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RESUMEN

La leishmaniasis agrupa varias infecciones causadas por protozoos del género
Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), los cuales son transmitidos a humanos y
otros mamiferos por la picadura de hembras del género Lutzomyia en América, las cuales
se infectan a partir de animales vertebrados silvestres y domésticos, que intervienen en el
mantenimiento de los parésitos, en el ciclo epidemiolégico. La importancia de los roedores
como posibles reservorios para diferentes especies de Leishmania spp. ya se han descrito
en todo el mundo. El departamento de Sucre es considerado una zona de alta incidencia y
prevalencia de la enfermedad. EI municipio de Ovejas, Sucre, se considera un foco mixto
de leishmaniasis, aun asi se desconoce el papel de los roedores en el ciclo de infeccion de
la leishmaniasis, asi como también los factores de la vivienda y su entorno asociados a esta
infeccion, por ello este trabajo tuvo como objetivo determinar la prevalencia de anticuerpos
frente a Leishmania spp. en roedores del area urbana del municipio de Ovejas.

Con base en los registro epidemioldgicos se eligieron 36 barrios del municipio de
Ovejas que presentaron mayor prevalencia de leishmaniasis en el afio 2013, en cada uno se
realizd un transecto lineal para seleccionar las viviendas de estudio. EI muestreo se realiz
entre marzo y julio de 2014, en total se instalaron 1152/trampas/noche para un éxito de
captura del 34%. En total se capturaron 401 especimenes pertenecientes a dos especies,
entre éstas Mus musculus fue la especie dominante representada por el 94,2% de los
individuos (n: 378), seguida por Rattus rattus (5,7%, n: 23). A partir de estos se obtuvieron
muestras de suero las cuales fueron analizadas en busca de anticuerpos frente a Leishmania
spp. mediante una prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI) en la que se usé
promastigotes de Leishmania braziliensis. Se encontr6 una prevalencia de anticuerpos
frente a Leishmania spp. del 17,19% (65/378) en M. musculus y de 4,34% (1/23) en R.
rattus, tomando como punto de corte el titulo de suero igual o superior a 1/32. La
seroprevalencia en los roedores con relacion a la edad y al estado reproductivo, se presento
en el 24,70% de los animales adultos (X2= 13,85; P<0,001), y en un 19,16% de los activos
reproductivamente (X2= 1,61; P<0,001). La seropositividad aparece independiente del sexo
de los roedores (X2= 1,61; P>0,5). Se encontrd relacién entre la presencia de gatos y la

ausencia de roedores en la vivienda (X2= 7.616, P<0,005). La seroprevalencia a



Leishmania spp. en roedores de la especie M. musculus esta asociada con viviendas que
presentan gritas y cuevas (X2= 4.035, P<0.0440). La alta prevalencia de anticuerpos
encontrados en especimenes de ambos sexos y en todos los estados reproductivos, asi como
su alta abundancia y hébitos sinantropicos constituyen las primeras lineas de evidencia del
papel que esta especie desempefiaria como potencial reservorio de Leishmania spp. en el
ciclo doméstico de transmision de la leishmaniasis en la zona, por lo tanto se recomienda
desarrollar estudios que permitan probar los demés criterios necesarios para incriminar a

esta especie como reservorio.

PALABRAS CLAVE: Leishmaniasis, roedores sinantrépicos, anticuerpos,

inmunofluorescencia indirecta, reservorio



ABSTRACT

Leishmaniasis are a group of diseases caused by protozoan parasites of the Leishmania
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae) genus, which are transmitted to humans and other
mammals by the bites of infected female sandflies of the genus Lutmozyia in America,
which become infected from wild and domestic vertebrates, involved in maintaining the
parasites in the epidemiological cycle. The importance of rodents as potential reservoirs for
different species of Leishmania spp. already have been described worldwide. The
department of Sucre is considered an area of high incidence and prevalence of this disease.
Ovejas town, is considered a mixed focus of leishmaniasis, where the role of rodents in the
infection cycle of leishmaniasis is still unknown and the factors of housing and the
environment to do with this infection, so this study objective was to determine the
prevalence of IgG antibodies against Leishmania spp parasites in rodents present in the

urban area of Ovejas.

Based on epidemiological records 36 neighborhoods that showed the highest prevalence
of leishmaniasis during 2013 were chosen of the municipality of Ovejas in each one was
made a linear transect to select the houses of study. Sampling was carried out between
March and July 2014, in total they were installed 48 traps/night for a successful capture of
34%. In total 401 specimens belonging to two species were caught, among these Mus
musculus was the dominant species represented by 94.2% of subjects (n = 378), followed
by Rattus rattus (5.7%, n: 23). From these serum samples were obtained and analyzed for
antibodies against Leishmania spp. by indirect immunofluorescence assay (IFA), where
promastigotes of Leishmania braziliensis used. The prevalence of antibodies against
Leishmania spp. was 17.19% (65/378) in M. musculus and 4.34% (1/23) in R. rattus, taking
as cutting point the serum titer equal or greater than 1/32. Seroprevalence in rodents with
respect to age and reproductive status, was presented in 24.70% of adult animals (X2 =
13.85; P <0.001), and 19.16% of the reproductively active (X? = 1.61; P <0.001).
Seropositivity appears independent of the sex of rodents (X2 = 1.61; P> 0.5). Relationship
between the presence of cats and rodents in the absence of housing was found (X2 = 7.616,

P <0.005). Leishmania spp. seroprevalence in rodents of the species M. musculus is



associated with housing having scream and caves (X? = 4.035, P <0.0440). The high
prevalence of antibodies found in specimens of both sexes and in all reproductive states
and their high abundance and synanthropic habits are the first lines of evidence of the role
it would play as a potential reservoir species of Leishmania spp. in the domestic
transmission cycle of leishmaniasis in the area, therefore it is recommended to develop

studies to prove the other criteria necessary to frame this species as reservoir.

KEYWORDS: Leishmaniasis, synanthropic  rodents, antibodies, indirect

immunofluorescence, reservoir.



Introduccion

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria causada por un protozoo del género
Leishmania, caracterizada por un amplio espectro de manifestaciones clinicas. Se
distinguen cuatro formas bien diferenciadas: leishmaniasis cutanea (LC), leishmaniasis
cutanea difusa (LCD), leishmaniasis mucocutanea (LMC) y leishmaniasis visceral (LV).
En todos los casos, el establecimiento de la infeccion y la evolucién de la enfermedad
depende de factores genéticos e inmunoldgicos ligados al hospedero (Blackwell et al.,
2009) y a la especie de Leishmania spp., que parasita (Grimaldi & Tesh, 1993).

En Colombia, se presentan todas las formas clinicas de la leishmaniasis, distribuidas
geograficamente en todo el territorio nacional con excepcion del archipiélago de San
Andrés y Providencia y Bogota D.C., (Padilla, Carrrasquilla, Escobar, & Montoya,
2011) la forma cutanea es la mas frecuente con el 99% de los casos sintomaticos. En el
pais, la leishmaniasis se considera un importante problema de Salud Publica (Zambrano,
2014); existe una tendencia al aumento de la incidencia de la enfermedad relacionada
con la penetracién del humano al habitat de los vectores y los reservorios del parasito y
la probable adaptacidn de algunas especies de insectos a los nuevos ambientes creados
por la accién humana, lo que ha llevado a la aparicion de casos de leishmaniasis en la
zona urbana de algunos municipios (Bejarano, Uribe, Rojas, & Velez, 2002). Para el
caso de la LC, el desarrollo urbano en &reas donde la enfermedad es endémica crea
condiciones de interdigitacion o superposicidn puesto que la vivienda se aproxima a los
focos naturales lo que conlleva a la infeccién en los humanos (Cortés & Fernandez,
2008).

En Colombia en el afio 2014 se notificaron al Sivigila 9,741 casos de leishmaniasis
distribuidos asi: 9,595 casos de LC (98,5 %), 122 casos de LMC (1,3 %) y 24 casos
confirmados de LV (0,2 %). Durante el mismo periodo del afio 2013 se notificaron al
sistema 8724 casos, lo que representa un aumento de 1017 casos (11,7 %) en 2014. En
la Costa Caribe Colombiana, la LC y la LV constituyen un importante problema de

Salud Puablica y presentan un caracter endémico en areas rurales y urbanas de la region,
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especialmente en Los Montes de Maria (departamentos de Sucre y Bolivar), que
constituyen el foco de LV mas importante del territorio nacional al aportar el 85% de los

casos del pais (Zambrano, 2009).

El departamento de Sucre es considerado una zona de alta incidencia y prevalencia de
la enfermedad, en él existe un foco mixto de leishmaniasis. Solo en este departamento se
presentaron, en el afio 2014, 56 casos de LC y 4 de LV (0,3%) (Gomez, 2014). Es
importante resaltar que los primeros casos de leishmaniasis de la Costa Caribe
Colombiana aparecieron en Ovejas a finales de los setenta (Bates, 2007; Cochero et al.,
2007) y mantienen hasta hoy un caracter endémico en el municipio con el registro de 40
casos en el 2012 y 27 casos en el 2013 (Departamento administrativo de seguridad
social en la Secretaria de Salud Departamental de Sucre, comunicacion personal), y
ahora se registran casos autoctonos en el area urbana. Es probable que esto sea
consecuencia de los fendmenos de desplazamiento forzado derivados del conflicto
armado y la compleja situacién de orden publico que afronto esta region en el pasado.
En el Caribe Colombiano, los actores del ciclo de la leishmaniasis visceral han sido
caracterizados y se reconoce la importancia de Lutzomyia evansi como el principal
vector de Leishmania infantum agente etioldgico de la forma visceral (Cochero, 2002;
Cortés, Pérez, & Bejarano, 2009; Le Pape, 1992; Travis et al., 1990) y recientemente se
encontr¢ infectada de forma natural con parasitos del Complejo Leishmania (Viannia)
braziliensis en los municipio de Ovejas y Colos6, Sucre, (Perez-Doria datos no
publicados) lo que sugiere su participacion en la transmision de los parasitos causantes
de la forma cutanea de la enfermedad. Del tridngulo epidemioldgico de la leishmaniasis
que integran vectores, parasitos y reservorios, este Ultimo se ha investigado en menor

proporcion, a causa de las dificultades para el muestreo.

Alrededor del mundo se han incriminado organismos de la clase Mammalia como
reservorios de parasitos del género Leishmania en los diferentes ciclos de transmision de
leishmaniasis (De Lima, Carrero, Rodriguez, De Guglielmo, & Rodriguez, 2006). En la
region, como en todo el territorio nacional, se desconoce el papel que desempefian estos

vertebrados en la epidemiologia de la LC, lo que ha dificultado el disefio, la evaluacion
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y la implementacion de medidas de control integrales que contribuyan al control de la
enfermedad en ausencia de este conocimiento, se toman como referente, los resultados
de trabajos realizados en América Central, Brasil, Pert, Argentina, Chile, Bolivia,
Uruguay y Paraguay, paises que presentan marcadas diferencias geogréficas. En estos
paises se ha incriminado como hospedero a roedores de los géneros: Oryzomys,
Zygodontomys y Heteromys (Reyes & Arrivillaga, 2009). En el municipio de Ovejas,
hasta donde se conoce no hay datos disponibles en relacion con la infeccion natural por
parésitos del género Leishmania en roedores. Considerando el importante problema de
Salud Publica que representa la leishmaniasis en los Montes de Maria, la falta de
medidas de control producto del desconocimiento de los actores del ciclo
epidemioldgico de la enfermedad y de las dificultades para detectar infeccion natural en
los reservorios, este trabajo pretende probar la circulacion de anticuerpos frente a
parasitos del género Leishmania en roedores del area urbana de Ovejas y asi generar el

conocimiento requerido para probar uno de los criterios de incriminacion de reservorios.

La identificacion de los vertebrados que sirven como reservorios silvestres de
Leishmania spp., tiene gran valor para la comprension del ciclo epidemioldgico de la
leishmaniasis y suministra informacion para el control de la enfermedad. Se ha
demostrado que los roedores son los hospedadores naturales mas frecuentes de
Leishmania spp. en la region neotropical y son los reservorios primarios de este parasito
(Kerr et al., 2006; Wallace & Geoffrey, 2008). Una forma de identificar los potenciales
reservorios de Leishmania spp. es mediante la observacion directa o indirecta, por
ensayos seroldgicos. La prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI) es una de las
técnicas méas comunmente utilizadas en la deteccion de anticuerpos anti-Leishmania y
es recomendada por la organizacion mundial para la salud animal (OIE) como el método
serologico de referencia (World Organization for Animal Health, 2008). Es una técnica
con buena sensibilidad, especificidad diagnostica y relativamente de bajo costo, debido,
a que el sustrato antigénico puede ser preparado en cualquier laboratorio de mediana
complejidad. Esta técnica inmunoldgica permite visualizar de manera indirecta la unién
antigeno-anticuerpo, utilizando un anticuerpo secundario marcado con una sustancia

fluorescente, que reaccionard de manera especifica con los anticuerpos presentes en el
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suero de estudio que previamente se han unido a los antigenos de Leishmania spp.
Cuando el fluorocromo se expone a la luz ultravioleta (LUV) emite fluorescencia que se
visualiza por microscopia (Vasquez, Ruelas, & Cordova, 2011), por ello en el presente
trabajo se utilizd esta técnica con el objetivo de aportar evidencia seroldgica del
contacto de los paréasitos causantes de leishmanisis con los roedores presentes en el
municipio de Ovejas donde la leishmaniasis es autdctona, esto con el fin de
esquematizar lo que podria ser el ciclo infectivo de Leishmania spp. en el municipio y
contribuir al mejoramiento de las medidas de prevencion y control epidemioldgico de la

enfermedad.
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1. Marco referencial

1.1 Marco de antecedentes

Dentro del orden Rodentia, las especies del infraorden Caviomorpha (suborden
Hystricognathi) son probablemente los hospedadores mas antiguos de Leishmania spp.
Su llegada a las Américas estd relacionada con el ingreso de algunas especies del
subgénero Leishmania en el continente (Rodrigues & Jansen, 2014), se ha comprobado
que Caviomorfos del género Proechimys J.A. Allen, 1899, pueden ser infectados por
distintas especies de Leishmania. Estos roedores se caracterizan por su longevidad (mas
de 3 afios en cautiverio) y alta abundancia en la mayoria de las localidades donde se
encuentran, como en los bosques tropicales de Centro y Sur América (Ashford, 1996).
Varias especies de Proechimys han sido identificadas como potenciales reservorios de
Le. amazonensis en Brasil y en la Guayana Francesa, lo que es demostrado por la
presencia de parasitos en la piel, confirmado por cultivo de tejidos y electroforesis
isoenzimatica (Dedet, Gay, & Chatenay, 1989) (Arias & Naiff, 1981). En la Guayana
Francesa, ésta infeccion fue observada en dos especies simpatricas, P. cuvieri y P.
guyanensis (Rotureau, 2006).

Por otra parte, roedores de la familia Muridae han sido encontrados infectados de
forma natural por distintas especies de Leishmania. En trabajos realizados en la
provincia de Fars Irén e Israel, utilizando la técnica PCR e IFI se encontraron roedores
de la especie M. musculus y R. norvegicus naturalmente infectados con Le. major y Le.
infantum (Parhizkari, Motazedian, Asqari, & Mehrabani, 2011), (Faiman et al., 2013),
(Motazedian, Parhizkari, Mehrabani, Hatam, & Asgari, 2010), (Somayeh & Mehdi,
2013). En Turquia se pudo aislar Le. tropica de R. rattus (Svobodovd, Votypka, Nicolas,
& Volf, 2003), en Italia y Brasil mediante técnicas de PCR e IFI se encontré a R. rattus,
R. norvegicus y M. musculus infectados con Le. infantum (Lara et al., 2014), (Freitas et
al., 2012). Del mismo modo, se ha encontrado a Le. infantum infectando de forma
natural a especies de roedores tales como Clyomys laticeps, Dasyprocta azarae,
Nectomys squamipes, Holochilus sciureus y Rhipidomys mastacalis de Brasil (Dantas &
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Brandao, 2006), (Lima et al., 2013), al igual que R. rattus y R. norvegicus en Chipre,
Brasil y Venezuela (Quinnell & Courtenay, 2009), (Psaroulaki et al., 2010).

