubitans, Lu. evansi, Lu. gomezi,
Lu. micropyga, Lu. panamensis, Lu. pilosa, Lu. punctigeniculata, Lu. rangeliana, Lu. serrana, Lu.
shannoni, Lu. trinidadensis, Lu. venezuelensis, Lu. vespertilionis, Lu. walkeri, Lu. ylephiletor, Lu.
yuilli, Lu. bicolor, Lu. camposi, Lu. spinicrassa, Lu. longipalpis, Lu. carpenteri, Lu. ovallesi, Lu.
migonei, Lu. gorbitzi, Lu. caprina, Lu. antunesi, Lu. columbiana, Lu. disiuncta, Lu. dysponeta y
Lu. lichyi, de las cuales 19 estan registradas en el departamento de Bolivar (Bejarano & Estrada,
2016).

La capacidad vectorial del flebotomineo para transmitir las formas infectivas de los paréasitos
del género de Leishmania depende de la abundancia del flebotomineo, la tasa de supervivencia del
flebotomineo hembra, la duracion de su ciclo de vida y la frecuencia media de picadura del insecto
sobre un hospedador vertebrado (Dye, 1990).

De los flebotomineos del género Lutzomyia, 56 especies se catalogan como vectores

comprobados o sospechosos de Leishmania spp.(MAROLLI, 2013). En el pais, solo el 6.5% de las



23

especies de Lutzomyia han sido reconocido como vector de especies plenamente identificadas de
Leishmania (E. E Bejarano, 2015). Es asi como tenemos que estudios en la Costa Atlantica
Colombiana, reconocen el papel que desempefia la especie Lu. evansi en la transmision de Le.
infantum, agente causal de la leishmaniasis visceral (Cochero & Blanco, 2003; James Montoya-
Lerma & Lane, 1996; B. Travi et al., 1990). Es importante resaltar que Lu. evansi, es la especie
predominante en el &rea y participa en el ciclo de la forma visceral de la enfermedad.

En la actualidad, el método mas usado para detectar e identificar los parésitos presentes en
flebotomineos es la caracterizacion de regiones del ADN mitocondrial o nuclear del parasito
mediante técnicas como la PCR-secuenciacion (Gomez, Kato, & Hashiguchi, 2014). Entre los
marcadores moleculares empleados con esta finalidad, se encuentran el gen citocromo b (Asato et
al., 2009; Gomez et al., 2014), el espaciador transcrito interno del ADN ribosomal (Quiroga et
al., 2017; Régo et al., 2015), el gen de la proteina de choque térmico de 70 kDa (Fraga, Montalvo,
De Doncker, Dujardin, & Van der Auwera, 2010; Pereira, Teles, Marialva, Pessoa, & Medeiros,
2015) y la regién conservada del minicirculo del kinetoplasto en el género Leishmania (Lastre-
Meza, 2015; A. Pérez-Doria, 2011).

2.3. Agente etioldgico

El género Leishmania estd integrado por parasitos tripanosomatideos (Kinetoplastea:
Trypanosomatidae) que afectan a los vertebrados y que son transmitidos por la picadura de
flebotomineos (Diptera: Psychodidae) (Brilhante et al., 2015). Hay 53 especies descritas de
Leishmania en el mundo y alrededor de veinte presentan importancia médica (Akhoundi et al.,
2016).

Segun su desarrollo en el intestino del insecto vector, taxonomicamente, los parasitos han sido

agrupados en dos subgeéneros: Le. (Leishmania) descrito por (Safjanova, 1982) que agrupa las
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especies con desarrollo suprapilérico de los flagelados y el subgénero Le. (Viannia) descrito por
(Lainson & Shaw, 1987), que agrupa a las especies de multiplicacion peripildrica. Colombia es
uno de los tres paises con mayor nimero de especies del género Leishmania (siete especies)
patdgenas para el humano, donde el 0.3% de los casos son de LV por Le. infantum, el 99.3% de
LC y 0,4% de LMC; estas manifestaciones son asociadas a Le. panamensis y Le. braziliensis
(Ramirez et al., 2016).

2.4. Ciclo de vida de Leishmania spp.

2.4.1. Ciclo de vida de las especies del género Leishmania en el en el insecto y el humano

En el ciclo de vida del parésito, los promastigotes metaciclicos, una vez en la proboscide del
flebotomineo hembra son introducidos por la picadura en un hospedador vertebrado durante la
ingesta de sangre, los parésitos son fagocitados por los macrofagos, células de Langerhans y
activan el complemento. Aunque muchos promastigotes son destruidos por células del sistema
inmune, en los fagolisosomas (vacuola parasitofora) pierden el flagelo y se transforman en
amastigotes, multiplicandose por fision binaria. Las células infectadas se rompen finalmente y los
amastigotes se diseminan, de acuerdo a factores del parasito y del hospedero. Cuando
flebotomineos libres de infeccidn se alimentan de hospederos infectados, ingieren las células con
amastigotes, los cuales sufren cambios bioquimicos y morfoldgicos en el intestino medio del
insecto, se multiplican y finalmente migran a la probo6scide como promastigotes metaciclicos,

altamente infectantes, ocurriendo de nuevo el ciclo (Uribarren, 2011).
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Estadios en el insecto Estadios en el humano

