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RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad que involucra una amplia variedad de especies de
parasitos, reservorios y vectores que estdn implicados en su transmision. Los vectores
presentan una preferencia alimenticia por vertebrados silvestres, domésticos y por el humano.
Varias especies de vertebrados han sido identificados como reservorios de Leishmania spp.,
entre los que sobresalen roedores silvestres, zarigiieyas, perezosos, marsupiales y caninos.
Sin embargo, aln se desconoce la preferencia alimenticia de la mayoria de especies de
flebotomineos, por lo que la determinacion de las ingestas sanguineas de los vectores de
leishmaniasis puede proveer informacion valiosa relacionada con los patrones alimenticios
de los flebotomineos y una aproximacion sobre las posibles predilecciones por alguna especie
0 grupo vertebrado en particular. EI objetivo de este estudio fue determinar la frecuencia de
uso de animales domésticos como fuente de alimentacion de los flebotomineos del género
Lutzomyia asociados a la aparicion de un caso de leishmaniasis visceral en la vereda Toro,
San Cayetano, Bolivar. Para la captura de estos insectos se usaron trampas de luz LED
emitida por diodos tipo CDC, ubicadas en cuatro sitios, que corresponden al peri y extra
domicilio durante los dias 5 y 6 de Mayo del afio 2015. En total se encontraron 1.101
flebotomineos con presencia de ingesta sanguinea en el tracto digestivo. Cada individuo fue
identificado taxonémicamente, a cada flebotomineo se le extrajo el material genético y se
realizd un ensayo de identificacion de fuentes de ingesta por PCR-multiple del gen
mitocondrial citocromo B (Cytb). Se encontr6 que Lutzomyia evansi fue la especie mas
abundante con un 99,82%. Con base en el tamafio de los amplicones obtenidos se encontro
una frecuencia de uso de fuentes de ingesta del 16,73% (82/490), 16,32% (80/490), 12,45%

(61/490), 11,63% (57/490), 9,79% (48/490) para humano, carnero, cerdo, vaca y perro,



respectivamente. Se encontrd asociacion en la frecuencia de uso de cada vertebrado en Lu.

evansi, lo que confirma habitos antropofilicos y zoofilicos ademas de su caracter ecléctico.

Palabras clave: Lutzomyia, PCR-multiple, CytB, Leishmaniasis visceral, ingesta sanguinea.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease that involves a wide variety of parasite species, reservoirs and
vectors that are involved in its transmission. The vectors present a food preference for wild,
domestic and human vertebrates. Several species of vertebrates have been identified as
reservoirs of Leishmania spp., among which stand out wild rodents, opossums, sloths,
marsupials and canines. However, the food preference of most sandfly species is still
unknown, so the determination of blood infections of the leishmaniasis vectors can provide
valuable information related to the phlebotomines feeding patterns and an approximation on
the possible predilections for species or vertebrate group in particular. The objective of this
study was to determine the frequency of use of domestic animals as a source of food for the
sandflies of the genus Lutzomyia associated with the appearance of a case of visceral
leishmaniasis in the Vereda Toro, San Cayetano, Bolivar. For the capture of these insects
were used traps LED light emitted for diodes type CDC, located in four sites, corresponding
to the peri and extra domicile for the May 5 and 6, 2015. In total, 1,101 phlebotomines were
found with presence of blood meal in the digestive tract. Each individual was identified
taxonomically, at each phlebotomine the genetic material was extracted and an identification
test of sources of blood meal was carried out by Multiplex PCR of the mitochondrial gene
cytochrome B (Cytb). It was found that Lutzomyia evansi was the most abundant species with
99.82%. Based on the size of the amplicons, a frequency of use of sources of blood meals of
16,73% (82/490), 16,32% (80/490), 12,45% (61/490), 11,63% (57/490), 9,79% (48/490) for
human, ram, pig, cow and dog, respectively. An association was found in the frequency of
use of each vertebrate in Lu. evansi, which confirms anthropophilic and zoophilic habits as

well as its eclectic nature.



Key words: Lutzomyia, Multiplex-PCR, CytB, visceral leishmaniasis, Bloodmeal.
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INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad con una amplia variedad de especies de parasitos,
reservorios y vectores implicados en su transmision (OPS, 2014). Esta enfermedad es
causada por protozoos parasitos del género Leishmania, que incluye dos subgeneros,
Leishmania y Viannia, que se diferencian por el lugar en el que se multiplican dentro del
tracto digestivo del insecto vector, estos parésitos son transmitidos por una variedad de
especies de flebotomos (Schonian et al., 2010). Esta enfermedad se encuentra en algunas
partes de Asia, Africa, América y el sur de Europa y se transmite a los humanos por la
picadura de flebotomineos hemat6fagos hembra infectados. En algunos casos, puede haber
un animal hospedero o reservorio (WHO, 2010). Alrededor del mundo, mas de 12 millones
de personas estan infectadas por la leishmaniasis, y 350 millones estan en riesgo de contraer

la enfermedad (OPS, 2014).