En cuanto a Le. braziliensis, si se tiene en cuenta sélo los estudios que confirman la
identidad del agente etioldgico, las siguientes especies de roedores se han descrito por
estar naturalmente infectadas: M. musculus, Akodon arviculoides, Nectomys squamipes,
Necromys (= Bolomys) lasiurus, Oryzomys nigripes, R. rattus y Sigmodon hispidus, (De
Lima et al., 2002; Rocha, 1988), (Freitas et al., 2012). En estudios realizados en
Venezuela, los resultados sugieren que S. hispidus (ratas del algodon) y R. rattus (ratas
negras) son reservorios putativos de Le. (L.) mexicana, ambas especies reiinen al menos
tres de los cinco criterios utilizados para definir un reservorio: 1) solapamiento entre la
distribucion geogréfica de los animales y los casos humanos de leishmaniasis, 2) la
proporcion de animales infectados puede ser superior al 20%, para este estudio se
encontré que 17/68 R. rattus estaban infectadas, lo que representa el 25% de las
muestras y 3) el xenodiagnostico usando Lu. ovallesi revela que 1/500 flebétomos
presentaban parasitos en el tracto digestivo después de picar a S. hispidus infectados
(Alexander, Lozano, Barker, McCann, & Adler, 1998).

En Colombia, se ha encontrado a Le. braziliensis infectando de forma natural a las
siguientes especies de roedores: Oryzomys perenensis, Oecomys concolor, Oligoryzomys
nigripes, Necromys lasiurus, Icroryzomys minutus y Hoplomys gymnurus (Rodrigues &
Jansen, 2014), (De Lima et al., 2002). En Colosé y San Andrés de Sotavento se ha
detectado la presencia de material genético de Le. chagasi en P. canicollis por PCR (B.
Travi, Osorio, Becerra, & Adler, 1998). En La Guaira y Jiguales (Valle del Cauca), los
roedores Melanomys caliginosus, Micromys minutus y R. rattus han sido incluidos como
posibles reservorios de Le. (V.) braziliensis, empleando analisis de PCR e hibridacion
(Alexander et al., 1998), estudios mas recientes en la Costa Pacifica Colombiana
proponen a P. semispinosus como un potencial reservorio de Le. (Viannia) spp. Esto se
ve reforzado por la capacidad de estos animales de reproducirse durante todo el afio si
las condiciones ambientales son favorables, proporcionando asi una fuente constante de
individuos jovenes, que son susceptibles a la infeccion (Travi, Arteaga, Ledn, & Adler,

2002). En general, los hospedadores susceptibles naturalmente infectados en el
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neotropico son los roedores, y los géneros mas representativos de estos son Oryzomys,
Heteromys, Proechimys, Rattus y en ocasiones Mus, infectados principalmente con Le.

mexicana, Le. braziliensis y Le. amazonensis (Reyes & Arrivillaga, 2009).

1.2 Marco teorico conceptual

La Leishmaniasis son un grupo de enfermedades parasitarias de distribucién mundial
que son transmitidas al ser humano por la picadura de flebotomineos infectados con
protozoos del género Leishmania. En su conjunto, las diversas formas clinicas de la
leishmaniasis constituyen un serio problema de Salud Publica en el mundo. Segun las
estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS 2010), “esta parasitosis es
endémica en 99 paises, y 350 millones de personas estan en riesgo de contraer la
infeccion” (p.113). Actualmente existen 12 millones de personas afectadas en el mundo
y anualmente se registran 2 millones de casos nuevos, 1.500.000 de LC y 500.000 de
LV, los cuales representan las dos formas clinicas mas importantes de la enfermedad
(Séenz et al., 2014). Alrededor del mundo se admite que el aumento en nimero de casos
de esta enfermedad se debe principalmente a los cambios del ambiente generados por la
actividad humana, por la influencia de factores climaticos, demogréaficos, procesos de
deforestacion y migracion, lo que ha provocado una destruccion del habitat natural de
los vectores y de reservorios silvestres, constituyendo un proceso gradual de
domiciliacion, al acentuarse las preferencias de los flebotomineos por el domicilio
humano, por lo que se modifica el lugar y la poblacion en riesgo (Santamaria, Ponce,
Zipa, & Ferro, 2006).

1.2.2 Clasificacion taxonomica de Leishmania spp.

El agente etiologico de la leishmaniasis es un protozoario dimérfico del género

Leishmania Ross, 1903, que pertenece al reino Protista (Garcia, 2005).
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Reino: Protista

Subreino: Protozoa

Phylum: Sarcomastigophora

Subphylum: Mastigophora

Clase: Zoomastigophorea

Orden: Kinetoplastida

Suborden: Trypanosomatina

Familia: Trypanosomatidae

Género: Leishmania

Revisado por Honigberg et al. (1964) y Levine et al (1980).

El género Leishmania ha sido dividido en dos subgéneros, Leishmania (Viannia) y
Leishmania (Leishmania), basado en el sitio de desarrollo del parasito en el
flebotomineo vector. Las especies del subgénero Le. (Viannia), todas del Nuevo Mundo,
se desarrollan en el intestino posterior del vector antes de migrar al intestino medio y
anterior (perfil de crecimiento peripilorico), mientras que el subgénero Le.
(Leishmania), incluye las especies que se desarrollan en el intestino medio y posterior
del vector (perfil de crecimiento suprapildrico) (Diaz, Paternina, & Paternina, 2008).

Hasta la fecha se han descrito 30 especies de parasitos del género Leishmania, 21 de
los cuales se han aislado en humanos; el resto se han encontrado Unicamente en otros
grupos de mamiferos o en insectos flebotomineos. En el pais se han identificado como
agentes etioldgicos de la enfermedad en humanos, Le. (V.) braziliensis, Le. (V.)
panamensis, Le. (V.) guyanensis, Le. (L.) mexicana, Le. (L.) amazonensis, Le. (V.)
colombiensis y Le. (L.) infantum, entre estas especies las de mayor prevalencia en
pacientes con LC ha sido Le. (V.) panamensis, seguido de Le. (V.) braziliensis (Baena,
2013; Ovalle, Porras, Rey, Rios, & Camargo, 2006; Saravia et al., 2002). Sin embargo,
en estudios realizados en la region, en el municipio de Ovejas se encontrd que Le.
braziliensis es la especie mas prevalente, seguida de Le. panamensis (Martinez, Rebollo,
Luna, Cochero, & Bejarano, 2010). Previamente se ha descrito que Le. (V.) braziliensis
estd distribuida en varias zonas del pais, Le. (V.) panamensis es prevalente en el
occidente colombiano y Le. (V.) guyanensis se encuentra en las cuencas de los rios

Orinoco y Amazonas, aunque recientemente se registrd6 su presencia en los
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departamentos de Tolima y Ovejas, Sucre (Baena, 2013; Martinez et al., 2010;
Rodriguez et al., 2008).

1.2.3 Morfologia de Leishmania spp.

Morfolégicamente todas las especies de parasitos del genero Leishmania son
similares pero presentan diferencias de comportamiento biologico en el vector y los
reservorios, presentan tropismo diferencial, respuesta inmune y signos clinicos de la
enfermedad diferentes (INS, 2000).

Los parasitos en el interior de los macréfagos del hospedador vertebrado se presentan
en forma de amastigotes, estos exhiben una forma ovalada o redondeada, inmovil, que
mide entre 2 a 3 micras de didmetro. El nlcleo es central y hacia el extremo apical esta
el cinetoplasto, una estructura mitocondrial especializada que contiene DNA
extracelular (KDNA), el cual se colorea intensamente y tiene la forma de una barra, esta
asociado a un rudimento de flagelo que no se extiende fuera del parasito. Este Gltimo es
muy poco visible con las coloraciones corrientes y se le conoce como rizoplasto. Los
amastigotes estan adaptados a la temperatura corporal de los vertebrados y al medio
acido de los fagolisosomas de los macrofagos donde ellos residen (INS, 2000; Rios &
Yuil, 2010). (Imagen 1A).

En el tubo digestivo de la hembra del hospedador invertebrado o en algunos medios
de cultivo artificiales, el parasito se presenta en forma de promastigote, que corresponde
a su fase de vida libre o extracelular, morfolégicamente son alargados, de
aproximadamente 20 micras de longitud, al igual que los amastigotes tienen un nucleo
central y un cinetoplasto terminal o subterminal, en la parte anterior del parésito, se
origina un flagelo, casi de igual tamafio del cuerpo (mastigos = latigo). Cuando los
estadios intermedios llegan a promastigotes metaciclicos migran hacia la valvula
estomoidal (proboscide) del vector y son regurgitados sobre las microheridas que estos
insectos causan cuando intentan tomar sus alimentos (Bates, 2007; INS, 2000; Luna,
Martinez, & Rebollo, 2008). (Imagen 1B).
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Imagen 1. Morfologia de Leishmania spp.: A. Amastigotes en el interior de un macréfago. B.
Promastigotes de Leishmania spp. Tomado de: www.pasteur.ac_irresearchDepartment-molecular

(23/03/2015) Immunology-images-cara_jpg.htm.

1.2.4 Ciclo de vida.

El parésito presenta un ciclo de vida asexual, y durante su ciclo bioldgico puede tener
mas de un hospedador, se pueden producir diferentes ciclos. El primero, basicamente
silvestre (zoondtico) en el que el parésito circula entre los reservorios naturales
manteniendo el ciclo con la participacién de los vectores propios de la zona donde la
enfermedad es endémica, y, un segundo ciclo (antroponético) en el que los vectores
infectados pueden picar al humano y animales domésticos (Luna et al., 2008). La
hembra flebotominea ingiere macrofagos infectados con amastigotes presentes en la piel
cuando intenta tomar sangre. Mediante sus piezas bucales hace varios cortes a la dermis
para alcanzar los capilares, formando una pequefia laguna hemorragica que es
promovida por sustancias vasodilatadoras y anticoagulantes presentes en la saliva
(Guilpin, Swardson, Nosbisch, & Titus, 2002) de donde posteriormente succiona la
sangre, de este modo, los amastigotes de los tejidos infectados o de la sangre pasan al
tracto digestivo del flebotomineo y en el intestino medio, inician el proceso de
metaciclogénesis, en este, se transforman en promastigotes en la primeras 24-36 horas

tras la picadura, e inician una rapida multiplicacion (Bates & Rogers, 2004).
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Dentro del tubo digestivo del vector, las caracteristicas del promastigote van
cambiando desde la fase de nectomona, sujeto a las microvellosidades del tubo
digestivo, a la de promastigote infectivo o metaciclico, libre en hipofaringe, pasando por
una fase intermedia de haptomona. Este proceso se conoce como metaciclogénesis y
dura aproximadamente 10 dias (Baena, 2013), los promastigotes metaciclicos se ubican
en la faringe del insecto vector y permanecen alli hasta una nueva picadura, entonces
son regurgitados a un nuevo hospedador. Con cada picadura entran en la dermis entre 10
y 200 promastigotes metaciclicos, algunos de los cuales, probablemente, son destruidos
por los leucocitos polinucleares y eosinofilos, mientras que otros se adhieren a los
receptores de superficie de los macrdfagos y son fagocitados. Una vez dentro del
macrofago, se transforman en amastigotes, que viviran en los fagolisosomas, o vacuolas
parasitoforas del macréfago gracias a su sistema de evasion que consiste en inhibir las
funciones del macréfago (Rios & Sousa, 2010). En estas estructuras, los amastigotes
sobreviven y se multiplican por division binaria, hasta que el macréfago queda lleno de
amastigotes, momento en el que se lisa y los parasitos pasan al espacio extracelular,
donde nuevamente serdn captados por otros macrofagos (Garcia, 2005). (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida de Leishmania spp. (Tomado de Sacks, David y Noben, Nanci 2002 (Sacks &
Noben, 2002)).
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1.2.5 Vectores.

La leishmaniasis es transmitida por la picadura de pequefios flebotomineos, insectos
hematdfagos distribuidos en zonas tropicales y en zonas templadas del mundo. Existen
alrededor de 700 especies descritas, de las cuales alrededor de 50 han sido comprobadas
como vectores de la leishmaniasis. Se reconocen cinco principales géneros de
flebotomineos, Phlebotomus, Sergentomya, Lutzomyia, Warileya y Brumptomyia. Sin
embargo, los vectores de Leishmania spp. se agrupan solo en el género Phlebotomus en
Europa, Asia y Africa, y en el género Lutzomyia (Baptista, 2011) en América, aunque
existen reportes de infeccion natural con Leishmania en especies de Sergentomyia y
Warileya. Los flebotomineos son insectos que alcanzan los 3 mm de longitud, su cuerpo
y alas son hirsutas y, cuando se posan, forman un angulo agudo en forma de la letra V
sobre el cuerpo (Imagen 2). Claborn (2010) afirma. “Estos insectos son holometébolos,
por lo tanto su ciclo pasa por una etapa de huevo, cuatro estadios de larvales, un estado
pupa y el estado adulto, segln la especie, este ciclo usualmente se completa entre 50-60
dias en promedio (p. 128). Un dato importante de su anatomia, como la de otros insectos
hematofagos, es la existencia de dos glandulas salivales saculares, localizadas en el
torax, que vierten su secrecion a través de conductos salivales que forman un canal a lo
largo de la hipofaringe. Son insectos de actividad crepuscular o nocturna, aunque
algunas especies pueden picar durante el dia, y, presentan una capacidad de vuelo
limitada (Garcia, 2005).

Imagen 2: Vector del paréasito (Lutzomyia sp.), Tomado de

http://www.raywilsonbirdphotography.co.uk/Galleries/Invertebrates/vectors/sand_fly.html

30



1.2.6 Reservorios.

Una amplia variedad de animales silvestres y domésticos han sido implicados como
reservorios de las especies de Leishmania del Nuevo Mundo, en general existe una
relacion ecoldgica estrecha entre los vectores de un paréasito dado y el reservorio (INS,
2000), (WHO, 2010) . Segun la OMS (2010), “para incriminar formalmente un
reservorio es necesario demostrar que la poblacion de parasitos depende de ese
mamifero en particular para su mantenimiento a largo plazo” (p. 24), y, para ello se

deben probar los criterios siguientes:

« El reservorio es suficientemente abundante y longevo para proporcionarle a los
flebotomineos una fuente importante de alimento, esto mediante un contacto continuo

entre el reservorio y los flebdtomos.

* La proporcién de individuos que se infectan a lo largo de su vida puede superar el
20%.

¢ El curso de la infeccidn en el reservorio debe ser cronica.

* Los parasitos deben estar presentes en la piel o la sangre en nimero suficiente para

gue puedan pasar al flebotomineo (WHO, 2010).

Los reservorios de Leishmania spp. incluyen animales domésticos como perros
(Canis familiaris), mulas y caballos (Equus caballus) que pueden encontrarse con
Ulceras de piel extensivas debidas al parasito. También se ha encontrado como
reservorios de Leishmania spp. a marsupiales (Didelphis marsupialis, Didelphys
albiventis), roedores (Rattus, Proechymis y Oryzomys) y o0sos perezosos (Choloepus
didactylus), que raramente sufren la enfermedad por la infeccion (Sanchez et al., 2004).

(Imagen 3).
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Imagen 3. Reservorios comunes de Leishmania spp. A: Perro doméstico (Canis familiaris), B.
Didelphys albiventis (Zorra de monte), C. Rattus rattus (Rata negra), D. Perezoso (Choloepus didactylus).
Tomado de http://cookislands.bishopmuseum.org, http://www.enature.com,

http://www.empirepestcontrol.co y http://biogeodb.stri.si.edu.