Los promastigotes son fagocitados
e por macrofagos y otras células
fagociticgs mononucleares

o El insecto ingiere sangre

Los promastigotes se dividen en (inyecta promastigotes en piel)

intestino y migran a proboscide

e
N

Los promastigotes se
transforman en amastigotes

o Los amastigotes se transforman en
promastigotes en intestino del insecto

e

e Celula parasutada
ingerida

Los amastigotes se multiplican en células
de varios tejidos e infectan otras células

A

o El insecto ingiere sangre
(y macrofagos infectados con amastigotes)
A= Estadio infectante
A\ = Estadio diagnéstico

Figura 4. Ciclo de transmision de Leishmania spp.
Fuente: extraido de http://www.cdc.gov/dpdx/

2.5. Ciclos epidemiolégicos de transmisién de Leishmania
En la Costa Caribe se han descrito tres escenarios epidemioldgicos, dos de carécter rural y uno
urbano, de transmision de Leishmania spp. al humano (Eduar Elias Bejarano et al., 2002;
Lambrafio Cruz, Manjarrez Pinzén, & Bejarano Martinez, 2012). Uno de los escenarios rurales
comprende, basicamente, a la poblaciéon masculina, que, en razon a su trabajo, ingresa al habitat
del vector y es ahi donde adquiere la infeccion, el otro escenario rural, es de caracter doméstico,
este afecta a la familia en general, sin distincion de edad o sexo, puesto que el contacto con el
insecto vector se produce cerca o dentro de las viviendas. Adicionalmente, hace cierto tiempo se

describe un tercer escenario por casos de LC y LV, que ocurren, esporadicamente, en areas urbanas


http://www.cdc.gov/dpdx/
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y periurbanas de los departamentos de Sucre y Bolivar (Eduar Elias Bejarano et al., 2002; L. A.
Cortés & Ferndndez, 2008).

Los registros de los casos de leishmaniasis en Colombia muestran que el nimero de casos bajo
en los Gltimos cinco afios y se ha observado una variacion de los patrones ecoepidemiolégicos
clasicos de transmision, puesto que algunas especies de insectos vectores ha mostrado aumento

tanto en su distribucién espacial como en su hébitat (Ferro et al., 2015).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Area y tipo de estudio

La investigacion fue desarrollada en la zona rural de la vereda Toro del corregimiento de San
Cayetano del departamento de Bolivar, ubicado al noroeste del municipio de San Juan
Nepomuceno. Esta vereda fue escogida para el estudio porque alli se registrd por primera vez la
ocurrencia de un caso autdctono de LV en un menor de 5 afios de edad. Este municipio tiene una
poblacion total de 32.514 habitantes segun datos del censo (DANE, 2005), de los cuales 8.787
viven en la zona rural. La principal actividad econdmica municipal es la ganaderia y la agricultura.
Ecol6gicamente, el municipio se clasifica dentro de la zona de vida bosque seco tropical (bs-T)
segun Holdrige, 1967, con temperatura media anual de 27,7 °C, humedad relativa superior al 80%,
precipitacion de 1400 mm y una altura de 1,67 M.S.N.M (Sitio oficial de San Juan Nepomuceno
en Bolivar, 2012). Las lluvias en la zona tienen un régimen estacional bimodal (Arango, 2012.), el
mes de mayo, que corresponde a la época de estudio, conforma el primer periodo lluvioso (Sitio

oficial de San Juan Nepomuceno en Bolivar, 2012).
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Figura 5. Area rural del corregimiento de San Cayetano, municipio de San Juan
Nepomuceno, departamento de Bolivar, Colombia. Fuente: QGIS v. 2.18.14 para macOS Sierra
(QGIS Development Team®©, 2016).

En general, las viviendas de la vereda Toro del corregimiento de San Cayetano son de tipo
artesanal, presentan caracteristicas similares como techo de zinc, paredes de madera, piso de tierra,
presencia de animales domésticos y abundante vegetacion en el entorno.

Entre los vertebrados que se observaron durante la captura de los insectos estuvieron animales
domésticos como Canis familiaris (perro), Felis catus (gato), Gallus gallus domesticus (gallina),

Sus scrofa (cerdo), Equus asinus (burro) y Bos taurus (vaca); y silvestres como Didelphis

marsupialis (zariglieya) y Dasypus novemcinctus (armadillo).
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La vegetacion del peri y extradomicilio estuvo compuesta principalmente por Mangifera indica
(mango), Gliricidia sepium (mata raton), Arecaceae (palma), Crescentia cujete (totumo), Annona
purpurea (Guanacona), Tabebuia rosea (roble), Melicoccus bijugatus (mamon), Bougainvillea sp.
(trinitaria rellena), Lippia alba (salvia morada), Tamarindus indica (tamarindo), Enterolobium
cyclocarpum (orejero), Ixora coccinea (coralito), Psidium guajava (guayaba), Anacardium
excelsum (caracoli) Albizia carbonaria (guacamayo) y Cocos nucifera (coco).

Desde el punto de vista estadistico, el estudio se puede catalogar como transversal descriptivo.

3.2. Estimacion de la abundancia relativa de las especies de flebotomineos presentes en la

vereda Toro, San Cayetano, Bolivar.