La leishmaniasis es, endémica en 98 paises distribuidos en zonas tropicales, subtropicales y
regiones templadas del mundo, situadas por debajo de los 1750 metros sobre el nivel del mar,
con clima célido, humedad relativa alta, temperatura media entre los 25y 30 °C (Zambrano,
C. P, 2010) donde existen reservorios y vectores responsables del mantenimiento y
transmision de los parésitos. Se estima que esta enfermedad produce 2,35 millones de AVAD
(afios de vida ajustados por discapacidad), de los cuales el 2,3% se registra en las Américas.
En el continente americano, la mayor incidencia de la enfermedad se presenta en el norte de

Brasil (Centers of Disease Control and Prevention, 2013), siendo uno de los seis paises en
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los que se encuentra el 90% de los casos de leishmaniasis visceral; los otros son Etiopia,

India, Bangladesh, Sudan y Sudéan del Sur.

De las 22 especies del género Leishmania que causan enfermedades en los seres humanos
se han identificado 15 en América, y 54 especies de vectores estan potencialmente implicadas
en su transmision. En América, se diagnostican cada afio un promedio de 60.000 casos de
leishmaniasis cutanea y mucosa y 4.000 casos de leishmaniasis visceral, con una tasa de
mortalidad del 7% (OPS, 2014). La epidemiologia de la enfermedad depende de las
caracteristicas de la especie del parasito, las caracteristicas ecoldgicas locales de los lugares
donde se transmite, la exposicion previa y actual de la poblacion humana al parasito y las

pautas de comportamiento humano (OMS, 2010).

El agente etioldgico, Leishmania spp., es transmitido por especies del género Phlebotomus
en Europa, Asia y Africa, y por especies del género Lutzomyia en América (Aguinaga et al.
2000). Cada especie del género Leishmania, involucrada en la transmision tiene un unico
perfil epidemioldgico con diferentes vectores, hospederos, reservorios y distribucion
geogréfica (Cortés, 2006). Esta enfermedad es fuertemente afectada por los cambios en las
precipitaciones, la temperatura, la humedad, el calentamiento global y la degradacion del
suelo. Los cambios en la temperatura, las precipitaciones y la humedad pueden tener un gran
efecto en vectores y reservorios puesto que alteran la distribucién de los parasitos, vectores
y reservorios; las pequerias fluctuaciones de temperatura pueden tener un profundo efecto en
el ciclo de desarrollo de los promastigotes de Leishmania, 1o que permite la transmision del
parasito en zonas donde la enfermedad en endémica. Por ultimo, la sequia, el hambre y las

inundaciones como consecuencia del cambio climético pueden dar lugar a un desplazamiento
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masivo y la migracion de las personas a las areas con la transmisién de Leishmania (WHO,

2010).

Los flebotomineos del género Lutzomyia son insectos pequefios, con poca capacidad de
vuelo; los adultos tienen un rango de tamario entre 1.5 y 3.5 mm, las hembras requieren de
ingestas de sangre como un suplemento proteinico para completar la ovogénesis y realizar la
ovoposicion, mientras que los machos por lo general son fitdfagos (Barreto M, et al., 2006).
Las preferencias de los vectores por diferentes vertebrados varian en funcion de la especie y
de la disponibilidad de hospederos. Durante la alimentacion se introducen en el hospedero
saliva y proteofosfoglicanos, que se cree que participan en el establecimiento de los paréasitos
del género Leishmania en la piel de los vertebrados. La ingesta de azucar es una fuente de
energia para los fleb6tomos, y es importante para el desarrollo de los parasitos en su intestino.
Se desconoce la importancia relativa que tienen diferentes azlcares en los ciclos vitales de

Leishmania spp. en el vector (OMS, 2010).

En el Nuevo Mundo la leishmaniasis visceral se debe a la transmisién zoonética de
Leishmania infantum, y su epidemiologia se parece a la de esa enfermedad en la cuenca
mediterranea. Se cree que la costumbre de tener perros y otros animales domésticos dentro
de casa fomenta la infeccion humana, puesto que los perros son los reservorios de Le.
infantum (OMS, 2010), este tipo de patron se presenta en una transmision intradomiciliaria

teniendo como fuente de infeccion al perro.

La leishmaniasis es un importante problema de Salud Publica en regiones tropicales y
subtropicales alrededor del mundo (Ruiza, et al., 2015). En Colombia, la leishmaniasis

presenta tres formas clinicas principales: visceral, cutanea y mucocutanea, que se encuentran
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distribuidas geograficamente en todo el territorio nacional a excepcién del archipiélago de
San Andrés y Providencia y la ciudad Bogota, con una alta incidencia y prevalencia en gran
parte del territorio nacional, donde la forma cutanea es la mas frecuente con el 99,3% de los
casos sintomaticos (Zambrano, C. P, 2010, SIVIGILA, 2016). La leishmaniasis visceral se
caracteriza por ser una zoonosis grave, potencialmente fatal, que afecta principalmente a
menores que se encuentran en un rango de edad de 0 a 5 afios, la cual puede presentarse de

forma endémica o esporadica tanto en zonas rurales como urbanas (OMS, 2010).