1.2.7 Biologia de los roedores.

Rodentia es el orden con mayor riqueza y diversidad dentro de la clase Mammalia, lo
componen 28 familias, 443 géneros y mas de 2000 especies, las cuales representan el
49% de todos los mamiferos del mundo (Barragan, Lorenzo, Morén, Briones, & Lépez,
2010). Esta diversidad y dominancia denota la importancia que estos mamiferos tienen
en los ecosistemas que habitan y sus relaciones con la economia y la salud del humano.
El orden se divide en dos subdrdenes: Sciurognathi (ardillas arboricolas, terrestres y
voladoras, ratas, ratones, castores) e Hystricognathi (semejantes a puercoespines)
(Bengis, Tate, Leighton, Fischer, & Artois, 2004).

Unas de las caracteristicas mas importantes de algunas especies de roedores son la
adaptabilidad y la flexibilidad del comportamiento, el mejor ejemplo de esto lo
constituyen los roedores que se encuentran estrechamente relacionados al humano

(sinantrdpicos) como lo son el raton casero (M. musculus), la rata negra (R. rattus) y la
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rata noruega (R. norvegicus), pertenecientes a la familia Muridae, la cual presenta una
gran diversidad, 1.326 especies y 281 géneros, agrupando a casi un tercio de las especies
de mamiferos del mundo (Spotorno, Palma, & Valladares, 2000). Los roedores
desempefian un papel fundamental en la ecologia de los hébitats tropicales; ellos son
agentes dispersores de semillas, consumidores de invertebrados y vertebrados pequefios,
y Se convierten en presa para serpientes, mamiferos y aves (Chung & Corlett, 2006). Los
roedores tienen solamente un par de incisivos en cada mandibula, los incisivos estan
separados de los molares por un espacio vacio, la Unica disposicion dental similar se
encuentra en miembros de la Orden Lagomorpha (conejos y liebre) pero estos animales
tienen dos incisivos adicionales en la mandibula superior (Romero-Pefiuela, 2010). El
periodo promedio de vida de los roedores sinantrépicos es relativamente corto, 1 - 2
afios, la madurez sexual ocurre en 2 6 4 meses de edad y probablemente contintan
haciéndolo hasta aproximadamente los 18 meses, la gestacion de la hembra dura de 22 a
24 dias con 8 a 12 nidadas por afio. Cada nidada posee de 8 a 12 individuos con una
supervivencia de 12 a 20 individuos por hembra al afio, el niUmero de crias depende de la
especie y varia segun las condiciones climéticas y alimenticias del lugar (Romero,
2010).

En Colombia, los roedores constituyen el segundo grupo mas diverso dentro de los
mamiferos, los registros indican que estan presentes 11 familias, 47 géneros y 135
especies. En el departamento de Sucre existe un registro de 3 familias, 9 géneros y 9

especies (Blanco et al., 2012).

1.2.8 Distribucién de la leishmaniasis.

La leishmaniasis se encuentra distribuida en todos los continentes, es endémica en 99
paises, y se considera que aproximadamente 350 millones de personas estan en riesgo de
adquirirla, la distribucion geogréafica de esta enfermedad depende de la distribucién de
los flebotomineos vectores, su tendencia a ingerir sangre de los animales y el humano, v,
por su capacidad de soportar el desarrollo interno de las especies de Leishmania (PAHO,
2013).
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GOmez (2014) afirma. “Cerca del 90% de los casos de LC ocurren en siete paises:
Afganistan, Argelia, Brasil, Iran, Peru, Arabia Saudita y Siria” (p. 27) . (Figura 2).
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Figura 2. Distribucion mundial de Leishmaniasis cutanea. Tomado de WHO 2013.

Gomez (2014) afirma. “El 90% de los casos de LC ocurren en areas rurales y
suburbanas de cinco paises (Bangladesh, India, Nepal, Sudan y Brasil)” (p.27). (Figura
3).
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Figura 3. Distribucion mundial de Leishmaniasis visceral. Tomado de WHO 2013.
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Se desconoce la incidencia y prevalencia real de la enfermedad, porque solo en 52
paises donde la leishmaniasis es endémica su notificacion es obligatoria. Se calcula una
prevalencia mundial de 20 millones de casos, y se cree que la incidencia anual oscila
entre 1,5 y 2 millones de nuevos casos para las LC, y 500.000 casos nuevos de LV
(PAHO, 2008). En América, la leishmaniasis representa un problema significativo en
Salud Publica, debido a su alta morbilidad, con distribucion en algunas partes de
México, América Central y América del Sur, a excepcion de Chile y Uruguay. Entre los
afios 2001 a 2011, Brasil, Colombia y Peru aportaron el 75,8 % de los casos de LC y
LMC. Para LV Brasil aportd el 96,6% de los casos en América (PAHO, 2013 ). En
Colombia la LV es endémica principalmente en el Valle del Rio Magdalena y sus

afluentes.

Histéricamente, la leishmaniasis habia sido considerada como un riesgo inherente a
las actividades que se desarrollan en los ambientes rurales, sin embargo, esta situacion
esta siendo revaluada principalmente porque se ha observado un aumento en el area de
distribucion de la enfermedad, que ahora incluye zonas urbanas del pais que antes se
consideraban libres de leishmaniasis, tales como Bucaramanga, Sincelejo, Villeta,
Quebradanegra, Remedios, Neiva, Huila, Leticia, Cartagena (Bejarano et al., 2002;
Carvajal, Canencio, Araujo, & Fekri, 2003; Fernandez et al., 2006; Lambrafio,
Manjarrez, & Bejarano, 2012; Pinzén et al., 2012), y se ha planteado que la presencia de
microfocos urbanos puede elevar el riesgo de adquirir la enfermedad si se tiene en
cuenta que en Sudamérica mas del 70% de la poblacion reside en nicleos urbanos
(Wolff & Lowell, 2009). En la Costa Caribe Colombiana, la LC y la LV presentan un
caracter endémico en areas rurales y urbanas de la region, especialmente en Los Montes
de Maria (departamentos de Sucre y Bolivar), que constituyen el foco de LV mas
importante del territorio nacional al aportar el 85% de los casos del pais. Los Montes de
Maria, junto al departamento de Cdrdoba, conforman el macrofoco de LC de la Costa
Caribe, con el 84.5% de los casos registrados en la region (Zambrano, 2014).
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1.2.9 Factores de riesgo de transmision por Leishmania spp..

En los estudios epidemioldgicos sobre la leishmaniasis, varios factores han sido
asociados con el riesgo de transmision de esta enfermedad. Entre estos, la actividad
ocupacional ha sido el factor mas relacionado con la leishmaniasis de transmision
selvatica (Shaw, 2006), asi mismo el tipo de construccion y las caracteristicas ecoldgicas
alrededor de la vivienda, el hacinamiento y algunas actividades realizadas por los
pobladores (deforestacion) (Silva, 2008). Sin embargo, se considera que el fendmeno
migratorio de la poblaciones, especificamente el traslado de individuos infectados y sus
animales domeésticos desde areas donde la enfermedad es endémica hasta areas no
endémicas de la enfermedad, es lo que ha favorecido la expansion de la leishmaniasis a
territorios urbanos (Dantas & Brandao, 2006). El principal factor de riesgo que causa el
aumento de la incidencia de la leishmaniasis lo constituye la presencia de vectores y
reservorios infectados con Leishmania spp. en el entorno doméstico (Suarez et al.,
2012).

Tradicionalmente se ha descrito a la leishmaniasis como una enfermedad de areas
rurales y escaso saneamiento ambiental, donde las viviendas en condiciones precarias
favorecen la entrada del vector y reservorios del parasito como caninos, lo que facilita la
transmision al humano. Costa (2005) “encontr6 asociacion entre las personas con casos
de leishmaniasis y las viviendas con sistemas de cloacas, disposicién de excretas
deficientes y sin la recoleccion de basura” (p.2), sefialando la condicion socioecondémica
baja como un factor de riesgo para adquirir la infeccion por Leishmania spp (Silva,
2008). Los factores climaticos, como la temperatura ambiental y la humedad, juegan un
papel importante en la dindmica de transmisién de la enfermedad, ya que afectan a los
parametros que aumentan la probabilidad de transmision de la infeccion actuando sobre

la supervivencia de los vectores (Suérez et al., 2012).
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1.2.10 Diagnéstico de la leishmaniasis.

El diagndstico de la leishmaniasis se basa, generalmente, en la deteccion del parasito,
sus antigenos o material genético, mediante la aplicacion de métodos directos e
indirectos (Rios & Yuil, 2010). Es importante lograr un diagnostico diferencial de la
leishmaniasis, debido a que existen enfermedades con un espectro clinico similar
generadas por otros parasitos, las cuales son comunes en areas donde la leishmaniasis es
endémica (e.g. lepra, canceres de piel, tuberculosis, micosis cutdnea) (Xavier et al.,
2006). Sumado a esto en nuestra region la falta de diagndstico y las largas distancias
desde las zonas rurales hasta los centros de Salud provocan que el numero de la
poblacion susceptible aumente. El diagnostico directo para la identificacion de
Leishmania spp. se realiza en la mayoria de los casos, mediante la observacion al
microscopio de la forma amastigote presente en los extendidos de biopsias o aspirados
teflidos con Giemsa, la toma de muestras para el diagnostico de la LC se toma a partir
del borde de lesiones activas de la piel o mucosas, en el caso de la leishmaniasis
visceral, la muestra se obtiene por puncién esplénica o el aspirado de médula 6sea. La
sensibilidad del examen directo varia en funcidén del 6rgano escogido para efectuar
extendidos (Rios & Yuil, 2010), adicionalmente, el cultivo de Leishmania spp. es una
técnica auxiliar para el diagnostico directo, ya que permite el aislamiento del paréasito y
facilita su deteccion. La inoculacion en animales de experimentacion puede ser de gran
utilidad en el caso de cepas de dificil crecimiento o de indculos contaminados (Ready,
2010),

En contraste, los métodos indirectos se basan en la deteccion de anticuerpos
especificos frente a Leishmania spp., principalmente de tipo IgG, mediante pruebas
serologicas y también en la evaluacion de la respuesta celular mediante una prueba
cutanea de hipersensibilidad retardada conocida como Prueba de Montenegro (Bari &
Rahman, 2006). Los métodos seroldgicos usados con mayor frecuencia incluyen
inmunofluorescencia indirecta (IFI) y el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA). El INS (2000) afirma que “en estas técnicas se utiliza parésitos enteros o

lisados como fuente de antigeno” (p.23).
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» Prueba de inmunofluorescencia indirecta (1FI).

La IFI consiste en la deteccion de anticuerpos frente a Leishmania spp. Esta prueba
inmunoldgica permite visualizar de una manera indirecta la unién antigeno-anticuerpo,
para lo cual utiliza un anticuerpo secundario marcado con una sustancia fluorescente, el
cual reaccionarad de una manera especifica con los anticuerpos presentes en el suero de
estudio, que previamente se han unido a los antigenos de Leishmania spp.. Cuando el
fluorocromo se expone a LUV, emite fluorescencia que se visualiza por microscopia
(Vésquez et al., 2011) (Figura 4). La IFI ha sido empleada en estudios de leishmaniasis
en animales, usualmente en perros y algunas veces en roedores. Empez0 a ser utilizada
en el diagnostico de la leishmaniasis visceral canina (LVC) a partir de la década de los
60s y desde entonces, ha sido reconocida universalmente como una “prueba estandar de
primera eleccion” (Herndndez & Rodriguez, 2009). Asi mismo, es la técnica
recomendada en el Manual de Pruebas Diagnosticas para Epizootias de la Oficina
Internacional de Sanidad Animal OIE (Romero & Séanchez, 2007). En Colombia
también se usa esta técnica que es recomendada por el Instituto Nacional de Salud
(INS). Ademas, ha sido empleada en roedores experimentalmente infectados en Iran y
en Brasil en la década de los 80s. Estos estudios demostraron, que la IFI, es por su alta
sensibilidad (90-100%), un método adecuado para la determinacién seroldgica de
anticuerpos frente a Leishmania spp. cuando se buscan potenciales reservorios de los
parasitos entre animales vertebrados (Zovein, Edrissian, & Nadim, 1984), (Rizvi et al.,
1985). Esta técnica ha sido empleada en estudios realizados por Schallig 2007, en Belo
Horizonte, Brasil donde se registr6 una prevalencia de 21.6% (24/111) en D.
marsupialis (Schallig, Da Silva, Van der Meide, Schoone, & Gontijo, 2007). De igual
forma investigaciones realizadas por Moreno et al. 2013, encontraron una prevalencia en
liebre de 74.1% (63/85) y sugieren que estos lagomorfos podrian estar actuando como
reservorios de Leishmania spp. en Madrid, Espafia (Moreno et al., 2013). Estudios
realizados en este mismo pais en 2014 indican una seropositividad en Oryctolagus
cuniculus del 75.4% (52/69), estos animales son considerados como reservorios locales
en esta ciudad (Garcia et al., 2014). En Brasil y Estados Unidos en canidos silvestres

como Chrysocyon brachyurus, Cerdocyon thous, Speothos venaticus y Vulpes vulpes, se
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registré una seroprevalencia de 2.5% (Gomes et al., 2011), (Rosypal et al., 2010),
(Mancianti, Mignone, & Galastri, 1994) y en Colombia una reactividad seroldgica en
Canis familiaris de 41,7% (88/221) ante antigenos totales de Le. infantum

(Romero, Séanchez, & Hayek, 2010). Estos estudios han mostrado la utilidad en la
deteccion de anticuerpos frente a Leishmania spp, lo que sugiere que la IFI es un método

serologico sensible para la vigilancia epidemioldgica de la leishmaniasis.

“Aunque la técnica IFI presenta buenos valores de sensibilidad (varia entre el 90 y el
100%) y especificidad (80%), en estudios realizados en Colombia, usando antigenos
totales de la cepa colombiana de Le. infantum (infantum) MHOM/ CO/CL044B en
animales infectados experimentalmente, se informaron valores de sensibilidad y
especificidad mas bajos, del 69,7% y 67,5%, respectivamente” (Romero & Sanchez,
2007, p.4).

Una desventaja de esta técnica, especialmente en Centro y Sur Ameérica, es la
reactividad cruzada que presentan los antigenos de los parasitos del género Leishmania
con Trypanosoma cruzi, patdgeno de la misma familia de Leishmania spp., debido a que
presentan fracciones antigénicas compartidas y frecuentemente ambos parasitos
coexisten en éareas donde ambas enfermedades son endémicas (Romero, Lépez,
Echeverry, & Rivas, 2009). Se han descrito como ventajas de la IFI, su facilidad de
implementacién, rapidez en la entrega de los resultados y bajo costo, sin embargo, los
inconvenientes que presenta, estan relacionados con su precision puesto que los valores
predictivos que son los indicadores utilizados para la interpretacion de resultados de las
pruebas de diagnoéstico, son influenciados por los valores de sensibilidad vy
especificidad. La IFI presenta una elevada credibilidad de los resultados, especialmente
cuando es un resultado negativo, porque el valor predictivo negativo de la prueba es alto
(sensibilidad); en contraste, cuando un resultado es positivo para LV el valor predictivo
positivo (especificidad) no es tan alto porque la técnica permite identificar un alto
numero de animales falsos positivos, debido a su baja especificidad (Alves &
Bevilacqua, 2004). Otro aspecto importante que debe ser tenido en cuenta para evaluar

una técnica diagnostica, es el limite de reactividad o punto de corte, que se entiende
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como el valor a partir del cual los resultados de una prueba se consideran positivo
(Romero & Sanchez, 2007). Se ha sugerido que no hay consenso sobre las diluciones a
las cuales un suero puede ser considerado positivo usando la prueba IFI, sin embargo,
estos titulos pueden variar entre 1/20 hasta 1/160, en Colombia para la LV se considera
positiva con titulos del suero mayores o iguales a 1/32. Otras de las desventajas descritas
para esta técnica, incluyen la falta de relacion de los valores de la titulacion obtenida
sobre la progresion de la enfermedad y la falta de criterios que permitan discriminar los
individuos susceptibles de aquellos resistentes con serologia positiva sin signos de la

enfermedad (De Paula, da Silva, Fernandes, & Jansen, 2003).