3.2.1. Busqueda entomoldgica

Los flebotomineos fueron recolectados en las semanas subsiguientes a la notificacion del primer
caso de LV en la vereda Toro. La captura de los insectos se realiz6 con trampas de luz emitida
por diodos(Castillo Arroyo, Bejarano, & Pérez-Doria, 2011), las cuales fueron instaladas en cuatro
sitios: relicto de bosque, corral de cerdos, corral de bovinos y area usada para el pastoreo. Las
cuatro trampas fueron operadas entre las 18:00 y las 06:00 horas del 5 al 6 de mayo del 2015, para
un de esfuerzo de muestreo de 12 horas/trampa.

Como peridomicilio se considerd una distancia hasta 100 metros de la vivienda y se incluyeron
dos sitios de reposo de animales domésticos en este ambiente: corral de cerdos y corral de bovinos.
Como extradomicilio se catalog6 una distancia mayor de 100 metros en la cual se encontraba un

relicto de bosque y area de pastoreo.
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Figura 6. Instalacion de trampas en sitios de muestreo.
Fuente: Maira Aleméan

Figura 7. Trampa de luz emitida por diodos.
Fuente: Maira Aleméan

Los individuos colectados se depositaron en recipientes plasticos, rotulados con fecha y el sitio
de captura, para su trasporte hasta el Laboratorio de Investigaciones Biomédicas de la Universidad
de Sucre.
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3.2.2. ldentificacion taxonémica de flebotomineos por caracteres morfoldgicos

La identificacion taxonomica de las especies de flebotomineos recolectados se realizd
analizando las estructuras anatomicas (cabeza, ala, genitales internos y externos), para este
proposito los flebtomineos fueron separados macroscopicamente del resto del material bioldgico
que no pertenecia al grupo de interés. Luego se realiz6 un corte en los tres ultimos segmentos
abdominales, los cuales fueron aclarados en una mezcla de lactofenol (&cido lactico y fenol) en
proporcion 1:1(volumen/volumen). Estas estructuras se montaron temporalmente en [d&minas y se
analizaron bajo el microscopio.

La determinacion de especie de los flebotomineos se realizé empleando las claves taxonémicas
descritas por Young y Duncan, 1994 (D. G. Young, & Duncan, M. A. , 1994) y Galati, 2015
(Galati, 2015). En la determinacion taxondmica se adopt6 el esquema tradicional de tres géneros
Lutzomyia, Brumptomyia Franca y Parrot, 1921 y Warileya Hertig, 1948, segln lo estipulado en
Young y Duncan (1994). Para hacer las pruebas de deteccion del ADN de los parasitos del género
Leishmania, los flebotomineos de la misma especie fueron organizados en grupos de 1 a 20
individuos, teniendo en cuenta el sitio de captura.

De los 2.178 flebotomineos recolectados, 1.101 se encontraron con restos de sangre en el tracto
digestivo, por tanto, en estas hembras no se buscd infeccion con Leishmania puesto que existe
polémica en caso de muestras positivas, porque no se puede diferenciar entre una hembra recién
ingurgitada con sangre infectada y una hembra previamente infectada, con base en este criterio, se
seleccionaron los 1.077 flebotomineos donde no se observéd la presencia de sangre para hacer la

busqueda de los parasitos.
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3.3.Deteccion de infeccion natural con especies del género Leishmania en flebotomineos

recolectados en la vereda Toro, San Cayetano, Bolivar

3.3.1. Extraccion del ADN

A partir del cuerpo de cada espécimen del género Lutzomyia se realiz6 una extraccion
empleando el protocolo de extraccion de ADN de altas concentraciones de sales descrito por
Collins et al, 1987 (Collins F., 1987), con ajustes realizados en trabajos previos (Pérez-Doria A.,
2008) que incluyen la maceracién mecéanica del insecto con un micropistilo en 100 ul del bafer 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 degradacién de proteinas con proteinasa K a 65°C por dos horas, posteriormente se inactivo
la proteinasa K a 95°C por 5 minutos, seguido de la adicion de 14 pul de acetato de potasio 8M y se
incubo a -4°C por 30 minutos. Después se realiz6 una centrifugacion a 12.000 rpm/20min/4°C,
luego se adicion6 un volumen de isopropanol y se almacend -20°C toda la noche para la
precipitacion del ADN. Al sobrenadante obtenido del anterior paso se le realizé un lavado con
200 ul etanol al 70% y etanol absoluto, entre cada lavado se realizd una centrifugacion a
12.000rpm/5min/4°C.

Posteriormente, el ADN extraido fue secado a temperatura ambiente de 15 a 30 minutos y
resuspendido en agua ultrapura. Las muestras obtenidas fueron depositadas y rotuladas en un tubo
de microcentrifuga de 1.5 ml, se cuantificaron en un espectrofotometro de pedestal determinandose
la concentracion y pureza del ADN extraido, finalmente fueron conservados a -20°C hasta su

utilizacion.
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3.4. Deteccidn de Leishmania por reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

3.4.1. PCR de la region conservada del minicirculo.

Con el fin de detectar la presencia de ADN del paréasito en los flebotomineos se realizd una
PCR convencional, en ella se utilizaron los cebadores 13A: 5°’-GTG GGG GAG GGG CGT TCT-
3’y 13B: 5’-ATT TTA CAC CAA CCC CCA GTT-3’, descritos por (Rodgers, Popper, & Wirth,
1990), que delimitan un fragmento de ~ 120 pb de la regién conservada del minicirculo del
kinetoplasto en el género Leishmania. Este segmento es Gtil como marcador molecular porque
existen aproximadamente 10.000 a 20.000 copias de los minicirculos del ADNK en un solo parasito
lo que ofrece una alta sensibilidad, adicionalmente, los cebadores delimitan una region que es
conservada en el género Leishmania. Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de 25 pl
y se usaron las siguientes condiciones: Bufer de PCR 1X, 1,5 mM MgClI2, 0.2 mM de cada dNTP,
0,4 UM de cada cebador y 1.25 unidades de Platinum® Taq DNA Polymerase. Como control
positivo se utilizd6 ADN de una cepa de referencia de Leishmania (Le. infantum
MHOM/CO0/2013/77) y como control negativo se usé agua ultrapura. En la Tabla 1 se describe el
perfil térmico empleado. Los productos de la PCR se secuenciaron de forma automatizada,
utilizando los mismos oligonucleétidos de la PCR.