La forma visceral de la enfermedad es endémica en el Valle del Rio Magdalena (Tolima,
Huila, Cundinamarca, Santander) y en la costa Caribe (Bolivar, Cordoba y Sucre)
(Fernandez, et al. 2002). Entre los afios 2008-2012 se notificaron 106 casos en los
departamentos de Bolivar, Cérdoba, Cundinamarca, Huila, Norte de Santander, Tolima,
Santander y Sucre; con distribucion en 25 municipios del territorio nacional. EI 58 % de estos
casos se concentran en los municipios de Ovejas, EI Carmen de Bolivar, Neiva, San Andrés
de Sotavento y Tuchin (Instituto Nacional de Salud: Vigilancia y Control en Salud Publica
afio, 2013). En 2015 se registraron casos en pacientes con edades entre los 8 meses y 2 afios;
entre estos, el 57.14% (8 de 14 casos) se reportaron en el municipio del Carmen de Bolivar,
el 7,14 % (1 de 14 casos) en San Juan Nepomuceno, el 7,14 % (1 de 14 casos) en San Andrés
de Sotavento, el 7,14 % (1 de 14 casos) en Tuchin (Cordoba), el 7,14 % (1 de 14 casos) en
Sampués (Sucre), el 7,14 % (1 de 14 casos) en Sincelejo (Sucre ) y el 7,14 % (1 de 14 casos)
en municipios no registrados ( Instituto Nacional de Salud: Vigilancia y Analisis del riego en
Salud Publica, 2015). En el afio 2016, se registraron 26 casos en el departamento de Bolivar,

siendo el municipio de EI Carmen de Bolivar el mas afectado, con 24 casos confirmados, y
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San Jacinto con dos casos (Instituto Nacional de Salud: Vigilancia y Control en Salud Pablica

afio, 2016).

Existen especies de vectores que solo tienen preferencia alimenticia por animales silvestres;
y otro grupo presenta cierta preferencia por el hombre y animales silvestres. Este Gltimo
grupo es el que estaria implicado en la transmision silvestre del parasito causante de la
leishmaniasis (Aguinaga, et al., 2000). Por esto, algunos casos de leishmaniasis muestran
una directa asociacion con algunas especies de fleb6tomos y los animales presentes en las
zonas, como ejemplo de esto, lugares donde el ganado vacuno se encuentra cerca de los
habitantes, permite la alimentacion oportunista del vector tanto de los bovinos como de los

humanos (Davies, C.R., et al. 2000).

La identificacion de fuentes de ingesta de insectos hematdfagos puede proporcionar
informacion acerca de las preferencias alimenticias o sobre los patrones de alimentacion en
condiciones naturales, que proporcionan datos indirectos con respecto al potencial reservorio
(Haouas N, et al., 2007). En Cordoba y Sucre se ha generado evidencia para incriminar a
Canis familiaris (Linnaeus, 1758) como reservorio doméstico de los parasitos (Rivero M,
2003; Paternina et al., 2016), asi mismo los registros de infeccion natural de Didelphis
marsupialis (Linnaeus, 1758) sugieren su participacion en el ciclo enzodtico de la
leishmaniasis visceral; del mismo modo, se reconoce que Lutzomyia evansi (Nufiez-Tovar
1924) es el vector de los parasitos causantes de leishmaniasis visceral (Travi et al., 1998) y
recientemente se ha propuesto su participacion en el ciclo de la leishmaniasis cutanea en el

municipio de Ovejas (Pérez-Doria, 2012).



20

Hasta la fecha se ha encontrado que Lu. evansi es altamente antropofilica (Cortés L.A, 2006)
y esté asociada, en altas densidades, a la aparicion de brotes de la enfermedad, asi mismo, se
ha encontrado infeccion con Leishmania. infantum y Leishmania. braziliensis (Romero et al
2016), sin embargo, los reservorios son casi totalmente desconocidos, lo que dificulta el
disefio, la evaluacion e implementacion de medidas de control contra estos. En este sentido,
la identificacion de las fuentes alimenticias de los vectores presentes en dicha area, permite
orientar los esfuerzos en los estudios de incriminacion de reservorios, y permite hacer el

vinculo epidemioldgico.
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1. OBJETIVOS
1.1 GENERAL.:

v" Determinar la frecuencia de uso de animales domésticos como fuente de alimentacion
de los flebotomineos del género Lutzomyia asociados a la aparicion de un caso de

leishmaniasis visceral en la vereda Toro, San Cayetano, Bolivar.