1.Fixing of antigens

v e R 000000 3. Add the patient serum
o 00000 vV containing IgGs, after to serial
ﬂ }\ }\ }\ dilutions.
O
O

(@)

/ Sife) (@
O (@]
4. Add the conjugate: fluorescein ﬁ ﬁ ﬁ

2 Serial dilution isothiocyanate labeled anti-human
IG globulin binds to serum IgG L L L
%G 100t 100ul  100ul 100l 100ul 100l 100ul  100uL 2004l

o ppp%npnpn N

5. Preview in the
190 pL PBS 120 140 180 1160 1320 L6W 11280 1250 15120 1:10200 k k immunoﬂuorescence

EO=—=0—Cn microscope

00
00

Figura 4: pasos de la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI). Tomado de De
Paula, da Silva, Fernandes, & Jansen, 2003)

1.2.11 Respuesta inmune frente a Leishmania spp..

“Después de la picadura del flebotomineo, los amastigotes procedentes de
macrofagos del hospedador son liberados en el intestino del insecto donde se
transforman en promastigotes prociclicos que no son infectantes, estos promastigotes
prociclicos expresan en su superficie grandes cantidades de lipofosfoglicano (LPG) y de
la metaloproteasa gp63” (Rios & Sousa, 2010, p.23). La activacion del complemento por

el LPG es por la via clasica dando lugar a la lisis de los promastigotes prociclicos, pero
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no metaciclicos, la opsonizacion de los parasitos proporciona el medio adecuado por el
que los promastigotes metaciclicos se unen y penetran en los macrofagos, la muerte de
Leishmania spp. por parte de macrdfagos esta mediada por la produccion Oxido Nitrico
(ON), la fagocitosis de estos parasitos induce fuertemente la sintesis de ON, ademas, la
infeccion con paréasitos del genero Leishmania induce la liberacion de citoquinas que
inhiben la muerte mediada por ON como el factor de crecimiento transformante beta
(TGF-R) o la IL-10 (Sacks & Noben, 2002). La saliva del flebotomineo, a través del
péptido maxadilan, suprime la actividad leishmanicida del macréfago inhibiendo la
produccién de ON y acelerando el desarrollo de la lesion. Cuando el promastigote
metaciclico se transforma en amastigote, ocurre la fusién fagosoma-lisosoma y los
parésitos son capaces de sobrevivir y multiplicarse en la vacuola parasitofora rica en
acidos e hidrolasas. La presentacién de los antigenos por parte de moléculas del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) de tipo Il existentes en las células
presentadoras de antigeno a las células T, causa la expansion del Interferon gamma
(IFN-y), produciendo una respuesta CD4+ Th1l, y se ha pensado durante largo tiempo
que esto es esencial para el control de la infeccion por Leishmania spp.(Guilpin et al.,
2002). Sin embargo, la presentacion por parte de las moléculas del CMH de tipo Il sola,
no es suficiente para estimular la respuesta de las células T, también se necesitan
moléculas coestimulatorias como la union de las proteinas B7-1/B7-2 y CD40 (en el
macréfago) con CD28 y CD40L (en la célula T) respectivamente (Stebut, 2007).

Después de la presentacion antigénica por parte de las moléculas de Clase Il del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad, las células colaboradoras (Th en inglés)
proliferan a través del precursor ThO hacia células Th1 6 Th2 que difieren en el perfil de
produccion de citoquinas. De hecho, las células Thl secretan IL-2, IFN-y, TNF- R y
proteinas inflamatorias de migracion como las proteinas MIP (Macrophage
inflammatory protein) y MIP-1; mientras que las células Th2 secretan IL-4, IL-5, IL-6,
IL-9, IL-10, IL-13 y el factor inhibidor de migracion (MIF). Generalmente se acepta que
la induccion de una inmunidad protectora frente a la leishmaniosis depende de la
produccién de IL-12, esta citoquina dirige la respuesta CD4+ Thl e induce la

produccion de IFN-y tanto por los linfocitos T citotoxicos (CD8) como por células
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Natural Killer (NK) y celulas T (Hernandez, Vargas, Xin, & Soong, 2008). El IFN-y
media en la proteccion induciendo la expresion de Oxido nitrico sintasa (NOS2) y la
produccion de ON en los macréfagos infectados, el TGF-R parece ser una citoquina
importante capaz de disminuir la respuesta del NOS2 a las sefiales del IFN-y, en general,
la sintesis temprana de IL-4 es necesaria para el desarrollo de la respuesta Th2
(Castellano et al., 2009). “La respuesta Th2 estimula la inmunidad humoral e inhibe la
proliferacion de la respuesta Thl y hace al macréfago poco susceptible para la
activacion por IFN-y, la regulacion de la respuesta humoral significa la activacion de
los linfocitos B con la formacion consiguiente de anticuerpos, principalmente de IgG,
pero que son incapaces de contrarrestar el parasito al tener una localizacion intracelular,
por lo que la enfermedad se disemina y el raton termina muriendo, la IL-4 no solo
disminuye la produccién de IL-12 y IFN-y y la expresion de IL-12, sino que también
inhibe la produccion de NO por los macrofagos, lo que es critico para la actividad
leishmanicida” (Rios & Sousa, 2010, p.24), (Gibson, 2010, p. 6) (Figura 5).
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Figura 5. Inmunologia frente a la infeccion por parésitos del genero Leishmania (Ezra, Ochoa, &
Craft, 2010).
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1.2.12 Signos clinicos en roedores infectados por Leishmania spp..

La leishmaniasis es causada por una de varias especies del genero Leishmania,
algunas pueden producir LC, LMC y LCD, mientras que otros pueden difundir a los
organos internos como el higado, el bazo y la médula 6sea que causa la leishmaniasis
visceral.

Aunque en los seres humanos Le. (V.) braziliensis es generalmente aislada a partir de
lesiones dermicas, los roedores infectados con esta especie son generalmente
asintomaticos. Sin embargo el patdgeno puede estar presente incluso en la ausencia de
lesiones, debido a que los vectores flebotomineos se alimentan mas facilmente tras de la
orejas y de la cola. En estos sitios externos se han encontrado los parasitos del género
Leishmania, es decir, que se pueden detectar de la piel aparentemente normal (las orejas
de roedores sin lesiones visibles) (Shender et al., 2014), aunque Le. (V.) braziliensis se
considera dermotropica, se ha demostrado que los miembros del subgénero Le.
(Viannia) pueden en ocasiones visceralizarse, dependiendo del sistema inmune del
hospedador y de la especie de Leishmania. Este parasito ha sido identificado en el bazo,
la médula Osea, la piel, y sangre de roedores de varias especies (Brandfio et al., 2003),
(Freitas et al., 2012), (De Lima, De Guglielmo, Rodriguez, Convit, & Rodriguez, 2002) .
En estudios experimentales con Le. (V.) braziliensis en hamsters y roedores silvestres, se
ha demostrado que este parasito hace metastasis en el higado cuando se inoculan en la
piel (André Rodrigues, Cupolillo, Marchevsky, & Jansen, 2010). Por el contrario otras
especies como Le. (L.) mexicana pueden causar la lesién nodular ulcerada tipica, la
infeccion comienza como un nddulo blanquecino, estas lesiones dérmicas en animales
infectados suelen aparecer en las extremidades, en particular, la cola, aunque estudios
experiméntales han indicado lesiones en el hocico, oreja y almohadilla plantar (Sosa,
Wynsberghe, Canto, & Andrade, 2012) (Imagen 4).

Observaciones en Oryzomys sp, experimentalmente infectado, han encontrado que las

lesiones de Leishmania spp. pueden sanar después de solo unos meses, dejando

cicatrices visibles, tales cicatrices caracteristicas son muy comunes en las colas de
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Oryzomys sp. que han sido encontrados naturalmente infectados con paréasitos del genero
Leishmania (Lainson & Shaw, 1968). (Imagen 4).

Imagen 4: (A y B). Aspecto macroscopico de la pata infectada de Mesocricetus auratus en
aproximadamente 110 dias después de la infeccion por Leishmania, lesiones representativos localizados
en el sitio de la inoculacion del parasito (Gomes, Valverde, Ribeiro, Placido, & Da Cruz, 2013). C. Bazo
de Mesocricetus auratus infectado con Le. (V) braziliensis, las flechas blancas sefialan algunos de los
varios nédulos que se encuentran en el bazo infectado (Gomes-Silva et al., 2013). (D y E). Infeccién
natural de Proechimys sp. que muestra lesiones en la oreja y en la pata. F. Oryzomys Capito, con lesiones

en la cola producidas por Le. amazonensis.

1.2.13 Métodos de control de los roedores sinantrdpicos.

Para el control de roedores se deben tener en cuenta las caracteristicas de cada
especie y asi emplear las medidas adecuadas para disminuir sus poblaciones. Entre los
métodos de control conocidos, estan los fisicos, mecanicos, quimicos y bioldgicos u
organicos (Romero, 2010).

Los meétodos de control fisico y mecénico, son denominados de esta manera porque
se basan en alguna propiedad fisica que provoque la muerte, captura o alejamiento de
roedores. EI método méas comdn utilizado hasta el presente es usando trampas, las cuales

estan disefiadas para atrapar roedores de forma mecanica, por lo general se recurre al
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empleo de cebos atrayentes, lo que facilita la captura (Organizacion Panamericana De la
Salud (Ops), 2012). EI control biolégico u organico se basa en el estudio y la utilizacién
de depredadores, parésitos y patdgenos en la regulacion de la densidad de poblacién de
un organismo plaga como los roedores. Como depredadores, se usan gatos, perros,
lechuzas, halcones, serpientes, hurones y zorros, todos estos depredadores son utiles en
la conservacion del equilibrio ecoldgico. Debe tenerse en cuenta que cuando la
poblacion de roedores se hace presente en el medio doméstico, el control biolégico no
puede ser el Unico método para combatirlos (Romero, 2010).

Los métodos de control quimico se basan en el empleo de productos de diversos
origenes y aplicacion. Actualmente los métodos quimicos conocidos son: fumigantes,
quimioesterilizantes, repelentes, rodenticidas agudos y rodenticidas anticoagulantes. Los
fumigantes son el método mas frecuentemente utilizado cuando se requiere la
eliminacién de los roedores de forma inmediata, estos productos, entre los que puede
mencionarse el &cido cianhidrico, el fosfuro de aluminio, el bromuro de metilo y los
cartuchos fumigantes, son utilizados en lugares inaccesibles. Los rodenticidas de accién
aguda, tal como su nombre lo indica, actian rapidamente (en unos minutos 0 a mas
tardar unas horas) después de haberse ingerido la dosis efectiva, la muerte suele ser
causada por paro respiratorio o paralisis generalizada. La necesidad de administrar una
dosis letal con la ingestion de una pequefia cantidad de cebo requiere que los cebos
tengan altas concentraciones del ingrediente activo, estas concentraciones y la toxicidad,
junto a la rapida accién de estos venenos, representan un grave inconveniente cuando
hay accidentes con otros animales que no constituyen el blanco de la intervencion o con

el hombre mismo (Organizacion Panamericana De la Salud (Ops), 2012).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general
> Determinar la prevalencia de anticuerpos frente a Leishmania spp. en roedores

sinantrépicos de un foco mixto de leishmaniasis en el area urbana del municipio

de Ovejas, Colombia.

2.2. Objetivos especificos:
> Detectar la presencia de anticuerpos 1gG frente a Leishmania spp. mediante IFI
en muestras de suero obtenidas de roedores sinantrépicos procedentes del area

urbana del municipio Ovejas.

> Determinar la relacién entre los parametros demogréficos de los roedores y la

prevalencia de anticuerpos frente a Leishmania spp.

> Identificar cuéles son los factores de la vivienda y su entorno, que determinan la

presencia de roedores y roedores seropositivos en el area bajo estudio.
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3. Metodologia

3.1 Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio descriptivo, transversal en el que se determiné la frecuencia de
anticuerpos especificos frente a parésitos del genero Leishmania en las poblaciones de

roedores del area urbana del municipio de Ovejas, departamento de Sucre.

3.2 Muestra

A partir de una poblacion indeterminada de roedores, se estim6 un tamafio de la
muestra de 384 individuos. El célculo se realiz6 con él programa WinPEPI v11.18, con
un nivel de confianza del 95%, admitiendo un error del 5% y una seroprevalencia de
50%, usada cuando se desconoce la prevalencia del evento, pero que casualmente es
igual a la estimada en un estudio previo, en este caso a uno realizado en roedores del
municipio de San Andrés de Sotavento
(Travi et al., 1994).

3.3 Area de estudio

El estudio se realiz6 en la zona urbana del municipio de Ovejas, departamento de
Sucre (Figura 6) este se encuentra ubicado sobre Los Montes de Maria al noroeste del
pais de 09° 31° 48~, latitud norte, 75° 14° 01" latitud oeste del meridiano de Greenwich.
Tiene una extension total de 45.700 Ha, su elevacion es de 265 msnm y limita con los
municipios de Los Palmitos, San Pedro, Chaldn y Colosd, Sucre, asi como los
municipios de EI Carmen de Bolivar y Cordoba, en el departamento de Bolivar
(Alcandia de Ovejas, 2012). Este municipio aporta la mayor cantidad de casos de
leishmaniasis tanto cutdnea como visceral a la subregion de los Montes de Maria,
adicionalmente, se registran casos autoctonos urbanos y se ha registrado la presencia de

vectores infectados (Pérez et al., 2011).
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Monteria

Cordoba

Figura 6. Ubicacion geogréafica del municipio de Ovejas, departamento de Sucre. Tomado
de Google Earth 2015.

En términos ecoldgicos la zona de vida del municipio de Ovejas corresponde a
bosque seco tropical, presenta una temperatura promedio anual de 26,7°C, humedad
relativa de 77- 80% y precipitaciones de 1114,8mm anuales. ElI municipio cuenta con
una poblacion de 30.000 habitantes de los cuales el 47% pertenece a la cabecera
municipal y el 53% vive en la zona rural; la principal actividad econémica del municipio
de Ovejas estad basada en las explotaciones agricolas y ganaderas (Alcandia de Ovejas,
2012)

3.3.1 Estudio epidemioldgico.

Para la eleccion de los puntos de muestreo se tomaron en cuenta los registros
epidemioldgicos obtenidos en la Secretaria de Salud Departamental de Sucre y se
eligieron los barrios donde se registraron los casos mas recientes de la enfermedad.
Antes de iniciar la captura de los roedores se le explicaron los objetivos del trabajo al
jefe del hogar (Imagen 5A), se respondieron las dudas, se le pidié el consentimiento

informado (Anexo 1), se tomé la firma, posteriormente se realizO una encuesta
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epidemioldgica (Imagen 5B) (Anexo N° 2), en la que se preguntd por factores de la
vivienda y su entorno determinantes de la presencia de roedores, la implementacion de

medidas de control y la presencia de animales silvestres y domeésticos.

Imagen 5: recoleccion de datos epidemiolégicos. A. Firma del consentimiento Informado. B. encuesta

epidemioldgica realizada al jefe del hogar. (Canchila y Contreras).

3.4 Muestreo y procesamiento de roedores

3.4.1 Trampeo y manejo de roedores.

Los roedores fueron capturados teniendo en cuenta los lineamientos establecidos por
el Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC siglas en ingles) para el
trampeo y muestreo de pequefios mamiferos para estudios viroldgicos (Millis , Childs,
Ksiazek, & Peters, 1998). Para la captura de los roedores se utilizaron 48 trampas de
encierro tipo Sherman (8x9x23cm; Sherman Traps, Inc., Tallahassee, FL), instaladas
durante 24 noches entre marzo y julio de 2014. En total se visitaron 397 viviendas, en
las cuales se instalaban 4 trampas por casa, en cada uno de los 36 barrios investigados,
se distribuyeron las trampas en un transepto lineal tomando como referencia las
viviendas de los casos indices de la enfermedad. Las trampas fueron cebadas con una
mezcla de avena, mantequilla de mani y esencia de vainilla, y fueron instaladas antes del

anochecer en el intradomicilio (Imagen 6A) (interior de la vivienda) y el peridomicilio
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(Imagen 6B) (radio menor de 100m alrededor de la vivienda), para un esfuerzo muestral

de 15 horas/noche, y los roedores fueron recolectados a la mafiana siguiente.