3.4.2. PCR semi-anidada del Espaciador Transcrito Interno (ITS).

Adicionalmente, en la busqueda de infeccién con parasitos tripanosomatideos se us6 como
blanco, una region el ADN ribosomal, que ha sido util para la genotipificacion de
tripanosomatideos en flebotomineos (A. Pérez-Doria, 2011; Quiroga et al., 2017; Régo et al.,
2015), estos genes se encuentran presentes en multiples copias hay entre 150 y 200 copias de estos
genes de ARNr en el genoma de Leishmania y sus patrones de polimorfismo permiten la

tipificacion de especies como ha sido demostrado en estudios previos (Cupolillo, Grimaldi Jr,
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Momen, & Beverley, 1995; Mauricio, Stothard, & Miles, 2004; Odiwuor et al., 2011; Schonian et
al., 2001). Con este proposito se realiz6 una PCR convencional semi-anidada, en la primera ronda
se amplifico la region del espaciador transcrito interno (ITS), empleando los cebadores LITSV
5-ACACTCAGGTCTGTAAAC-3’y LITSR 5-CTGGATCATTTTCCGATG-3', que flanquean
una secuencia de longitud 1088 pb (El Tai, Osman, El Fari, Presber, & Schonian, 2000). Como no
se obtuvo el fragmento de interes, se realizd una segunda ronda de amplificacion tipo PCR
TOUCHDOWN, empezando con 94°C para la desnaturalizacion, constd de 10 ciclos con una
temperatura inicial de alineamiento de 61°C, disminuyendo 1°C cada ciclo; seguido de 35 ciclos
con una temperatura de alineamiento estable a 51°C y finalizando con una temperatura de
extension de 72°C con los cebadores LITSV 5-ACACTCAGGTCTGTAAAC-3'y L5.8SR 5'-
AAGTGCGATAAGTGGTA-3, los cuales delimitan un fragmento de 750 pb (de Almeida et al.,
2011; El Tai et al., 2000). Ambas reacciones se llevaron a cabo en un volumen total de 25 pl, para
la mezcla de PCR se utilizaron 3 pl del ADN extraido originalmente o una dilucién (2/100) de los
productos de PCR de la primera ronda, se usé Bufer de PCR a una concentracion final de 1X, 1,5
mM MgCl2, 0.2 mM de cada dNTP, 0,4 uM de cada cebador y una unidad de Platinum® Taq
DNA Polymerase. En la Tabla 1 se describe el perfil térmico empleado. Se incluyé el control
positivo del producto de PCR de la primera ronda a partir de cepa de referencia de Le. guyanensis.
Los productos de la PCR fueron purificados con base al protocolo de purificacion descrito por
(Watanabe, 1999) con algunas modificaciones posteriormente los productos obtenidos se
mandaron a secuenciar de forma automatizada en la compafiia Macrogen, utilizando los mismos

oligonucledtidos de la PCR final.
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3.4.3. PCR-anidada con el gen citocromo b (Cyt b).

Como alternativa en caso de que no se lograra la identificacion de especie con base en los
marcadores descritos anteriormente se amplificd el gen citocromo b (Cyt b) se realizdé una PCR
anidada, en la primera ronda se usaron los cebadores LCBF1
5’GGTGTAGGTTTTAGTYTAGG3’ y LCBR2M
5’ACAATAAACAAATCATAATATRCAATT3’, que flanquean un segmento de 866 pb en
especies del género Leishmania (Luyo-Acero et al., 2004). En la segunda ronda de amplificacion
se usaron los cebadores CB-Cytbh-F 5>’ AAGTGGTGTYTGYTTAGCRTG-3" y CB-Cytb-B 5°-
GGSACTGCTTTWARRAAGCC-3" descritos (Schmid & Tognazzo, 2010), que delimitan un
segmento de 729 pb del mismo gen. La PCR se desarroll6 en 25-50 ul de volumen que contenian
Bufer de PCR 1X, 1,5 mM de MgClI2, 0.2 mM de cada dNTP, 0,4 uM de cada cebador, 1,25-2,5
unidades Platinum® Taq DNA Polymerase y se sembraron 3-6 ul del ADN extraido, mientras que
en la PCR anidada se sembro 1 pl del producto de PCR de la primera ronda, que previamente fue
diluido 1/100. En la Tabla 1 se describe el perfil térmico empleado. Como control positivo se
emple6 ADN de Le. infantum (MHOM/CO/2013/77) y como control negativo se empleé ADN de
machos de Lutzomyia.