1.2 ESPECIFICOS:

v" Identificar las especies del género Lutzomyia asociadas a la aparicion de un caso de

leishmaniasis visceral en la vereda Toro, San Cayetano (Bolivar).

v' Estimar la frecuencia de uso en cinco especies de animales domésticos, como fuente
de ingestas sanguineas, en flebotomineos del género Lutzomyia de un foco de

leishmaniasis visceral en la vereda Toro del corregimiento de San Cayetano (Bolivar).

v Determinar si los insectos del género Lutzomyia presentan diferencias en la

frecuencia de uso de animales segun el sitio de muestreo.
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2. MARCO REFERENCIAL
2.1 Aspectos historicos de la leishmaniasis

La leishmaniasis fue descrita en 1.756 por Alexander Russell, a partir de un paciente turco.
Esta enfermedad es conocida bajo diferentes nombres como Ulcera oriental, botdn de Biskra,
furinculo de Aleppo, Furunculo de Jericé (Ochoa et al., 2015). Pero no fue hasta 1903 que
Leishman en Londres descubrié por medio de corpusculos ovoides los agentes biolégicos
causantes del Kala azar, los cuales fueron identificados como miembros de la familia
Trypanosotomidae, lo cual fue confirmado por Donovan en la India, ese mismo afio Ross,
nombrd el parasito Leishmania donovani (D"Suze. C, 2012). En 1911 Wenyon sugirié que
Flebotomus era el vector, pero este dato se demostré en 1921, cuando Sergente y
colaboradores comprobaron dicha teoria (\VVelasco-Castrejon, et al., 1991). La leishmaniasis
visceral fue descrita por primera vez en 1913 por Migone en La Asuncion, Paraguay

(Migone, 1913).

Se cree que la enfermedad se origind en Asia Central en reservorios zoonéticos, y que en el
siglo XIV pasé a la India, al mediterraneo y eventualmente al oeste de Africa. En el
continente americano se encontraron lesiones en la piel y deformidades faciales, producto de
la enfermedad, en piezas pre-colombinas de Peru y Ecuador, que datan del primer siglo antes

de Cristo (Ochoa, et al., 2015).

2.2 Fisiologia de los insectos del género Lutzomyia vectores de parasitos del género
Leshmania

Los flebotomineos vectores de los parasitos del género Leishmania, son insectos pequefios

gue miden entre 3 a 5 mm de longitud (Young DG, Duncan MA, 1994), estos han sido
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clasificados taxonomicamente en el orden Diptera, del suborden Nematocera, dentro de la
familia Psychodidae Newman, 1834, subfamilia Phlebotominae Rondani, 1856 (Contreras,
2013). Las especies de la subfamilia Phlebotominae se caracterizan por presentar un
fototropismo positivo, estos presentan actividad crepuscular y nocturna (entre las 6:00 de la
tarde hasta las 7:00 de la mafiana del dia siguiente). Estos insectos presentan una
metamorfosis completa cuyo ciclo de vida varia dependiendo de la especie, puede durar 45
dias, pasando por el estado de huevo, larva, pupa y adulto; depositan sus huevos en lugares
ricos en materia organica, donde los estados larvarios crecen y se alimentan (Young DG,
Duncan MA, 1994). Al llegar al estado adulto, los insectos de ambos sexos se alimentan de
liquidos azucarados que obtienen de la savia de las plantas o de los azlcares que producen
otros insectos como los afidos y coccidos, estas sustancias azucaradas les brindan la energia
necesaria para su supervivencia (Lucientes J et al., 2005). Por otra parte, las hembras son las
unicas hematofagas, dado que necesitan de la ingesta de sangre para el desarrollo de los
huevos (Lucientes J et al., 2005), para poder obtener la sangre la hembra debe romper los

vasos sanguineos de la piel del vertebrado (Contreras, 2013).

Morfolégicamente, los insectos del género Lutzomyia se caracterizan por presentar una clara
diferenciacion entre cabeza, térax y abdomen en su cuerpo, el cual esta cubierto de cerdas,
ademas de presentar patas largas, una caracteristica propia de este género es que, en estado
de reposo, pliegan sus grandes alas formando un angulo agudo, en forma de “ V” (Young
DG, Duncan MA, 1994). La cabeza ubicada en la parte anterior del térax, presenta el aparto
picador chupador que se encuentra dirigido hacia abajo, las piezas bucales de ambos sexos
se logran diferenciar porque los machos carecen de mandibulas, presentan disminucion del

tamano de las maxilas, la hipofaringe y la labro-epifaringe (Lewis, DJ. 1971). En el térax se
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encuentran tres segmentos que llevan por nombre protérax, mesotorax y metatérax, y cada
uno de ellos se articula con un par de patas; el abdomen esta dividido en 10 segmentos, de
los cuales destacan los tres ultimos segmentos debido a que en estos se encuentran los

organos genitales internos y externos del insecto (Montesino & Vergara 2015).

Figura 1. Dimorfismos sexual de flebotomineos pertenecientes al género Lutzomyia, la
imagen de la izquierda (a) corresponde a la hembra y la imagen de la derecha (b) pertenece
al macho, en ella se pueden distinguir los genitales externos. Fuente. Imagen tomada de

Dantas-Torres 2009.