Imagen 6: Instalacion de las trampas sherman en las viviendas. A. intradomicilio. B. peridomicilio.
(Canchila v Contreras).

En el intradomicilio las trampas se ubicaron en los lugares donde los propietarios
manifestaron observar actividad de roedores como armarios, mesones, detras de
electrodomésticos y muebles, especialmente en la cocina y habitaciones. A nivel
peridoméstico los troncos caidos, madrigueras, criaderos de animales y desaglies fueron

los sitios elegidos para la instalacion de las trampas.

Al amanecer, las trampas se revisaron para verificar si hubo captura o no y se anoto
si fueron visitadas, si una trampa fue visitada, pero no se realizo la captura, se coloco en
doble bolsa plastica para ser descontaminada, si la trampa contenia un roedor de interés,
se coloco cuidadosamente en una bolsa pléastica, luego se cubrié con una segunda bolsa
plastica y se cerr6 esta uUltima. La informacion de captura fue registrada en un
formulario de control de trampas (Anexo 3), en el cual se anotaban datos sobre el codigo
de la vivienda, nombre del jefe del hogar, teléfono, codigo de las trampas colocadas en
el intradomicilio y peridomicilio y si estas fueron positivas, negativas o visitadas. El
éxito de captura fue evaluado por el calculo de la densidad relativa, estimado como el
namero total de capturas de todas las especies dividido entre el nimero de trampas-

noche expresado en porcentaje.
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3.4.2 Obtencidn de parametros morfométricos.

El procesamiento de los ejemplares se realizé usando el equipo (trajes, guantes,
maéscaras con filtro HEPA) y medidas de bioseguridad empleadas para el manejo de
pequerios roedores en investigaciones virologicas (Millis et al., 1998). Las trampas que
capturaron roedores, se colocaron dentro de una bolsa plastica que contenia algodén
humedecido con cloroformo, se observé el animal hasta que quedd inmovil y no
respondia a estimulos (Imagen 7), luego se saco de la bolsa, y se colocé en el mesén de

diseccion sobre papel absorbente para la toma de muestras.

Imagen 7: Ratén anestesiado con cloroformo. (Canchila y Contreras).

Los roedores se pesaron, se tomaron datos reproductivos y se obtuvieron parametros
morfomeétricos tales como: el largo total, largo de la cola, pata posterior derecha y la
oreja (Imagen 8), las cuales fueron recopilados en documentos estandarizados en
trabajos previos (Guilpin et al., 2002), (Dantas & Brandao, 2006) para este proceso
(Anexo 4).
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Imagen 8. Parametros morfométricos de los roedores. A) Largo total, B) oreja, C) cola, D) pata
posterior derecha. (Canchila y Contreras).

3.4.3 Obtencion de muestras.

Las muestras de sangre fueron obtenidas mediante puncion cardiaca usando jeringas
heparinizadas (Imagen 9), cada muestra de sangre fue centrifugada a 5000 rpm por 10
minutos a temperatura ambiente (28°C), el suero resultante (sobrenadante) fue
transferido a un nuevo criovial, el cual fue rotulado con el codigo de identificacion del

animal y se conservo a -20°C hasta la realizacion de la prueba seroldgica IFI.

Imagen 9: Extraccion de sangre del roedor por puncién cardiaca previo al proceso de diseccion.
(Canchila y Contreras).
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3.4.4 Caracteristicas clinicas.

Todos los roedores fueron examinados, con el fin de encontrar signos clinicos
visibles de la de infeccién por Leishmania spp, que en el caso de LC, estos signos
incluyen la aparicion de lesiones ulcerativas en las extremidades generalmente en la
cola, hocico, oreja y almohadilla plantar (Shender et al., 2014); mientras que en el caso
de la LV afecta principalmente al bazo e higado, en los roedores capturados se
determin el presencia de anormalidades en estos 6rganos como la presencia de nddulos
0 vesiculas, otro signo que se busco fue la alopecia, en general estos signos son los

documentados en caninos y roedores (Diaz et al., 2008).
3.5 Determinacién taxonémica de las especies de roedores

3.5.1 Diseccion de los roedores capturados.

Después de tomar los pesos y parametros morfométricos se realizo la diseccién de los
ejemplares siguiendo el protocolo de procesamiento usado por el CDC (Millis et al.,
1998) para estudios en roedores. De acuerdo a éste, cada individuo anestesiado fue
sacrificado por dislocacién cervical, se realiz6 una incision en la piel sobre la linea
media de cada animal (desde el borde inferior del esternon hasta el pubis), a partir de
este corte se separ6 completamente la piel del tejido muscular, con el fin de preservar la
primera de éstas (Imagen 10). Una vez retirada fue deshidratada con bérax y se dejé
secar totalmente durante 48 horas, esto con el fin extraer el agua la piel para su

conservacion.
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Imagen 10. Procesamiento de los roedores. A) Eutanasia por dislocacion cervical de los roedores. B)

Diseccion para obtencion de la piel y el craneo. (Canchila y Contreras)

Las pinzas usadas en cada autopsia fueron desinfectadas con detergente extran neutro
al 1%. Las superficies de trabajo se trataron con hipoclorito al 2%, seguido por etanol al
70%. Las toallas y materiales desechables contaminados fueron depositados en bolsas de
bioseguridad autoclavables, las trampas fueron descontaminadas con extran neutro al
2%.

3.5.2 Manejo de craneo, montaje de pieles e identificacion de las especies de

roedores.

Los craneos de los individuos capturados fueron tratados manualmente y expuestos a
la accidon de hormigas con el fin de retirar las porciones de tejido muscular y conectivo,
cada craneo fue sumergido individualmente en perdxido de hidrogeno al 3,6% para
blanquearlo y fueron secados al aire libre. Después de 24 horas, se trasladaron a un
nuevo recipiente con agua durante el mismo tiempo y se dejaron secar al aire libre por
48 horas. Luego de este tratamiento se realiz6 el respectivo montaje taxidérmico de las
pieles de los roedores capturados, para esto se coloco alambre cubierto de algodon en el
interior de las extremidades y se rellené el resto del cuerpo con algodoén. Tanto el craneo
como la piel de cada individuo fueron rotulados con los datos correspondientes al

espécimen tales como: nombre de la especie, codigo del individuo, lugar y fecha de
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captura (Imagen 11) los craneos y los especimenes fueron donados a la coleccion de

zoologia de la Universidad de Sucre.

Imagen 11. Montaje de la piel y el craneo de los especimenes. (Canchila y Contreras).

Finalmente la identificacion taxondmica de las especies de roedores se llevo a cabo
por medio de claves genéricas para roedores del nuevo mundo, teniendo en cuenta los
parametros morfométricos, la piel y el craneo del animal (Emmons & Feer, 1997; Frey,
2007; Millis et al., 1998).

3.6 Determinacion de los parametros demograficos de los roedores

Los parametros demograficos que se determinaron fueron el sexo, la edad y el estado
reproductivo. El estado reproductivo de los roedores se determind por la posicion
(escrotal o abdominal) de los testiculos en el caso de los machos, mientras que en las
hembras, se llevd a cabo por la observacién de la perforacion de la vagina, el tamafio de
los pezones, y la presencia de embriones. Los machos fueron clasificados en relacion
con la condicion reproductiva como activo si tenian testiculos escrotales o inactivos si

tenian testiculos abdominales. Las hembras fueron clasificadas como activas si tenian
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una vagina abierta o estaban prefiadas o lactando e inactivas si tenian la vagina cerrada
(Gomez et al., 2008; Millis et al., 1998).

En el caso de la edad de los roedores los individuos pertenecientes a la especie M.
musculus fueron clasificados como juveniles (longitud cabeza-cuerpo <72 mm), sub-
adultos (longitud cabeza-cuerpo entre 72 y 77 mm) y adultos (Cabeza-cuerpo de
longitud> 77 mm) de acuerdo a datos estandarizados en previos trabajos (Gomez et al.,
2008). Los individuos pertenecientes a la especie R. rattus fueron clasificados de
acuerdo al peso como juveniles (<100 g), sub-adultos (100-200 g), y adultos (> 200 g)
(Battersby, Parsons, & Webster, 2001).

3.7 Deteccion de anticuerpos igg especificos a Leishmania spp. mediante la

prueba de inmunofluorescencia indirecta (IF1).

Como antigeno se utilizaron promastigotes de Le (V) braziliensis (LevaCol) en fase
exponencial de crecimiento, obtenidos por cultivo en medio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI 1640) suplementado con suero fetal bovino. Estos parasitos fueron
obtenidos de pacientes humanos de la region los cuales fueron aislados vy tipificados por
isoenzimas y técnicas moleculares en previos estudios. El procedimiento llevado a cabo
se baso en el protocolo estandar empleado por Diaz et al (Diaz et al., 2008). con algunas

modificaciones.

A partir del medio en el que se cultivo la cepa de referencia se tomaron 5 ml del
sobrenadante y se centrifugaron a 3000 rpm x 10 minutos a temperatura ambiente, el
precipitado se lavo 3 veces con igual volumen de PBS (5ml) y centrifugd nuevamente a
3000 rpm x 10 min a 4°C, posteriormente, se agregaron 5 ml de formalina al 2% y se
incubd a 4°C durante 24 horas, pasado este tiempo, los parasitos fueron centrifugados a
3000 rpm x 10 minutos; el pellet obtenido, fue lavado con 5 ml de PBS y resuspendido
en 3 ml de PBS, un volumen de la solucion de paréasitos obtenidos fue homogenizada y
diluido en PBS a una concentracion final de 1/10 (para 100 uL: 10 uL de parasitos + 90

uL de PBS), finalmente los parasitos fueron contados en camara de Neubawer, la
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concentracion obtenida se ajustd a 2x10° parasitos/ml en PBS pH 7.2 para hacer la

antigenacion de la placa.

En cada pozo de la placa para IFI se agregaron 20 uL de los parasitos y se dejaron
secar durante 2 horas a temperatura ambiente (Imagen 12A), luego se sumergieron en
acetona por 10 minutos para la fijacion de los parasitos, se dejé secar a temperatura
ambiente y se lavo el exceso de pardsitos por inmersion en PBS en jarra de Copling
durante 10 minutos y se dejaron secar a temperatura ambiente. Los sueros de los
roedores fueron diluidos a una concentracion 1/32 en PBS 1X y 20 uL de cada suero
fueron adicionados individualmente en un pozo de la placa BDLNI (Imagen 12B), como
control positivo se utiliz6 el suero de un hdmster infectado In vitro con Le. braziliensis,
y como control negativo se obtuvo una muestra de suero de roedor donde la
leishmaniasis no es endémica (Municipio de Sincelejo), a estas muestras se les realizé
un diagnostico por técnicas de IFI y PCR. Estos controles fueron previamente diluidos
del mismo modo como se describié anteriormente para los sueros problema,
seguidamente todos los sueros fueron incubados en cdmara hiumeda a 37°C por 1 hora.
Posteriormente, las placas se lavaron 3 veces en jarra de Copling con solucion de lavado
(PBS 1X + Tween 20 0.1%) por 5 minutos cada vez, después del ultimo lavado, la placa
se dejé secar a temperatura ambiente y 20 uL de conjugado 1/100 (diluido en azul de
Evans 0.04%) fueron agregados en cada pozo (Imagen 12C), y se incub6 1 hora a 37°C
en camara humeda en oscuridad. Al terminar el tiempo de incubacién, se lavo 3 veces
con solucion de lavado durante 5 minutos cada vez en oscuridad, después del Gltimo
lavado, las placas se dejaron secar a temperatura ambiente en oscuridad, se agregaron 2
gotas de glicerina tamponada entre los pozos y las placas fueron leidas en microscopio
de fluorescencia (Imagen 12D). Para la lectura de los resultados se considerd positiva
toda muestra de suero que presentara fluorescencia a una dilucién 1:32, titulo estandar
usado por las entidades de salud para el diagnostico de leishmaniasis en humanos y
caninos. Posteriormente se le realizaron diluciones a 1/64 y 1/128 con el fin de reafirmar
la presencia de anticuerpos frente a Leishmania spp. en los roedores. Ademas, el titulo
(dilucion) hasta el cual se detecta fluorescencia positiva proporciona un reflejo de la

concentracion o avidez de los anticuerpos en la muestra.
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Imagen 12. Protocolo para la prueba IFI. A. Fijacion del antigeno (Cepa Levacol) en las placas. B.
Adicion de los sueros de roedor a la placa antigenada. C. Adicion del conjugado (Anti-mouse + Azul de

Evans). D. Lectura de las placas de IFI en un microscopio de fluorescencia. (Canchila y Contreras).

3.8 Analisis estadistico de la informacién

3.8.1 Analisis descriptivos univariados.

Se obtuvieron proporciones sobre la prevalencia de anticuerpos frente a Leishmania
spp. en muestras de roedores y sus respectivos intervalos de confianza al 95%,
estratificadas por variables: sexo, estado reproductivo y edad, para determinar si existe
relacion entre estos pardmetros demograficos con respecto a la seroprevalencia, se
utilizé la prueba estadistica Chi-cuadrado (proporciones) con el software estadistico R
(R Development Core Team, 2014).

3.8.2 Andlisis descriptivos multivariados.

Para determinar la relacién entre los factores de la vivienda y su entorno relacionados

con la presencia de anticuerpos anti-Leishmania en muestras de roedores del municipio
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de Ovejas, las variables incluidas en la encuesta fueron asociadas con los resultados
obtenidos por IFI. Para esto se realizé un analisis de correspondencia multiple (ACM) y
obtuvieron proporciones sobre la prevalencia de anticuerpos IgG anti-Leishmania y sus
respectivos intervalos de confianza al 95%, estratificadas por variables: material de la
vivienda, tipo de suelo del patio, presencia de perros, uso de insecticida, presencia de
vegetacion, presencia de animales silvestres, zona boscosa cerca, manejo de las basuras,
presencia de grietas, cuevas y hojarasca.

La comparacion de proporciones para cada una de las variables se realizd6 mediante
pruebas Chi-cuadrado (proporciones) con los programas estadisticos INFOSTAT (Di
Rienzo et al., 2013) y R (R Development Core Team, 2014).

Para aquellas variables que presentaron valores menores a 5 en sus categorias se

utilizé la prueba exacta de Fisher, en lugar de una Chi-cuadrado.

3.9 Aspectos éticos del estudio

Este estudio fue desarrollado en el marco del proyecto aprobado por Colciencias:
“Incriminacion de reservorios de Leishmania spp. en un foco urbano de leishmaniasis
cutanea de los Montes de Maria, Costa Caribe Colombiana.” cédigo 112956934732.
Cuenta con la aprobacion del Comité de Bioética de la Universidad de Sucre y se
plante6 de acuerdo con los parametros establecidos en la resolucién N° 008430 del 4 de
octubre 1993, por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas
para la investigacién en salud, ademas se tuvo en cuenta los lineamientos de
bioseguridad y manejo establecidos para el trampeo y muestreo de pequefios mamiferos

para estudio viroldgicos (Millis et al., 1998).
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4. Resultados

4.1 Exito de captura

En el periodo comprendido entre los meses de marzo a julio del 2014, fueron
capturados 401 roedores durante 24 noches de trampeo. Con un total de 1152

trampas/noche se obtuvo un éxito de captura del 34%.

4.2 Determinacion taxonémica

Durante el periodo de muestreo se capturaron dos especies de roedores pertenecientes
a la familia Muridae: R. rattus (Linnaeus 1758) y M. musculus Linnaeus 1758 (Imagen

13), que fue la especie mas abundante en el area de estudio (Tabla 1).