Para que la prueba de deteccién de infeccidn natural con especies del género Leishmania en los
flebotomineos se considerara positiva, el tamafio de los productos debia corresponder: la region
conservada del minicirculo del kinetoplasto de 120 pb, 750pb ADN ribosomal y 729 pb del gen
citocromo b. Este tamafio se determind con la ayuda del marcador de peso molecular de 100 pb
(Promega™) al ser separados en gel de agarosa como se describe posteriormente en el apartado

correspondiente.
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Tabla 1. Perfiles térmicos usados para cada marcador molecular.

MARCADOR Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4

Activacion de la Desnaturalizacion | Alineamiento | Extension | Extension | Infinito

enzima final

Region 95°C 55°C 72°C

conservada del

2 min 40 seg 5 min

ADNk

1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo

49.5°C

40 seg

40 ciclos

94°C 72°C

ITS2

2 min 15 se 5 min
Semianida g

1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo

95°C 51°C 72°C

2 min 40 seg 5 min

1 ciclo 40 ciclos 1 ciclo

1 ciclo 40 ciclos 1 ciclo
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Notas. Abreviaturas: Region conservada del ADNk (segmento de 120 pb), amplificando los cebadores 13A 'y 13B; ITS: region
espaciadora transcrita interna (segmento de 1088pb), amplificado con los cebadores LITSR y LITSV; ITS semianidada: region
espaciadora transcrita interna (segmento de 750 pb), amplificado con los cebadores LITSV y L5-8SR; CYB-1: gen Citocromo b
(segmento de 866 pb), amplificado con los cebadores LCBF1 y LCBR2M; CYB-2: gen Citocromo b (segmento de 729 ph),
amplificado con los cebadores CB-Cytb-F y CB-Cyth-B.

3.5.Visualizacion del ADN por Electroforesis en gel de agarosa

Los productos amplificados por PCR fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1%
por 45 minutos a 90 voltios, se tomaron 4 ul del producto de PCR y se mezclaron con 2 ul de bufer
de carga, en la electroforesis se usé el bufer TBE (Tris base, Acido Borico, EDTA) a una
concentracion 0.5X. El ADN fue tefiido con GelStar® y visualizados por exposicion a luz
ultravioleta en el transiluminador en un foto-documentador QUANTUM-ST4 (Vilber Lourmat).
El tamafio de los amplificados obtenidos se determind con ayuda de un marcador de peso
molecular de 100bp (Promega™).

3.6.Genotipificacion de los parasitos que infectan a las poblaciones del género Lutzomyia

mediante secuenciacién y analisis filogenético de la regién conservada del
minicirculo y del espaciador transcrito interno (ITS 2).

Los amplicones de cada fragmento de interés (region conservada del minicirculo e ITS 2) fueron
secuenciados en ambos sentidos de la cadena de nucledtidos empleando los mismos cebadores de
la reaccion original, este procedimiento fue realizado con el sistema de electroforesis capilar ABI
3730 y fue contratado en la compafiia Macrogen Inc. En la reaccion de secuenciacién se usaron
los cebadores descritos en la PCR original, en el caso de gen ribosomal, se usaron los cebadores
empleados en la segunda ronda. Los electroforegramas obtenidos fueron ensamblados y editados
automaticamente con el programa Geneious® Version 9 (Kearse et al., 2012), posteriormente
fueron revisados de forma manual y se realiz6 la verificacion de cada sitio polimaérfico para obtener
una secuencia consenso por cada muestra. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con las

secuencias depositadas en GenBank mediante el programa Blast (Basic Local Alignment Search
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Tool)(Altschul, Gish, Miller, Myers, & Lipman, 1990), después se descargaron 25 secuencias de
cepas de referencia del género Leishmania, las cuales se alinearon con las secuencias obtenidas
durante el estudio. El alineamiento se realizd empleando el método de refinamiento iterativo
(Iterative Refinement Methods) con ayuda del programa MAFFT (Multiple Sequence Alignment
Software, version 7(Katoh & Standley, 2013). Posteriormente se determind el modelo de
sustitucion que mejor explica el patron de polimorfismo observado en las secuencias y finalmente
se realizaron las reconstrucciones filogenéticas con el método de maxima verosimilitud con el
programa PhyML(Guindon et al., 2010), estos analisis fueron realizados el programa Geneious.
3.7.Célculo de la frecuencia de infeccion

Para analizar los datos de frecuencia de infeccion, se estimd la frecuencia minima de infeccion,
asumiendo que por cada grupo hay al menos un insecto positivo, por lo tanto, se tomd este nimero

como numero de hembras de flebotomineos infectados dentro del total de la poblacion.
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4. RESULTADOS
4.1. Estimacion de la abundancia relativa de las especies de flebotomineos presentes en la
vereda Toro, San Cayetano, Bolivar.

En total, se recolectaron 2.178 hembras del género Lutzomyia en la vereda Toro. La
determinacion de especie por taxonomia clasica arrojé la presencia de tres taxones del género
Lutzomyia que fueron Lu. evansi, Lu. dubitans y Lu. trinidadensis. Entre estas Lu. evansi fue la
especie mas abundante con el 99,60% (n= 2.169/2.178), seguida de Lu. dubitans 0,30% (n=
6/2.178) y Lu. trinidadensis 0,1% (n= 3/2.178). La mayor abundancia de flebotomineos se
encontrd en el area usada para el pastoreo de ganado vacuno. De los 2.178 flebotomineos
recolectados, 1.101 se encontraron alimentados con sangre y en 1.077 no se observd la presencia

de sangre.