2.3 Reservorios de parasitos del género Leishmania

Alrededor del mundo, varias especies de vertebrados han sido incriminadas como reservorios
de Leishmania spp. , entre estos se destacan los animales de la clase Mammalia (Dereure
J.1999). En el afio 1960, el profesor Pifano sefialaba que la base para sospechar de la

existencia de focos enzodticos, radica en encontrar lugares donde se demuestre que el agente
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causal circula ininterrumpidamente a través de un vertebrado selvatico a otro durante varios
afios, ademas se debe demostrar que existe una intima relacion ente el insecto vector y sus
fuentes de alimentacion (Yarbuh & Scorza., 1982). En la actualidad, para incriminar un
vertebrado como hospedero reservorio se necesita demostrar que la poblacion de parésitos
depende de ese mamifero para su mantenimiento a largo plazo, el contacto intenso entre el
hospedero y el flebotomineo, por otra parte, la infeccion deber ser lo suficientemente
prolongada y no lo suficiente patdgena para que los parasitos sobrevivan a una estacion sin
transmision (OMS, 2010), por tanto, los vertebrados juegan un papel fundamental en el ciclo
de vida de los flebotomineos y se han encontrado que los patrones de distribucion de la
leishmaniasis no solo depende de la distribucién de los vectores, sino también de animales

silvestres y domésticos presentes (Dereure, J. 1999).

En el ciclo enzodtico de la leishmaniasis, los vertebrados pueden presentar una forma
asintomatica de la infeccion, debido a los procesos adaptativos que han sufrido estos animales
en su ambiente natural, producto de la compleja interaccién entre reservorios y vectores
(Mesa D., et al., 2005), garantizando la existencia del agente etiologico y facilitando su
posterior transmision a otros animales. Los reservorios de los parésitos causantes de
leishmaniasis incriminados incluyen en mayor proporcion, a roedores silvestres, zarigieyas,
perezosos, marsupiales y zorros; para el caso de la leishmaniasis visceral se han incriminado
animales domésticos como el perro y animales sinantropicos como zarigteyas (Rivero M,
2003; Gonzélez & Zerpa 2004). Por tanto, el conocimiento de las especies que son
reservorios de los parésitos del genero Leishmania es una pieza fundamental en la
comprension y control de la enfermedad (Corredor, A., et al. (1990); sin embargo, para

determinar los reservorios de estos parasitos se presentan dificultades a causa del muestreo
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de la masto fauna (De Lima et al., 2006; De Lima et al., 2008), a pesar de esto se ha logrado
reunir poca informacion sobre la identidad de los vertebrados que actian como reservorios
de la especies del género Leishmania, pero para reunir esta informacion se usaron métodos
como la observacion directa que es laboriosa si se quisiera capturar por 1o menos un
representante de la masto fauna presente en la zona, otro método usado fueron los ensayos
serologicos que proporcionan mayor informacién que la observacion directa, sin embargo,

trae dificultades debido a la alta diversidad de posibles reservorios.

2.4 Fuentes de ingesta de flebotomineos del género Lutzomyia.

Una forma para identificar reservorios potenciales de parasitos del género Leishmania es
determinando de qué animales se alimentan las especies flebotomineas vectores (Haouas et
al., 2007). En América para determinar las fuentes alimenticias de los flebotomineos se han
realizado diferentes metodologias entre las cuales destacan observacién directa, evaluacion
de la atraccion ejercida por las especies animales confinadas en trampas, sobre individuos
silvestres de una especie flebotominea, estudiar el patrén de cristalizacién de la hemoglobina
animal contenida en el tracto digestivo del insecto y el analisis seroldgico de la sangre por
medio de ensayos de Precipitina o ELISA (Marassa et al., 2004, Marassa et al., 2006, Oliveira
et al., 2008). Aunque los ensayos seroldgicos han brindado informacién sobre las
preferencias alimenticias de los flebotomineos en su ambiente natural, y han permitido
reducir el nimero de potenciales especies reservorios (Tesh et al., 1971, Tesh et al., 1972,
Nery et al., 2004, Marassa et al., 2004); también han traido consigo grandes dificultades
debido a la alta diversidad de potenciales reservorios, a la carencia de sus respectivos

antisueros, a los procesos digestivos de los flebotomineos que afectan la estructura primaria
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y tridimensional de los antigenos a detectar, con una consecuente pérdida de especificidad
y/o sensibilidad, y finalmente por el corto periodo de tiempo de deteccidon despuées que ha
ocurrido la ingesta sanguinea, el cual no supera las 24 horas (Marassa et al., 2004, Haouas et
al., 2007). Sin embargo, estudios recientes muestran que el tiempo efectivo para detectar la
ingesta sanguinea de los flebotomineos del género Lutzomyia es de 168 horas a partir del

momento de la ingestion (Vergara, et al., 2017).