Imagen 13. Especies del orden Rodentia capturadas en Ovejas, Sucre. Familia Muridae: (A) M. musculus
(ratdn casero), (B) R. rattus (rata negra). (Canchila y Contreras).
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Tabla 1. Composicion taxonémica de las especies de roedores capturadas en el municipio

de Ovejas, Departamento de Sucre.

Familia Subfamilia Especie N° de
individuos (%)
Muridae Murinae M. musculus 378 (94,2)
R. rattus 23 (5,7)
Total 401(100)

4.3 Prevalencia de anticuerpos frente a Leishmania spp. segun la titulacién del

SUero

Las muestras procesadas por la técnica IFI se observaron de color rojo cuando son
negativas; mientras que las muestras positivas mostraron un patrén de coloracién verde

fluorescente intenso. (Imagen 14).

Imagen 14. Resultados de la IFI en los roedores A. IFI negativa aplicada al suero de un roedor utilizando
promastigotes de Le. braziliensis como antigeno a 100 X, B. IFI positiva aplicada al suero de un roedor

utilizando promastigotes de Le. braziliensis como antigeno a 100 X. (Canchila y Contreras).
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4.4 Caracteristicas clinicas

En el examen externo de los 401 roedores, no se encontraron signos clinicos de
leishmaniasis. No obstante, en dos roedores de la especie M. musculus se observaron
signos clinicos similares a los causados por la enfermedad, uno presentd zonas
alopécicas y otro presentd vesiculas en el higado, pero solo el primer individuo fue

reactivo a la presencia de anticuerpos frente a Leishmania spp.

De los 401 roedores evaluados por IFI, el 16,46% (66/401) presentd titulos de
anticuerpos frente a Leishmania spp. a una dilucion del suero 1:32 (IFI positivo).
Cuando los 66 individuos seropositivos iniciales fueron analizados usando diluciones
mayores, el 12,21% (49/401) mostrd titulos de anticuerpos a la dilucion 1/64 y de estos
48, el 7,98% (32/401) presentd titulos de anticuerpos a una dilucion del suero 1/128 lo
que permitié confirmar el diagnoéstico inicial de los individuos procesados como se

observa en la Tabla 2.

Tabla 2. Prevalencia de anticuerpos frente a Leishmania spp. detectados mediante IFI en la poblacion de

roedores de cada especie.

Titulo de la dilucion del suero para la IFI

1/32 1/64 1/128
Especie N° Seroprevalencia N° Seroprevalencia N° Seroprevalencia
examinado examinado examinado
N° % N° % N° %
M. musculus 378 65 17,19 65 48 12,69 48 32 8,46
R. rattus 23 1 4,34 1 1 4,34 0 0 0
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4.5 Relacion entre los parametros demograficos de las poblaciones de roedores y

la prevalencia de anticuerpos frente a Leishmania spp.

Con relacion al sitio de captura se encontré que las dos especies de roedores
domeésticas (M. musculus y R. rattus) frecuentan el intra y peridomicilio, en el primero
se capturd6 el mayor porcentaje de individuos (93,01%), mientras que en el
peridomicilio s6lo se recolecto el 6,98%.

De los 401 roedores capturados el 49,87% (200/401) fueron machos y el 50,12%
(201/401) hembras, lo indica una relacion 1:1 para machos y hembras. La poblacion de
roedores en cuanto a la edad estuvo conformada por 106 juveniles, 125 subadultos y 170
adultos, en la especie R. rattus no se encontraron individuos en etapa adulta. Respecto al
estado reproductivo, el 88,02% (353/401) de la poblacion estudiada estuvo conformada

por individuos activos sexualmente (Figura 7).

400
350
300
250
200
150
100
50
0
Intrado | Perido |[Machos | Hembra| Juvenil | Subadul | Adulto | Activo | Inactivo
micilio | micilio s to
Sitio de captura Sexo Edad Estado
reproductivo
E M. musculus 353 25 185 193 85 123 170 334 a4
O Rrattus 20 3 15 8 21 2 0 19 4

Figura 7. Numero de individuos de cada especie de roedor de acuerdo al sitio de capturay a los
parametros morfométricos.

Entre el total de los roedores capturados durante el estudio, se encontraron 200
individuos machos, entre estos 36 presentaron anticuerpos a Leishmania spp, lo que
corresponde a un 18%, mientras que de las 201 hembras capturadas 30 presentaron
anticuerpos frente a estos parasitos, lo que corresponde a un 14,92% del total de las

hembras. Para el caso particular de M. musculus, en los individuos machos se encontré
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un valor de seropositividad del 19,45% (36/185) y en hembras del 15,02% (29/193). En
la especie R. rattus, la prevalencia fue del 1.25% en las hembras (1/8), mientras en los
15 machos capturados no se encontraron individuos seropositivos. De acuerdo a la edad,
se obtuvieron 170 individuos adultos, de los cuales 42 fueron seropositivos, lo que
corresponde a un 24,70%, seguido de los subadultos con 125 individuos, de los cuales
17 presentaron anticuerpos, lo que representa el 13,6%. En relacion con los roedores
juveniles, se encontraron 106 individuos, de los cuales 7 presentaron seropositividad, lo
que equivale a un 6,60% del total. Con respecto al estado reproductivo se encontré que
de los 353 individuos sexualmente activos, 65 fueron seropositivos, lo que corresponde
a un 18,41%, mientras que de los 48 roedores sexualmente inactivos, solo 1 individuo

presento anticuerpos frente a Leishmania spp. lo que equivale al 2.08% (Tabla 3).

Tabla 3. Prevalencia de anticuerpos frente a Leishmania spp. segun los parametros demogréaficos de los
roedores.

Especies de roedores

Variables M. musculus R. rattus Total
N° Seroprevalencia N° Seroprevalencia N° Seroprevalencia
examinado examinado examinado

N° % N° % N° %

Sexo  Machos 185 36 19,45 15 o0 0 200 36 18
Hembras 193 29 15,02 8 1 1,25 201 30 14,92

Juvenil 85 6 7,05 21 1 4,76 106 7 6,60

S. Adulto 123 17 13,82 2 0 0 125 17 13,6
Edad Adulto 170 42 24,70 0 0 0 170 42 24,70
Est. Activo 334 64 19,16 19 1 5,26 353 65 18,41
Rep inactivo 44 1 2,27 4 0 0 48 1 2,08

4.6 Analisis estadistico

Con el objetivo de encontrar relacion entre los parametros demograficos y la
presencia se anticuerpos se realizo una prueba Chi-cuadrado (X?) en la que se analizaron
los parametros demograficos sexo, edad y estado reproductivo con respecto a la
presencia de anticuerpos frente a Leishmania spp.. En la poblacién de M. musculus, se
encontraron diferencias estadisticas entre la seroprevalencia con respecto a la edad y el

estado reproductivo (X?= 24,75; P<0,0003). En cuanto a la edad, se encontr6 que la
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seroprevalencia es mayor en roedores en estado adulto (X?= 13,85; P<0,001), con un
24,70%, para este grupo de estudio la prevalencia se observa entre el 18,56% y 32,01%
de la poblacion. De igual forma, se encontro diferencia estadistica (X2= 1,61; P<0,001)
entre el estado reproductivo de los roedores y la prevalencia de anticuerpos frente a
Leishmania spp., los roedores reproductivamente activos presentaron la mayor tasa de
seroprevalencia, que corresponde a un 19,16% con un intervalo de confianza que va del
15,16% al 23,88%, mientras que en los roedores inactivos la prevalencia fue del 2,27%.
La presencia de anticuerpos frente a parésitos del género Leishmania aparece
independiente del sexo (X?= 1,61; P>0,5), en las hembras se encontré un porcentaje de
15,02%, dicha tasa se presenta entre el 12,34% y 24,57% de las hembras. En el caso de
los machos el porcentaje total de seroprevalencia fue del 19,45%, el cual varia en un
rango que va del 17,69% al 31,98% (Tabla 4). En el andlisis estadistico no se tuvo en
cuenta la especie R. rattus debido a que el tamafio de la poblacion capturada (n=23) fue
muy pequefio.

Tabla 4: Valores de contingencia para el analisis de la prueba X? relacionando la seroprevalencia con los

parametros demograficos.

N° de N° de
roedores roedores  Seropreval 1IC 95% X2 (P-value)
Variable capturados  positivos encia %
ESPECIE
M .musculus 378 65 17,19 13,60 — 21,46
SEXO 1,61 (0,2035)
Machos 185 36 19,45 12,34 — 24,57
Hembras 193 29 15,02 17,69 - 31,98
E.REPRODUCTIVO 6,64 (0,0099)
Activo 334 64 19,16 15,16 — 23,88
Inactivo 44 1 2,27 0,11 - 13,50
EDAD 13,85
(0,0009)
Juvenil 85 6 7,05 2,90 - 15,29
Sub-adulto 123 17 13,82 8,48 — 21,48
Adulto 170 42 24,70 18,56 — 32,01

65



4.7 Relacion entre los factores de la vivienda y su entorno con la seroprevalencia

en roedores del municipio de Ovejas

Con el objetivo de hallar la relacion entre los factores de la vivienda y su entorno, se
determind inicialmente la relacion entre los factores de la vivienda y su entorno y la
presencia de roedores en la vivienda. Para esto se realizo6 ACM y se encontré que la
presencia de los roedores esta asociada con la presencia de gatos y perros, la distancia al
bosque, el servicio de alcantarillado, el material de la vivienda, el manejo de basuras y
manejo de excretas (Figura 8). Sin embargo, al realizar el analisis por Chi- cuadrado
independiente de cada variable asociada segiun el ACM descrito anteriormente, se
encontro relacion estadistica (X?= 7.616, P<0,005) entre la presencia de gatos en la
vivienda y la ausencia de roedores en la zona de estudio. En cuanto al resto de las
variables evaluadas no se obtuvo diferencia estadistica en relacion con los roedores

capturados (Tabla 5).

Tabla 5. Andlisis de las variables asociadas a la presencia de roedores en las viviendas.

N° de Viviendas
N° de viviendas con roedor 1C 95% X2 (P-value)
Variable viviendas con roedor %
muestreadas
PRESENCIA DE 7.616 (0.005)
GATOS
Si 88 42 47,72 37,06-58,58
No 309 200 64,72 59,08 - 69,99
PRESENCIA DE 0.645 (0.421)
PERROS
Si 188 119 63,29 55,93 - 70,10
No 209 123 58,85 51,83 - 65,53
DISTANCIA AL 0.194 (0.907)
BOSQUE
D1-10 122 72 59,01 49,73 - 67,72
D10-100 79 49 62,02 50,36 - 72,50
Dmal00 31 19 61,29 42,28 - 77,58
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SERVICIO DE
ALCANTARILLADO
Si
No
MATERIAL DE LA
VIVIENDA
Artesanal
Prefabricado
Mixto
MANEJO DE
BASURAS
Campo abierto
Empresa
recolectora
Encerrada
Queman
MANEJO DE
EXCRETAS
Bafio
Aire libre

Fosa séptica

353
44

10
238
149

79
302

15

359
17
21

219
23

151
87

48
184

10

223

10

67

62,03
52,27

40,0
63,44
58,38

60,75
60,92

66,66

62,11
52,94
47,61

56,72 - 67,08
36,88 - 67,27

13,69 - 72,62
56,94 - 69,50
50,02 - 66,31

49,10-71,36
55,15-66,41

0-94,53
38,68-87,01

56,85-67,11
28,53-76,14
26,38-69,66

1.184
(0.2764)

2.877(0.237)

1.768 (0.621)

2.231(0.327)
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Figura 8: Analisis de correspondencia multiple (ACM) de los factores de la vivienda y su entorno asociados con la presencia de roedores en la vivienda
(Mdlvivi) Material de la vivienda, (Prefa) Prefabricado, (Mixt) Mixto, (Arte) Artesanal, (Suelo) Tipo de suelo, (Pav) pavimento, (Tier) tierra, (Pgriecup) Presencia de grietas y
cuevas, (GriecuSi) Si hay grietas y cuevas, (GriecuNo) No hay grietas y cuevas, (Zonaboc) Presencia de zona boscosa, (ZonaboSi) Si hay zona boscosa, (ZonaboNo) No hay zona
boscosa, (Csalcat) Servicio de alcantarillado, (alcatSi) Si servicio alcantarillado, (alcatNo) No servicio de alcantarillado, (Mbasura) Manejo de las basuras, (Camab) Campo
abierto, (Enc) encerada, (Quem) Quema, (Empr) Empresa, (Parbolcp) Presencia de arboles caidos, (ArbolcSi) Si hay arboles caidos, (ArbolcNo) No hay arboles caidos, (Phojap)
Presencia de horasca, (HojaSi) Si hay hojarasca, (HojaNo) No hay horasca, (Presveg) Presencia de vegetacion, (VegSi) Si hay vegetacion, (VegNo) No hay vegetacion, (Dexcretas)
Disposicion de la excretas, (Aili) Aire libre, (Bao) Bafio, (Fose) Fosa séptica, (Dzonabo) Distancia a la zona boscosa, (D1-10) Distancia 1-10 metros, (D10-100) Distancia 10-100
metros, (Dmal00) Distancia mas de 100 metros, (Tugatos) Tiene gatos, (GatoNo) No hay gatos, (GatoSi) Si hay gatos. (Tperro) Tiene perros, (PerroNo) Ausencia de perros, (PerroSi)
Presencia de perros, (Roecap) Roedores capturados, (SiCap) Si captura de roedor, (Nocap) No captura de roedor.
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Con el objetivo de hallar la relacion entre los factores de la vivienda y su entorno,

con respecto a

la prevalencia de anticuerpos frente a Leishmania spp., también se

realizd un ACM y se encontré relacion con las variables: material de la vivienda, tipo de

suelo del patio, presencia de perros, uso de insecticida, presencia de vegetacion,

presencia de animales silvestres, zona boscosa cerca, manejo de las basuras, presencia

de grietas, cuevas y hojarasca (Grafico 9). Sin embargo al realizar el anélisis por Chi-

cuadrado de forma independiente entre las variables entre las que se encontr6 asociacion

con la presencia de anticuerpos, se encontrd que la seroprevalencia de los roedores

presenta una relacion estadistica con la presencia de grietas y cuevas en la vivienda (X?=

4.035, P<0.0440), el resto de las variables evaluadas no presentaron relacion estadistica

con los roedores seropositivos (Tabla 6).

Tabla 6. Analisis de las variables asociadas a los roedores seropositivos.

Variable

MATERIAL DE LA

VIVIENDA
Artesanal
Prefabricado
Mixto
TIPO DE SUELO
DEL PATIO
Tierra
Pavimento
PRESENCIA DE
PERROS
Si
No
USO DE
INSECTICIDA
Si
No
PRESENCIA DE
VEGETACION
Si

no

N° de
viviendas

muestreadas

149
79

205
25

114
116

117
113

175
55

N° de
casas

positivas

37
18

48

27
28

30
25

47

69

N° de
casas

positivas %

24,83
22,78

2341
28

23,68
24,13

25,64
22,12

26,87
14,54

IC 95%

0-0,80
18,28 - 32,70
14,40 - 33,85

17,92 - 29,92
12,87 - 49,59

16,44 - 32,73
16,88 - 33,13

18,21 - 34,69
15,08 - 31,10

20,58 - 34,16
6,92 -27,21

X2 (P-value)

0.753 (0.686)

0.067 (0.795)

0(1)

0.221 (0.638)

2.842 (0.091)



PRESENCIA DE
ANIMALES
SILVESTRES
Si
No
ZONA BOSCOSA
CERCA
Si
No
MANEJO DE LAS
BASURAS
Quema

Campo abierto

Empresa
PRESENCIA DE
GRIETAS Y CUEVAS

Si

No
PRESENCIA DE
HOJARASCA

Si

No

121
109

129
101

45
178

152
78

96
134

32
23

31
24

45

43
12

25
30

70

26,44
21,10

24,03
23,76

28,57
17,77

25,28

28,28
24,61

26,04
22,38

19,03 - 35,37
14,10 - 30,17

17,14 - 32,50
16,09 - 33,45

5,11-69,74
8,51 - 32,58

19,21-32,43

21,43 - 36,26
8,54 - 25,72

17,85 - 36,17
15,83 - 30,56

0.630 (0.427)

0(@1)

1,197 (0.549)

4.035 (0.044)

0.234 (0.628)
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Figura 9: ACM de los factores de la vivienda y su entorno asociados con la prevalencia de anticuerpos ANTI-Leishmania Spp. en los

oedores.