Figura 8. Sacos espermaticos de hembras del género Lutzomyia capturadas en la vereda Toro
del municipio de San Juan Nepomuceno. A) P. Lu. dubitans, B) Lu. evansi, C) Lu. trinidadensis.
Fuente: Maira Aleméan
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Tabla 2. Abundancia de especies de Lutzomyia por ambiente.

Lu. evansi

Lu.
trinidadensis

Tabla 3. Distribucion de hembras de flebotomineos no alimentados por ambiente muestreado.

Corral de . Area de Relicto de
Lutzomyia cerdos Corral de bovinos pastoreo bosque

Lu. evansi

Lu.
trinidadensis

NA =No alimentadas
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4.2.Deteccion de infeccion natural con parasitos del género Leishmania en flebotomineos

de la vereda Toro, San Cayetano, Bolivar.

Las 1.077 hembras no alimentadas del género Lutzomyia que fueron organizadas en 61 grupos
(de 1 a 20 individuos de la misma especie). Mediante la PCR de la regidén conservada del
minicirculo se amplifico el fragmento de 120 pares de bases en 29 grupos de insectos de Lu. evansi
y un individuo de Lu. dubitans (Figura 9), los cuales fueron capturados en el relicto de bosque y
en el &rea de pastoreo (extradomicilio). En el que se encontr6 que Lu. evansi y Lu. dubitans
presentaron una frecuencia minima de infeccion con Leishmania del 2,71% (n: 29/1.070) y 25%
(n: 1/4). Adicionalmente, con la PCR semi-anidada de ITS 2, solo se amplifico el fragmento de
750 pares de bases en 2 grupos de insectos de Lu. evansi que habian sido capturados en el area de
pastoreo (extradomicilio). Con este marcador, la frecuencia minima de infeccién con Leishmania
que se encontrd en Lu. evansi fue del 0,186% (n: 2/1.070). Aunque los 61 grupos también fueron
evaluados por PCR anidada del gen citocromo b (Cyt b) no se amplifico el fragmento esperado en

las muestras procesadas (Figura 10).

123 45 6 7 8910 11'12 13 14

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1% con los cebadores 13A y13B. Carriles 1: M.
Marcador de peso molecular (100 pb); 2-12: Grupo de hembras del género Lutzomyia negativas
y positivas para Leishmania; 13: C+. Control positivo, ADN de Le. infantum;

14: C-. Control negativo. Fuente: Maira Aleman
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de la segunda ronda de
amplificacion con los cebadores CB-Cyth-F y CB-Cytb-B. Carriles 1: M. Marcador de peso
molecular (100 pb); 2-7: Grupo de hembras del género Lutzomyia negativas para Leishmania; 8:
C+. Control positivo, ADN de Le. infantum; 9: C-. Control negativo.

Fuente: Maira Aleméan
4.3.Genotipificacion de los parasitos que infectan a las poblaciones del género Lutzomyia
mediante secuenciacién y analisis filogenético de la regidén conservada del
minicirculo y del espaciador transcrito interno (ITS 2).
Al analizar la calidad e intensidad de las bandas del tamafio esperado en los 30 grupos de hembras
del género Lutzomyia en los que se consiguié amplificar la region conservada del minicirculo se
encontrd que 22 muestras exhibieron bandas muy tenues, razén por la cual no se consideraron
como amplicones secuenciables y solo se secuenciaron ocho muestras que presentaron una buena
intensidad, a partir de estas se obtuvieron tres secuencias consenso de 118 pb, las cuales fueron
alineadas con 13 secuencias de nucle6tidos de nueve especies del género, el modelo de sustitucion
usado fue JC+G calculado en Mega. A partir de la topologia del arbol filogenético se puede
apreciar que las secuencias L.eCBSCVTorG4, L.eCBSCVTorG8 y L.eCBSCVTorG34

recuperadas de Lu. evansi se agrupan con especies del complejo Le. donovani (figura 11), cuyo

unico representante en America es Le. infantum. Por tanto, teniendo en cuenta los altos valores de



43

soporte de rama se puede inferir que las secuencias nucleotidicas recuperadas de Lu. evansi
corresponden a Le. infantum.

Por otro lado, de los dos grupos de Lu. evansi en los que se amplificd y secuencio el producto
esperado para la region del espaciador transcrito interno (ITS 2), solo se logré obtener la secuencia
consenso en una muestra de 761 pb, las cuales fueron alineadas con 12 secuencias homologas
pertenecientes a doce especies del género Leishmania, el modelo de sustitucion usado fue JC+G.
A partir de la topologia del arbol y los valores de soporte de rama se observd que la secuencia

LeCBSJScVtG45 aislada de Lu. evansi, corresponde a Le. braziliensis (figura 12).
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Figura.11. Andlisis filogenético de la region conservada del minicirculo de las especies del
género Leishmania. El analisis se realizé a partir de 16 secuencias de nucleétidos, en total se
analizaron 118 posiciones, el modelo de sustitucion fue JC+G , el método usado para hacer la

reconstruccion filogenética fue maxima verosimilitud y se llevé a cabo en el programa
Geneious® Version 9 (Kearse et al., 2012). Fuente: Maira Aleman
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Fig.12. Analisis filogenético de la region (ITS 2) entre especies de diferentes subgéneros y
complejos del género Leishmania. El analisis se realiz6 a partir de 13 secuencias de nucle6tidos,
en total se analizaron 761 posiciones, el modelo de sustitucién fue JC+G y el método usado para

hacer la reconstruccién filogenética fue maxima verosimilitud y se llevo a cabo en el programa
Geneious® Version 9 (Kearse et al., 2012). Fuente: Maira Aleméan
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5. DISCUSION