En la actualidad el desarrollo de nuevas técnicas de biologia molecular ofrece una alternativa
que permite superar las dificultades de las técnicas seroldgicas (Haouas et al., 2007), en este
sentido, la secuencia del gen citocromo b (Mt-Cyb) ha sido propuesta como c6digo genético
de barras del ADN para la identificacion de fuentes alimenticias, debido a que es de origen
mitocondrial y no presenta recombinacion, puede llegar a tener entre 1.000 y 10.000 copias
por células (Berry et al., 2000, Svobodova et al., 2009), sin embargo, este gen también
amplifica en el insecto vector, por lo que no lo hace exclusivo para vertebrados. Por tanto, la
basqueda de otros marcadores genéticos que sean exclusivos para vertebrados se ha hecho
necesaria, en este sentido, el gen nuclear de copia tUnica que codifica el precursor proteico de
la Nociceptina/Orfanina FQ, conocido como PNOC (Prepronociceptina), (Haouas et al.,
2007), es un péptido asociado a la diferenciacion celular neuronal y vias de dolor (Mollereau
et al., 1996, Zaveri et al., 2000, Zaveri et al., 2002, Zaveri et al., 2006), el cual es exclusivo

de vertebrados.

En ambos casos, la tecnologia basada en métodos de Reaccion en Cadena de la Polimerasas
(PCR) requiere de pasos adicionales que pueden incluir una digestion enzimatica para el

analisis del producto de PCR o la secuenciacion del fragmento del gen. En cualquier caso,
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estas técnicas implican gastos econdmicos mayores y aumentan el periodo de tiempo para
conocer los resultados. Frente a estas limitaciones, y con el conocimiento béasico de la
diversidad de vertebrados que sirven como fuente de ingesta, se han desarrollado ensayos de
PCR multiple con cebadores universales que amplifican un fragmento conservado del gen
citocromo b presente en los todos los mamiferos, y cebadores especificos para cada grupo de
vertebrados que presentan un tamario diferencial que puede ser apreciado por electroforesis
en gel de agarosa (Rebekah & Douglas 2005), evitando gastos economicos como lo es la

secuenciacion y eliminando la incertidumbre de una co-amplificacion.

En Colombia se cuenta con cinco trabajos relacionados con la determinacion de fuentes
alimenticias en flebotomineos vectores de leishmaniasis, uno en Lutzomyia longipalpis (Lutz
& Neiva 1912) (Morrison et al.,1993) y cuatro en Lu. evansi (Cochero, 2002; Paternina.,
2012; Montesino & Vergara 2015). Las observaciones realizadas durante el trabajo de campo
(Young & Lewis, 1977; Bejarano et al., 2002) han permitido un acercarniento al
comportamiento alimenticio de diferentes especies del género Lutzomyia, siendo quizés el
caso mas citado el del flebotomineo Lutzomyia cayennensis cayennensis (Floch & Abonnec
1941) (Young & Duncan,1994), especie que ha sido encontrada con tripanosomatideos en
Los Montes de Maria y que presumiblemente se alimenta de reptiles (Cochero et al., 2007),
aungue no se ha podido establecer cual es la identidad de estos animales. Por otra parte el
estudio de Paternina L.E et al en el 2016 reporta la primera evidencia antropofilica en
Lutzomyia micropyga (Mangabeira, 1942) y Lutzomyia atroclavata (Knab, 1913), resaltando
también la identificacion de otras especies de vertebrados como Equus caballus (Linnaeus,
1758), Bos Taurus (Linnaeus, 1758), Proechimys guyannensis (E. Geoffroy, 1803), Mabuya

sp. (Fitzinger, 1826) y Gallus gallus (Linnaeus, 1758) (Paternina, L. E., et al. 2016).
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2.5 Preferencias alimenticias de flobotomineos.

En areas donde la leishmaniasis es endémica, se ha observado la coexistencia de especies
flebotomineas que pueden o no picar al humano, donde las hembras pueden adoptar una
amplia conducta de alimentacion que esta sujeta a la disponibilidad de animales vertebrados
(Feliciangeli 1987, Young y Duncan 1994; Bejarano et al., 2001, Travi et al., 2002), por lo
que la ingesta alimenticia de los flebotomineos puede interpretarse como circunstancial y
oportunista, que tiene en cuenta la densidad de los flebotomineos y vertebrados presentes

(Kelly & Thompson 2000, Chaves & Afiez 2004).

El conocimiento de los habitos alimenticios de los flebotomineos son puntos imprescindibles
para la incriminacion de las especies como vectores bioldgicos, especialmente si es posible
demostrar el comportamiento antropofilico y zoofilico (Carrillo & Velez 2010, Kato et al.,

2005).

En los fleb6tomos (Diptera: Psychodidae), la ingesta sanguinea es responsable de la
induccién de varios procesos fisioldgicos que culminan con el desarrollo de los huevos
(Nieves et al., 2011). El alimento sanguineo con grandes contenidos caldricos producen
mayor energia potencial para la produccién de huevos, sobrevivencia a la oviposicion y
capacidad de vuelo del insecto, aumentando el potencial bioldgico de los fleb6tomos de una
determinada poblacion, con un consecuente incremento de la infeccion y transmision de
parasitos de género Leishmania (Magnarelli & Modi 1988; Benito et al. 1994; Hanafi et al.,

1999; Noguera et al., 2006).