(Mdlvivi) Material de la vivienda, (Prefa), Prefabricado, (Mixt) Mixto, (Arte) Artesanal, (Suelo) Tipo de suelo del patio, (Pav) pavimento, (Tier) tierra, (Pgriecup) Presencia de grietas y

cuevas, (GriecuSi) Si hay grietas y cuevas, (GriecuNo) No hay grietas y cuevas, (Csalcat) Servicio de alcantarillado, (alcatSi) Si servicio alcantarillado (alcatNo) No servicio de

alcantarillado, (Mbasura) Manejo de las basuras, (Camab) Campo abierto, (Enc) encerada, (Quem) Quema, (Empr) Empresa, (Parbolcp) Presencia de arboles caidos, (arbolcSi) Si hay

arboles caidos, (arbolcNo) No hay arboles caidos, (Phojap) Presencia de horasca, (HojaSi) Si hay hojarasca, (hojaNo) No hay horasca, (Presveg) Presencia de vegetacion, (vegSi) Si hay

vegetacion, (vegNo) No hay vegetacion, (Dexcretas) Disposicion de la excretas, (Aili) Aire libre, (Bao) Bafio, (Fose) Fosa séptica, (Uinsenctv) Usa insecticida, (InsetSi) Si usa

insecticida, (InsetNo) No usa insecticida, (Utoldi) Usa toldillos, (ToldiSi) Si usa toldillos, (ToldiNo) No usa toldillos, (Hvianils) Ha visto animales silvestres, (AnisSi) Si ha visto

animales silvestres, (AnisNo) No ha visto animales silvestres, (Proedor) Presencia de roedor, (RoeSi) Si hay roedores, (RoeNo) No hay roedores, (Tperro) Tiene perros, (PerroNo)

Ausencia

de

perros, (PerroSi) Presencia
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4.8 Prevalencia de anticuerpos frente a Leishmania spp. segun el barrio de

captura

Al analizar la distribucion espacial de los roedores seropositivos se encontro que el
mayor porcentaje de roedores con anticuerpos frente a Leishmania spp., se presentd en
el barrio La Maria con un 38,70% (12/31), seguido del barrio La Paz con un 33,33%
(17/51). En total se obtuvo un 60% de barrios positivos para la presencia de anticuerpos
frente a Leishmania spp., mientras que los barrios Don Miguel con un 7,89% (3/38) y
San José con un 11,11% (4/36) presentan el menor numero de individuos seroreactivos

(Figura 10).
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Figura 10. Distribucién de los roedores seropositivos por barrios del municipio de Ovejas.

(Alros) Altos del Rosario, (Bair) Buenos Aires, (Cflo) Calle las Flores, (Cnue) Calle Nueva, (4 Coct) Cuatro de Octubre, (Cor)
Corea, (Cpaz) Ciudadela de la Paz, (Dmig) Don Miguel, (Ebols) El Bolsillo, (Labom) La Bomba, (Lma) La Maria, (Lpaz) La paz,
(Lpra) La Pradera, (Lsie) La Sierrita, (Lvar) La Variante, (Mlun) Media Luna, (Oas) Oasis, (Pcru) Plaza la Cruz, (Salm) Salida
Almagra, (SCJ) Sagrado Corazon de Jesus, (Sisi) San Isidro, (Sjos) San José, (Srit) Santa Rita, (Ster) Santa Teresa, (Suc) Sucre,
(Tama) Tamarindo, (Tol) Tolima, (V1feb) 21 de Febrero, (Vpaz) Villa Paz (Vzam) Venida Zamora.

72



5. Discusion

Aunque en la literatura estan bien definidos cuales son los criterios que se necesita
demostrar para incriminar una especie de vertebrado como reservorio de Leishmania spp
(Killick-Kendrick, 1998), (World Health Organization, 2010), en la practica son pocos
los estudios en los que se logra reunir toda la evidencia necesaria para hacer la
incriminacion. Esto se debe, en parte, a la gran diversidad de animales que se presenta
en las zonas donde la enfermedad es endémica, la dificultad para capturar los animales
en el campo, las limitaciones logisticas y economicas para lograr aislar y detectar los
parasitos o sus componentes celulares o respectivos anticuerpos. Asi mismo la enorme
diversidad de flebotomineos, la falta de colonias mantenidas bajo condiciones de
laboratorio y la estrecha relacion parasito/vector, dificultan los modelos de
experimentacion controlada, incluyendo las importantes pruebas de xenodiagnostico y
de infectividad, y a estos se suma la falta de conocimientos sobre la biologia de vectores

y de los potenciales reservorios.

Estas limitaciones explican bastante bien la falta de conocimiento actual sobre la
identidad de los reservorios de Leishmania spp. en la mayoria de los focos de
leishmaniasis de Colombia, y aunque en la practica no se logra generar el conocimiento
necesario para probar todos los criterios de incriminacion de reservorios, en el pais se
reconoce el papel del perro como reservorio domestico de Le. infantum (Paternina, Diaz,
Paternina, & Bejarano, 2013), ( Romero, Lopez, & Sanchez, 2009; Romero, Lopez,
Echeverry, & Rivas, 2008), las zariglieyas (D. marsupialis) (Quinnell & Courtenay,
2009), (Rodrigues & Jansen, 2014), (Travi et al., 1998), (Arias & Naiff, 1981) y
roedores como reservorios silvestres (Travi et al., 1998), ( Travi et al., 2002), (Quinnell
& Courtenay, 2009), (Reyes & Arrivillaga, 2009; Rodrigues & Jansen, 2014). Gracias a
estos hallazgos actualmente existen politicas de control de reservorios domésticos que
incluyen el sacrificio concertado de animales seropositivos en el pais, y aunque el éxito
de estas medidas ha sido criticado en varias ocasiones porque las nuevas poblaciones de
animales se infectan rapidamente, ésta es la Unica herramienta que se ha empleado, no

por la falta de alternativas puesto que otros métodos de control como el uso de collares
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con insecticidas y la utilizacion de productos repelentes han mostrado ser de utilidad en
control de la enfermedad, sino porque en el pais estas medidas nunca han sido evaluadas

y por tanto no existe una politica que reglamente su aplicacion.

Ante la utilidad del conocimiento de la identidad de los reservorios de los parasitos
causantes de leishmaniasis, los resultados del presente trabajo aportan dos fuertes lineas
de evidencia que sugieren la participacion en la transmision de al menos dos especies de
roedores sinantropicos M. musculus y R. rattus. Estos taxones cuentan con extensos
antecedentes epidemioldgicos como reservorios de Leishmania spp. en otros paises
(WHO, 2010; Zambrano, 2014), hecho que sumado a la superposicion espacio temporal
de los roedores con la distribucion y los casos de la enfermedad en la zona urbana de
Ovejas, junto con la estrecha relacion de estas especies con el domicilio humano, su
capacidad natural de infectarse de forma cronica con los parésitos, de vivir largos
periodos de tiempo y la dindmica poblacional, hacen que los roedores estén

probablemente en capacidad de mantener los parasitos por largo periodos de tiempo.

Durante este estudio M. musculus fue la especie de roedor con mayor nimero de
capturas, lo cual indica que puede estar conviviendo con los seres humanos en mayor
medida que R. rattus que fue la otra especie capturada en este trabajo. La presencia de
las especies comensales M. musculus y R. rattus en el intradomicilio (93,01%), sugiere
que esta area reline caracteristicas de habitat mas apropiadas para ellas, entre las que se
podrian mencionar la homogeneidad, continuidad espacial y provision de alimento
suficiente gracias a las actividades humanas. Adicionalmente, en estos sitios las
construcciones (la mayoria con techos de teja o palma) representan refugios que les
ofrecen proteccion para vivir. “En el campo de la salud, ambas especies han sido
incriminadas como reservorios de microorganismos patégenos para los seres humanos”
(Blanco et al., 2012, p.3).

“Los roedores se destacan como uno de los principales reservorios de parasitos del
género Leishmania spp. alrededor del mundo” (Dawit, Girma, & Simenew, 2013, p.4).

A pesar de esto y aunque Colombia registra la segunda mayor prevalencia de la
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enfermedad en Ameérica, en todo el territorio nacional se desconoce el papel que estas
especies desempefian como reservorios de los parasitos causantes de las diferentes
formas clinicas de la leishmaniasis, por lo que los resultados encontrados en el
municipio de Ovejas, representan la primera pieza de evidencia del papel que estos
animales desempefarian como posibles reservorios de Leishmania spp. en el casco
urbano, puesto que en el presente trabajo se encontrd la presencia de anticuerpos frente a
estos parasitos en M. musculus y R. rattus, con una seroprevalencia del 17,19% (65/378)
y 4,34% (1/23), respectivamente. Estos resultados son consistentes con estudios
realizados en roedores capturados en Chipre, donde se hallé una seroprevalencia del
11,2% (17/152) en R. rattus y de 5,6% (19/334) en la especie comensal R. norvegicus
(Psaroulaki et al., 2010). Similarmente, estudios realizados en Iran registraron una
seroprevalencia 9,04% (11/117) en M. musculus (Fallah et al., 2006), y en un estudio
realizado recientemente en este mismo pais, se determind una seroprevalencia del 8%
(6/75) en la misma especie (Somayeh & Mehdi, 2013). Por lo tanto, la prevalencia de
anticuerpos encontrada en los estudios descritos anteriormente indican el papel de M.
musculus y R. rattus como diseminadores o potenciales reservorios de Leishmania spp.
La prevalencia de anticuerpos encontradas durante este estudio en M. musculus
(17,19%) es mayor a las encontradas en los trabajos realizados en Chipre e Irdn
(Psaroulaki et al., 2010), (Somayeh & Mehdi, 2013), mientras que para R. rattus 4,34%,
la prevalencia fue menor en comparacién con los trabajos hechos en Chipre y si bien es
cierto estos valores son diferentes, tales diferencias podrian ser atribuidas a factores
culturales, condiciones ambientales de cada lugar, saneamiento basico, la bionomia de
los distintos vectores y las preferencias alimenticias de los mismos, que pueden variar
para cada zona Yy estar asociadas a la mayor o menor abundancia de estas especies de

roedores (Morales, Bravo, Moreno, Géngora, & Ocampo, 2007).

Es importante mencionar que las especies sinantropicos M. musculus y R. rattus,
ademas de presentar seroprevalencia frente a parasitos del género Leishmania en el
presente estudio, previamente han sido incriminadas como posibles reservorios en
trabajos realizados por Alexander et al. 1998 en Colombia, quien encontré a la especie

R. rattus infectada naturalmente con L. (V.) braziliensis (Alexander et al., 1998). De
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igual forma, Freitas et al. 2012 en Brasil, encontr6 infeccion natural en la especie M.
musculus con la misma especie de Leishmania empleando analisis de PCR e hibridacion
(Freitas et al., 2012); en este sentido, los resultados obtenidos en esta investigacion
coinciden con los estudios realizados con técnicas moleculares, ademas, estos resultados
sugieren que la técnica PCR debe ser empleada en conjunto con la técnica IFI, con el fin
de obtener resultados que se complementen y aporten mayor informacion sobre el papel

que desempefian los roedores en el ciclo epidemioldgico de Leishmania spp.

“Es importante destacar que la técnica IFI con titulos de 1:32 es el criterio estandar
usado por las entidades de salud estatales y los centros de investigacion para el
diagnostico serologico de leishmaniasis canina en el pais” (Diaz et al., 2008, p.57). En
cuanto a otros mamiferos como los roedores, no se dispone de limites umbral
estandarizados para los resultados de la IFI, por lo que en esta investigacion se tomo
como muestra positiva el titulo 1:32, que es el criterio estandar usado para esta técnica
seroldgica. Sin embargo, es importante mencionar que en la actual investigacionse
detectd un nimero importante de individuos (49/401) con titulos iguales o superiores a
1:64, obteniendo una seroprevalencia de 12,21%, lo que reafirma la presencia de
anticuerpos frente a Leishmania en los roedores del municipio de Ovejas. Hay que
mencionar que esta técnica puede presentar reacciones cruzadas en individuos
infectados por Tripanosoma cruzi agente causal de la enfermedad de Chagas (Duarte,
Flérez, Rincon, & Gonzalez, 2014; Escalante et al., 2014; Palacios, Belli, & Espino,
2000), debido a que presentan fracciones antigénicas compartidas y frecuentemente sus
areas endémicas se sobreponen. Esto demuestra la necesidad de emplear no solo el
diagnostico seroldgico sino la combinacion de éste con técnicas moleculares y

parasitologicas para el correcto diagnostico de la enfermedad.

En este estudio de los 66 roedores positivos por IFI, ninguno presento signos clinicos
visibles que indicaran una infeccion por Leishmania spp, estos resultados concuerdan
con los descritos por Freitas et al. 2012, en un estudio realizado en Mato Grosso, Brasil
donde detectaron infeccion natural en M. musculus con Le. (V.) braziliensis sin

evidencia alguna de lesiones que indicara infeccion por el parasito (Freitas et al., 2012).
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Del mismo modo, Rodrigues en 2010, encontré roedores de la especie T. laurentius
infectados sin ninguna lesion dérmica, cambios histologicos, o evidencia clinica de
infeccion por Leishmania spp, con lo que concluyo que la infeccion asintomaética por lo
general se considera como un elemento esencial para definir a un animal como
reservorio (Rodrigues et al., 2010). Sin embargo, actualmente, esto no es considerado
como una regla, puesto que existen muchos otros factores a tener en cuenta antes de
incriminar a un individuo como reservorio de cualquier patégeno. En estudios realizados
con L. (V.) braziliensis se encontré que esta especie aunque causa lesiones en los
humanos, usualmente es asintomatica en los roedores, lo que hace suponer que estos
mamiferos son hospedadores adecuados para los parasitos del género Leishmania
(Shender et al., 2014), (Lima et al., 2013), ademas, es conocido que los roedores
permanecen como hospedadores asintomaticos durante la mayor parte de su vida una
vez se infectan, como lo registran Svobodova et al. 2003 (Svobodova, Votypka, Nicolas,
& Volf, 2003) y Mendonca 2011 (Gil de Mendonca et al.,, 2011). La condicién
asintomatica de los roedores capturados en este estudio, de aparente resistencia, podria
estar relacionada con el desarrollo de una respuesta inmune celular protectora que
permite el control de la infeccion en el animal (Diaz et al., 2008). Esta respuesta estaria
mediada por células CD4+ del tipo Thl, por medio de la produccion de activadores
como el IFN-y, que induce la produccion de 6xido nitrico (NO) en células fagociticas

infectadas, lo que conlleva a la eliminacién del parasito (Rios & Sousa, 2010).