La fauna flebotominea de la vereda Toro estuvo representada por tres especies del género
Lutzomyia que fueron Lu. evansi, Lu. dubitans y Lu. trinidadensis, las cuales no habian sido
registradas en el &rea, por lo tanto son nuevos registros para el municipio de San Juan
Nepomuceno, con lo que se amplia la distribucidén conocida de especies de flebotomineos en el
departamento de Bolivar. En el departamento de Bolivar se ha informado, a la fecha, la presencia
19 especies de Lutzomyia de las 153 registradas para Colombia (Bejarano & Estrada, 2016).

La abundancia de Lu. evansi en la vereda Toro, especie que constituy6 el 99,60% de los
flebotomineos recolectados durante el presente estudio, es semejante a la observada en otras
localidades de Los Montes de Maria y el Caribe colombiano donde la leishmaniasis es endémica
(Cochero, 2003; P.-D. Cortés, et al, 2009; DORIA, OVIEDO, & Bejarano, 2008; Gallego & Vélez,
1994), lo que confirma que esté es la especie flebotominea predominante en la region. La mayor
parte de los flebotomineos se colectaron en el area utilizada para el pastoreo del ganado vacuno,
lo que es consistente con datos observados en trabajos previos que indican que el ganado vacuno
puede servir como fuente de alimentacion de las hembras para el desarrollo de su progenie
(MOREIRA et al., 2003; Paternina et al., 2016).

Si bien se encontraron tres especies de flebotomineos en la zona muestreada, solo Lu. evansi ha
sido incriminada como vector de Leishmania spp. en Colombia (B. Travi et al., 1990), en la Costa
Caribe esta especie es el principal vector de Le. infantum y de Le. braziliensis en la region de Los
Montes de Maria (E. Bejarano, Pérez-Doria, Paternina, Paternina-Gomez, & Martinez, 2012;
Cochero, 2003; ESTRADA, APONTE, & BEJARANO, 2015).

El hallazgo de Le. infantum y Le. braziliensis en muestras de flebotomineos de la vereda Toro,

del municipio de San Juan Nepomuceno son consistentes con trabajos previos realizados por
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(Romero Ricardo, 2015), en un municipio cercano EI Carmen de Bolivar, en el que se encontrd
una frecuencia de infeccion del 0,07% para cada especie (Romero Ricardo, 2015). Asi mismo, en
un estudio realizado en el municipio de Ovejas se encontro que esta especie flebotominea se infecta
con parasitos del complejo Le. braziliensis(A. Pérez-Doria, 2011), y coincide con el aislamiento y
tipificacion de una cepa de Le. braziliensis a partir de Lu. evansi (A. Pérez-Doria, Romero, L.,
Martinez, M., Rivero, M., & Bejarano, E. E, 2015). Es importante resaltar que estas localidades
hacen parte de la subregion Los Montes de Maria, que histéricamente ha aportado la mayor
cantidad de casos de la forma visceral y cutanea de los municipios de Sucre y Bolivar, y que en
esta region previamente se habia informado de los habitos antropofilicos y zoofilicos de Lu. evansi
(P.-D. Cortés, et al, 2009; Paternina et al., 2016), con lo que se demuestra que este flebotomineo
esta en contacto con potenciales reservorios y con el humano, dos factores esenciales en la
incriminacion vectorial.

La abundancia de Lu. evansi en todos los sitios muestreados, sumada a la frecuencia de
infeccion natural con el parasito en la zona y a los antecedentes epidemioldgicos como vector de
Le. infantum en otros lugares del Caribe, como San Andrés de Sotavento en Coérdoba (B. Travi et
al., 1990), Cartagena en Bolivar (Fuya, Pisciotti, Pérez, Lugo, & Ferro, 2011) sugieren que esta
especie pudo haber estado implicada en la aparicion del caso de leishmaniasis visceral que se
presentd en la vereda Toro del municipio San Juan Nepomuceno.

Sobre los antecedentes vectoriales de las demas especies registradas en la Vereda Toro, Lu.
trinidadensis se ha encontrado infectada en la naturaleza con Leishmania spp. en Venezuela
(Bonfante-Garrido, Urdaneta, Urdaneta, & Alvarado, 1990) y con relacién a Lu. dubitans se

desconoce su papel vectorial e importancia médica (L. A. Cortés & Fernandez, 2008).
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No todos los flebotomineos del género Lutzomyia son vectores de Leishmania spp. ya que
existen diferencias en su capacidad para el desarrollo y transmision del parasito. Para incriminar a
una especie flebotominea existen unos requisitos que deben cumplirse, entre los cuales esta que la
especie debe ser antropofilica; debe picar a hospedadores reservorios; debe infectarse, en la
naturaleza, con la misma especie de Leishmania que infecta al humano; debe permitir el
crecimiento pujante del parésito que transmite y debe ser capaz de transmitir el parasito por
picadura (Killick-Kendrick, 1990; OMS, 2010). Con los resultados del presente trabajo se pudo
generar evidencia que demuestra que al menos dos especies del género Lutzomyia estan en
capacidad de infectarse con los parasitos del género Leishmania y que lo hacen con la frecuencia
minima de infeccion del 0,186% con (ITS) y del 2,79% con la region conservada del minicirculo,
que es consistente con la tasa de infeccion con Leishmania que exhiben otros flebotomineos
vectores, la cual oscila entre 0,06 y 3,9%(Gomez et al., 2014; Kato et al., 2007; Paiva, Oliveira,
Dorval, Galati, & Malafronte, 2010; Santamaria et al., 2006).