Los insectos vectores han desarrollado diferentes estrategias de alimentacion que se ven

reflejadas en las preferencias alimentarias y en los patrones de digestion sanguinea de cada
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especie, los cuales en conjunto con otras caracteristicas del vector determinan su potencial
bioldgico (Schlein et al., 1983; Schlein & Warburg 1985; Schlein & Romano 1986; Young
& Arias 1991). En el proceso de alimentacion de estos insectos influyen unos atrayentes y
repelentes que le permiten al insecto localizar la fuente sanguinea de la que se alimentara, los
cuales pueden estimular el inicio y la continuacion de la alimentacién del insecto (Travi &
Montoya, 1994); entre los atrayentes se han reportado olores caracteristicos de algunos
animales, el CO2 considerado uno de los méas importantes y que puede actuar junto con el
acido lactico y el Calor (Hamilton y Ramsoondar, 1994, Travi & Montoya, 1994), también
ha sido la atraccion de los insectos hacia colores oscuros, ciclopentona y 1-octen-3-ol

(Galati, et al., 2001, Andrade, A.J et al., 2008, Mikery Pacheco O.F, 2014).

2.6 Aspectos desconocidos en los ciclos de transmision de los parésitos del género
Leishmania

En Colombia han avanzado los estudios correspondientes a la identificacion de los insectos
vectores pertenecientes al género Lutzomyia que participan en la transmision de paréasitos del
género Leishmania, la blsqueda de sitios de cria de los flebotomineos vectores y la
identificacion de parasitos en el vector, donde en el Gltimo caso, se utilizan diferentes
metodologias (Ovalle et al., 2006, Pérez-Doria et al., 2011).Por otro lado, los estudios
relacionados con la identificacién y caracterizacion de las fuentes alimenticias de estos
flebotomineos y los probables reservorios de leishmaniasis no ha recibido la misma atencion,
aun cuando en la actualidad se presenta un proceso de domiciliacion de los insectos vectores
y de urbanizacion de la leishmaniasis, que hacen suponer la existencia de cambios en los
patrones epidemioldgicos clasicos (Desjeux 2002), lo que incluye un cambio en las

preferencias alimenticias de estos insectos que se ve reflejada en la dindmica de transmision,
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que es producto directo de las interacciones entre los reservorios y los vectores (Paternina,

2012).

La determinacion de las fuentes alimenticias de los vectores de leishmaniasis puede proveer
informacidn valiosa relacionada con los patrones alimenticios de los flebotomineos y una
aproximacion sobre las posibles predilecciones por alguna especie o0 grupo vertebrado en
particular (Montesino & Vergara 2015). Lo que permitiria avanzar en el disefio, evaluacion,
implementacidn y establecimiento de estrategias de control basandose en la interrupcién del
vinculo epidemioldgico entre vector-reservorio. En este sentido, la estandarizacion de
técnicas moleculares usadas en la identificacion de las fuentes alimenticias de los vectores se
perfila como una herramienta de gran utilidad y aplicabilidad para el entendimiento de los

ciclos de transmision de enfermedades transmitidas por vectores.



3. METODOLOGIA

3.1 Area de estudio
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El estudio fue desarrollado en un &rea rural del departamento de Bolivar, en la vereda Toro

del corregimiento de San Cayetano perteneciente al municipio de San Juan de Nepomuceno,

que presenta una poblacién de 12.382 habitantes donde no se habian registrado casos

autoctonos de leishmaniasis hasta el afio 2015, cuando se present6 un caso de leishmaniasis

visceral en un menor de 5 afios de edad de sexo masculino. Geograficamente, el

corregimiento est4 ubicado a 10° 4" 50" de latitud norte y 75° 8" 27" longitud Oeste. En este

municipio se registra una temperatura media anual de 27,7° C y una precipitacion promedio

que varia entre 800 y 1500mm por afio. Ecolégicamente, la zona de vida corresponde al

bosque seco tropical.

Municipio de San
Juan Nepomuceno

ColomBia

Departamento de Bolivar

Figura 2. Ubicacion geografica del municipio San Juan Nepomuceno. Fuente: Google Earth.



33

3.2 Métodos de Captura de Insectos Flebotomineos

Con ayuda del personal de la secretaria de salud departamental de Bolivar se localizo la
vivienda donde se presentd el primer caso de leishmaniasis visceral de la vereda Toro. La
captura de los insectos se realizé con trampas de luz LED tipo CDC (Castillo, 2011)
colocadas en cuatro sitios las cuales fueron ubicadas en el peri domicilio a una distancia de
100 metros de la vivienda y en el extra domicilio a una distancia mayor a 100 metros: sitio
uno: relicto de bosque; sitio dos: corral de cerdos; sitio tres: corral de bovinos: sitio cuatro:
area despejada, usada para el pastoreo. Las trampas de luz fueron operadas entre las 18:00 y
las 06:00 horas durante los dias 5 y 6 de Mayo del afio 2015. Los insectos capturados se
rotularon y almacenaron en bolsas de cierre hermético, para su trasporte hasta el laboratorio
de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de Sucre, para su identificacion

morfoldgica.