5.1 Relacion entre la seroprevalencia de los roedores y los pardmetros

demograficos

En el presente estudio la presencia de anticuerpos frente a Leishmania spp.
incremento proporcionalmente con la edad hasta llegar a ser mucho maés alta en los
roedores adultos (24,70%), en comparacion con los juveniles (7,05%) de la especie M.
musculus, lo que sugiere el contacto de estos individuos con el parasito en todo su ciclo
de vida. Los resultados obtenidos son similares a los registrados por Ghawar et al. 2011
(Ghawar et al., 2011), en el cual la tasa de prevalencia en adultos (65%) fue superior a la

de los juveniles (20%). Adicionalmente, estos datos apoyarian uno de los criterios para
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incriminar formalmente un reservorio planteados por la OMS, donde el curso de la
infeccion en el reservorio debe ser suficientemente prolongado, y la infeccion debe ser
cronica para permitir que los parasitos sobrevivan a un periodo de tiempo sin
transmision (Chaves, Hernandez, Dobson, & Pascual, 2007; Rodrigues et al., 2010; Van,
Canto, Sosa, Rivero, & Andrade, 2009; WHO, 2010); es decir, que se establece una
correlacion positiva entre la edad y la seroprevalencia de Leishmania spp. en los
roedores de estudio. Otro factor importante es la presencia de las especies de vectores
del parésito Leishmania spp., como Lu. evansi y Lu. cayennensis, en el municipio de
Ovejas, departamento de Sucre (Cochero et al., 2007; Pérez et al., 2011).

No se hallaron diferencias estadisticas con relacion a la deteccion de Leishmania spp.
cuando se compararon machos y hembras, por lo que es posible que ambos géneros

estén igualmente expuestos a la infeccion.

En cuanto al estado reproductivo de los roedores, en esta investigacion se encontrd
que los anticuerpos frente a paréasitos del género Leishmania lo presentan principalmente
los individuos activos reproductivamente, lo cual puede representar un riesgo, si se
considera la transmision transplacentaria de los parasitos de Leishmania spp. en
roedores (Avila et al., 2013), (Rosypal & Lindsay, 2005). Cabe anotar que este estudio
llevado a cabo en el municipio de Ovejas es el primero donde se relaciona la
seroprevalencia de Leishmania spp. y el estado reproductivo de roedores de la especie

M. musculus.

5.2 Factores de la vivienda y su entorno asociados con la presencia de roedores

en la vivienda

Al correlacionar la presencia de roedores en la vivienda con las variables estudiadas
(Tabla 4), se encontrd relacion estadistica (X?= 7.616, P<0,005) entre la presencia de
gatos y la ausencia de roedores, probablemente esto se debe a que los depredadores
naturales méas comunes de los ratones son los felinos, esto explica porque en las

viviendas en donde se encontrd gatos la poblacién de roedores era escasa 0 nula; puesto
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que, segun la literatura los roedores son capaces de detectar la proteina urinaria mayor o
MUP, por sus siglas en inglés, presentes en la saliva del gato, que es captada por las
células de un drgano sensorial especial en los ratones, conocido como 6rgano de
Jacobson o Vomeronasal. Este érgano contiene neuronas que detectan las sefiales
quimicas, y estd conectado a zonas del cerebro involucradas con la memoria, las
emociones y la liberacion de hormonas, lo que provoca que los roedores huyan de los

lugares con la presencia de gatos (Papes, Logan, & Stowers, 2010).

Estudios han demostrado que el tipo de material de la vivienda, el piso de tierra y el
techo de palma influyen en la presencia de roedores (Dehghani, Babak, Asadi, Akbari,
& Seyed, 2012). Battersby y Col. 2001, afirman que los depoésitos de agua lluvia y
servidas, redes de alcantarillado y pozos seépticos, son lugares propicios para
madrigueras de roedores (Battersby et al., 2001), sin embargo estos datos difieren con
los obtenidos en este estudio puesto que no se encontrd asociacion estadistica (Tabla 5)
entre estas variables y la presencia de roedor en la vivienda. Esto se explica
posiblemente, porque el material de construccion de la mayor parte de las casas
evaluadas en el estudio fue prefabricado 59,94% (238/397), es decir, el techo era de zinc
o eternit, el piso de cemento o baldosa y las paredes de cemento, lo que contrasta con los

resultados descritos anteriormente.

5.3 Factores de la vivienda y su entorno asociados con la prevalencia de

anticuerpos anti-Leishmania spp. en roedores del municipio de Ovejas

Las condiciones socio-econdmicas y ambientales, son un factor determinante para la
presencia de roedores en las zonas urbanas, lo que representa un problema para las
personas que habitan en dichas areas, debido al riesgo que supone la presencia de
roedores en habitats humanos a causa de la gran cantidad de patégenos que pueden
Ilegar a portar o transmitir estos animales. En este estudio se encontrd que el barrio La
paz (Lpaz) presento la mayor cantidad de roedores seropositivos (17/51), posiblemente
porque reune condiciones que favorecen la presencia de roedores como son piso de

tierra, presencia de cuevas y abundante vegetacion. En adicion, el barrio esta ubicado en
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las cercanias a una zona boscosa lo que se supone es un factor que favorece la infeccion
de los roedores con el paréasito, debido que estda mas expuesto a los vectores de la
leishmaniasis. De igual manera, el barrio La maria (Lma) fue el segundo en presentar
una alta tasa de seropositividad, al reunir las condiciones que favorecen la alta presencia

de roedores y el riesgo de infeccion para estos.

En este estudio al correlacionar la presencia de titulos positivos de 1gG con las
variables estudiadas, se encontro relacion significativa con uno de los diez posibles
factores de la vivienda y su entorno analizados (Tabla 4). Segun la prueba X2, la
presencia de cuevas y grietas en la vivienda estd asociado con la presencia de roedores
seropositivos (X?= 4.035, P<0.0440), estos resultados son consistentes con el
conocimiento que se tiene sobre la epidemiologia de la enfermedad, en la que los casos
de leishmaniasis han sido asociados a viviendas con grietas y cuevas en las paredes y en
el piso de las mismas (Silva Basanta, 2008). Probablemente esto se debe a que las
grietas y cuevas, sirven de refugio para los roedores y por lo general son propicios para
que las poblaciones de estos animales se establezcan a altas densidades. Teniendo en
cuenta que estos animales sirven como fuente de sangre para los vectores, las cuevas y
grietas constituyen un microhabitat adecuado para que el insecto repose y lleve a cabo
procesos de ovoposicion, por la acumulacion de heces de roedores (materia organica)
que son atractivas para los flebotomineos, lo que podria incrementar el riesgo de
picadura para los roedores (Silva Basanta, 2008). Un flebotomineo que haya picado a un
reservorio infectivo tendra entonces buenas posibilidades de picar posteriormente a otro
y de transmitir el parasito entre la poblacion (WHO, 2010).

En los estudios epidemioldgicos sobre la leishmaniasis, varios factores han sido
asociados con el riesgo de transmisién de esta enfermedad. Costa y col. en el afio 2005
encontraron asociacion entre las personas con casos de leishmaniasis y las viviendas con
sistemas de cloacas, disposicion de excretas deficientes y sin la recoleccion de basura
(Costa et al., 2005). Sin embargo, en este estudio no se encontrd relacion estadistica
(Tabla 6) entre estos factores y la presencia de roedores seropositivos, esto posiblemente

porque el 92,60% (213/230) de las viviendas evaluadas donde hubo captura de roedor
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contaban con servicio de alcantarillado, aunque solo el 19,56% (45/230) disponia de

servicio de recoleccion de basuras.

Por otra parte, es bien conocido que los canidos, han sido considerados como los
principales reservorios domésticos de Le. infantum y como una de las principales
fuentes de infeccion de los vectores (Maia, Alves, Sousa-Gomes, Sena, & Luna, 2008;
Romero et al., 2008; Romero & Sénchez, Julio, 2009). La literatura ha registrado que la
presencia de roedores y caninos en el ambiente domiciliar esta correlacionado con los
casos humanos de leishmaniasis (Helhazar, Leitdo, Duarte, Tavares, & Pereira da
Fonseca, 2013), debido a los antecedentes epidemioldgicos de estas especies en el
mantenimiento del ciclo de trasmision de la enfermedad. Sin embargo, aunque durante
el estudio se observo la presencia de poblacion canina en el 23,68% (114/230) de las
viviendas evaluadas, no se encontrd relacién estadistica entre la presencia de estos
animales y de los roedores seropositivos, probablemente esto se deba a diferencias en el
nicho ecoldgico que estos habitan y por tanto de los vectores que en él se encuentran. A
la fecha se acepta que Lu. evansi es el vector de Le. infantum (Travis et al., 1990), (Le
Pape, 1992), (Cochero, 2002) y Le. Viannia (Pérez-Doria, Paternina, Paterina, Martinez,
& Bejarano, 2011), sin embargo, los resultados de fuentes de ingesta de esta especie
indican que este flebotomineo no se alimenta de caninos, lo que es consistente con
estudios realizados en el departamento de Sucre en los que se ha descrito la existencia
de vectores enzooticos como Lu. cayennensis cayennensis, que se ha encontrado
alimentada con P. guyanensis (Paternina, 2012). No obstante, en este estudio no se
registrd ingesta de caninos por parte de los insectos vectores, lo que se sugiere que
podria haber una especie de insecto propia para mantener el ciclo de transmision
enzootico de Leishmania spp. dentro de cada especie animal.

Los resultados obtenidos en esta investigacion se suman a los crecientes estudios
sobre la identificacion de posibles reservorios naturales de Leishmania spp. a nivel
mundial (WHO, 2010; Zambrano, 2014). Sin embargo, constituye el primer aporte
encaminado a estudiar el papel de los roedores en el ciclo epidemiol6gico de

Leishmania spp. en el municipio de Ovejas, departamento de Sucre.
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6. Conclusiones

La alta prevalencia de anticuerpos (16,45%) detectada en roedores sinantrépicos
M. musculus y R. Rattus, asi como su alta abundancia, constituyen las primeras
lineas de evidencia del papel que estas especies podrian estar desempefiando

como potenciales reservorios de Leishmania spp.

La presencia de grietas y cuevas es un factor determinante del contacto entre los
parasitos del género Leishmania y las poblaciones de roedores sinantropicos en

el municipio de Ovejas.

La ausencia de roedores sinantropicos en las viviendas es determinada por la

presencia de gatos en el municipio de Ovejas.

La edad y el estado reproductivo de los roedores, son los factores demogréficos
que determinan la prevalencia de anticuerpos frente a parasitos del genero
Leishmania en las poblaciones de roedores sinantropicas del area urbana del

municipio de Ovejas.
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7. Recomendaciones

Se recomienda realizar estudios de busqueda y deteccion de parasitos del género
Leishmania, mediante aislamiento y cultivo In Vitro de los parésitos,
xenodiagndstico, y deteccion de su material genético por PCR, esto con el fin de
comprobar los criterios necesarios para incriminar formalmente a estas especies
de roedores como reservorio domestico de leishmaniasis en el area urbana del

municipio de Ovejas.

Teniendo en cuenta que se demostro el contacto entre los roedores sinantropicos
R. rattus y M. musculus y los parasitos del género Leishmania, se debe hacer

mayor vigilancia epidemioldgica sobre estas especies.

Debido al papel que desempefian los roedores sinantropicos como posibles
reservorios de los parasitos del género Leishmania se recomienda disefiar y
evaluar, medidas de control de las poblaciones presentes en el area urbana del

municipio de Ovejas.
Es necesario desarrollar nuevas estrategias de prevencion orientadas no sélo a

interrumpir el ciclo de transmision del parésito, sino también a proveer

condiciones sanitarias y ambientales a las viviendas.
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ANEXOS
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ANEXO 1
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA INSTALACION DE
TRAMPAS PARA LA CAPTURA DE LOS ROEDORES
Fecha:
Identificacion del propietario

Nombre:

Direccion: Barrio: Municipio

Yo, propietario de la vivienda, acepto y autorizo para que sean instaladas las trampas
necesarias para la recoleccion de roedores y realizacién del estudio, sabiendo que dicho
procedimiento no representa ningun riesgo para la salud de los habitantes de dicha

vivienda.

FIRMA
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ANEXO 2

ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA

Nombre del jefe de hogar o conyugue:

Ocupacion: Tel: # personas/vivienda:
Direccion:

Municipio: Barrio: # trarhphs
Residencia en la zona (afios): 0-3 1 3-10 O 10-20 [ Mas de

20

1. Caracteristicas de la Vivienda

Materiales de construccidn, servicios basicos y sanitarios

e Paredes: Prefabricadas[] Artesanal [] Combinados[]

e Pisos: Tierra [ Prefabricados [] Artesanal [] Combinados[_]

e Techo: Prefabricados [1 Artesanal [ Combinados []

e Servicios publicos: Agua ] Gas natural [ Energl’a|:| Alcantarillado[]

Todos []  Ninguno []

¢ Disposicion de Basuras: Campo atielto Encerradas[] Queman|:|
Empresa

e Disposicion de excretas: Aire libre L] Bario[] Fosa séptica ]

e Presencia de arbustos: sid Nno[d

e Presencia de arboles: sid No[]
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e Arboles caidos: si] No[]

e Hojarasca: s NO[]

e Gramineas: sid No[]

e Grietas y/o cuevas: sI[] NO[]

e Suelo: Tierra[] Pavimento []

Entorno

e Zona boscosa cerca de la vivienda si] No[]

¢ Distancia de la vivienda a zona boscosa o cultivos (mts): 1-10 [ 10-100 [ >
100

e Con que frecuencia ingresa a estos sitios: Diario ] semanalld mensual [
No va

2. Conocimiento sobre la enfermedad y el vector

e Conoce la leishmaniasis: si [ NO [
e Manifestacion clinica mas conocida; LC ] Lmc v O
e Conoce el tratamiento de la enfermedad: s No[]

e Insecto que la transmite: Pito [JAludo  Capotillo []JEjen [ Mosquito [INo
sabe

e Momento que pica el insecto: Mafiana [] Tarde [] Noche[[] Siempre[] No
sabe

e Sitio de la vivienda donde pican: Interior[ ] Peridomicilio [ ] Extradomicilio []

No sabe

e Los insectos abundan en:  Sequia Lluvia [] Siempre Ll No O]
sabe

¢ Durante: Calor[] Frio Siempre|:| No sabe[]

e Usa insecticidas en la vivienda: si] No[]

¢ Mallas en puertas y ventanas: sil] No[]

e Toldillos para dormir: sild No [

e Ventilador: sild No [

3. Presencia de Reservorios
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Animales domésticos

e Tienen animales domésticos en la vivienda: sil] No[]
e Perros: sid cuantos:[ ] NO[]

Cazadores: [ ]

e Gatos: siIl] cuantos:[ ] NO[]

 Dormitorio de los animales: Intra [] Peri [] Extra []

Animales silvestres

e Avistamiento de animales silvestres: sid No []

NOEI

e Los roedores visitan: Intra Peril] Extra[ ] Todos [] Ninguno []

e Presencia de roedores: s

Datos demograficos y antecedentes de la enfermedad

e Migracion de las personas a lugares enzodticos: sif] w~old
e Frecuencia con la que viaja: 0-3meses [] 3-12meses ] >12meses[]

e Sitio de vivienda anterior:

e Casos anteriores de leishmaniasis: SI[] LC [ No []
LMC

]
]
LV [ ]

[
[
¢ Numero de Personas Infectadas: [ ]

e Lugar de infeccién

Ocupacion

e Diagnoéstico Tratamiento

Encargado de la encuesta:
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FORMATO DE VERIFICACION DE MUESTRAS RECOLECTADAS DE ROEDORES

ANEXO 3

Nombre del proyecto: “Incriminacion de reservorios de Leishmania spp. en un foco urbano de leishmaniasis cutanea de
los Montes de Maria, Costa Caribe Colombiana” Cdigo: 112956934732

Barrio: Fecha:
Cddigo | Nombre del jefe Teléf Tramp. Cod. T. | T.| T. | Tramp Cod. T.|T.| T Total
eléfono
vivienda del hogar intrad. | trampas | (-) | (+) | (vis) | peri. | trampas | (-) | (+) | (vis) | trampas
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ANEXO 4

PLANILLA DE DATOS DE AUTOPSIA

FECHA C. SEX | P(gr) MEDIDAS TESTICULOS | EPIDI. | VAG | PEZON | EMBRIONES | ECT. | SIGNOS
TRAMPA MORFOMETRICAS (A/E) | (AIC) CLINICOS
(mm)
LT |COL | PPD [ ORJ | A/E | LON | ANC P/A | LIN | N°(1.D) | LON
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