Teniendo en cuenta los hallazgos de abundancia, los antecedentes epidemiol6gicos de Lu.
evansi, sus habitos antropofilicos y zoofilicos, y la frecuencia de infeccién, es posible que Lu.
evansi participe en la transmision de los parésitos causantes de la forma visceral de la enfermedad.
Puesto que, asi mismo, aunque hasta la fecha no se han descrito casos de la forma cutanea de la
enfermedad, el hallazgo de parasitos causantes de la forma cutanea (Le. braziliensis) en Lu. evansi,
sumado a sus probados habitos antropofilicos y su alta abundancia representan un factor que
incrementaria las posibilidad de que se describan casos autdctonos de la forma cutanea de la
enfermedad.

La deteccion de infeccion natural con Leishmania en Lutzomyia por el método de reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR) ha sido ampliamente usada en estudios entomologicos de la
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leishmaniasis debido a su alta sensibilidad en comparacion con el método tradicional de diseccion
del tracto intestinal (de Bruijn, 1992; Michalsky, Fortes-Dias, Pimenta, Secundino, & Dias, 2002).
Estudios realizados anteriormente han confirmado la utilidad de los cebadores 13A y 13B
desarrollados por Rogers et al. (1990) en la deteccion de Leishmania spp.(Belli, Rodriguez, Aviles,
& Harris, 1998; Lastre-Meza, 2015). EI ADNKk ha sido usado como blanco molecular tanto para la
identificacion como para la genotipificacion de diferentes especies de Leishmania (Alonso, Costa,
de Mendonga, Costa, & Ribolla, 2010; Aransay, Scoulica, & Tselentis, 2000; Cortes et al., 2006;
Nasereddin et al., 2009; Noyes, Reyburn, Bailey, & Smith, 1998; Rogers & Wirth, 1987; Segatto
et al.,, 2012). Como principal ventaja se destaca su alta sensibilidad, gracias a que existen
aproximadamente 10.000 a 20.000 copias de los minicirculos del ADNK en un solo parasito (Noyes
et al., 1998; Yurchenko, Merzlyak, Kolesnikov, Martinkina, & Vengerov, 1999). Esto explicaria
el mayor nimero de grupos de flebotomineos que fueron positivos con este marcador molecular
comparado con ITS.

En cuanto a la época en la que se realizd el muestreo en el mes de mayo, la abundancia de
hembras capturadas y el hallazgo de infeccién natural, se puede decir que estos hallazgos
contrastan con trabajos similares realizados en Los Montes de Maria (A. Pérez-Doria, 2011) y
zona urbana del municipio de Sincelejo (Vivero et al., 2009), donde se ha registrado que durante
los meses con bajas precipitaciones Lu. evansi exhibe una menor abundancia, sin embargo, aunque
la abundancia es disimilar, las frecuencia de infeccidn encontrada y la época del afio son similares,
posiblemente, las hembras que sobrevivieron a las condiciones climaticas tuvieron la oportunidad
de alimentarse varias veces y con ello incrementaron las posibilidades de adquirir los parasitos.
La abundancia de flebotomineos positivos en el extradomicilio podria evidenciar la existencia de

un ciclo enzodtico de transmision, de ahi la necesidad de establecer medidas prevencion y control
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de los vectores en este habitat. Se debe considerar que el presente trabajo corresponde a un estudio
de tipo transversal y descriptivo, en el cual los especimenes no fueron capturados en la época
donde probablemente ocurrié la infeccion sino en las semanas posteriores al registro del caso
clinico, lo que demuestra la circulacion del parasito en el area.

Finalmente, debido a la presencia de flebotomineos infectados en el area rural del corregimiento
de San Cayetano, es necesario establecer medidas de control y vigilancia entomolégica debido al

potencial riesgo de la transmision vectorial de Leishmania spp. para los habitantes de esta zona.
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6. CONCLUSIONES
Lu. evansi es la especie de flebotomineo més abundante en la vereda Toro.
Lu. evansi se infecta naturalmente con Le. infantum y Le. braziliensis.
La presencia de Lu. evansi infectadas con Leishmania constituye un riesgo de transmision

del parasito en la comunidad de la vereda Toro.
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7. RECOMENDACIONES

Realizar una captura serial a lo largo del afio, que involucre tanto la época seca como la
época de lluvias, para establecer si existen variaciones temporales en la abundancia de
los flebotomineos y en la frecuencia de infeccion, que permitan establecer cuales serian
las épocas del afio donde existe mayor riesgo de infeccion para el humano.
Implementar el uso de diferentes métodos de muestreo para obtener un conocimiento
amplio acerca de la composicién de la fauna flebotominea presente en la zona.
Identificar los animales que actian como reservorios de Leishmania spp. y mantienen

activos los ciclos de transmision del parasito.
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