Figura 3. Trampas de luz LED tipo CDC instaladas en cada sitio de muestreo
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3.3 ldentificacion taxondmica de las especies del género Lutzomyia asociadas a la
aparicion de un caso de leishmaniasis visceral en la vereda Toro, San Cayetano

A las hembras del género Lutzomyia que presentaban rastros de sangre en su tracto digestivo,
se les realiz6 un corte transversal a nivel de los tres ultimos segmentos abdominales, los
cuales se aclararon con una mezcla de lactofenol (&cido lctico y fenol) en proporcion
1:1(volumen/volumen), y luego se realizo la visualizacion de las estructuras de los 6rganos
genitales bajo el microscopio y se prosiguio con la clasificacion de cada flebotomineo con
base en la clave taxondmica de Young y Duncan (1994) y Galati (2015). En la determinacion
taxondmica se adoptd el esquema tradicional de tres géneros Lutzomyia, Brumptomyia
Franca y Parrot, 1921 y Warileya Hertig, 1948, segun lo estipulado en Young y Duncan de

1994,

3.4 ldentificacion de las especies de vertebrados domésticos que sirven como fuentes
alimenticias de flebotomineos del género Lutzomyia en un foco de leishmaniasis visceral
en el corregimiento de San Cayetano

Al torax y los segmentos proximales del abdomen de los flebotomineos identificados, se les
realizd una extracciéon de ADN empleando un método basado en altas concentraciones de
sales descrito por Collins et al., 1987, con las siguientes modificaciones: maceracion
mecanica del insecto con un micropistilo plastico estéril en 60ul del bufer de lisis, luego se
realizd una digestion enzimatica del macerado con Proteinasa K (1 pg/ pl) a 65°C durante 2
horas. Posteriormente, se inactivo la Proteinasa K a 95°C por 5 minutos, se adicionaron de
14 uL de Acetato de Potasio 8M vy se incubd a -4°C durante 30 minutos, y se realiz6 una

centrifugacion a 12.000 rpm/20min/4°C, luego se adicion6 un volumen de isopropanol y se
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dejo precipitar durante toda la noche. Al sobrenadante obtenido del paso anterior se le
realizaron dos lavados con etanol al 70% y etanol absoluto respectivamente, en cada lavado
se realizd una centrifugacion a 12.000rpm/5min/4°C y se descartd el sobrenadante,
finalmente el ADN se resuspendio en agua ultra pura, se cuantificd en un espectrofotometro
y se determind la concentracion y pureza del ADN extraido, finalmente fue almacenado a

una temperatura de - 20°C.

3.5 Estandarizacion de PCR multiple del gen CytB para la identificacion de las fuentes
de ingesta de los insectos flebotomineos del género Lutzomyia.

Antes de identificar los vertebrados domésticos que sirvieron como fuentes de ingesta para
los insectos del género Lutzomyia se hizo necesario estandarizar el protocolo de PCR multiple
y para esto se utilizaron tejidos de higado y muestras sanguineas de vaca, carnero, cerdo
humano y perro respectivamente, a los que se les realiz6 extraccion de ADN siguiendo el
protocolo de altas concentraciones de sales. Para la extraccion de tejido se utiliz6 0,5 cm 2de
la muestra a la que se le realizd una maceracion mecanica con un micropistilo plastico estéril
en 600 pl del bafer de lisis, luego se realiz6 una digestion enzimatica del macerado con
Proteinasa K (20mg/ ml) a 50°C durante 2 horas posteriormente, se inactivo la Proteinasa K
a 95°C por 1 minuto, se adicionaron de 167 uL de Cloruro de Sodio 6M, posteriormente se
realizd una centrifugacién a 12.000 rpm/10min a 4°C, luego se adiciond un volumen de 800
uL de etanol frio y se dejo precipitar durante toda la noche. Al sobrenadante obtenido del
paso anterior se le realizaron dos lavados con etanol al 100%, finalmente el ADN se
resuspendiod en agua ultra pura, se cuantificd en un espectrofotometro de pedestal y se
determind la concentracion y pureza del ADN extraido, finalmente fue almacenado a una

temperatura de - 20°C.
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Luego se procedio a la estandarizacion de la PCR multiple utilizando los cebadores UNREV
1025 y un cebador delantero especifico para B. taurus (Cow121F), Sus scrofa (Linnaeus,
1758) se uso el cebador (Pig573F), Capra hircus (Linnaeus, 1758) (Goat894F), C. familiaris
(Dog368F), y Homo sapiens (Linnaeus, 1758) (Human741F), con la polimerasa ExAct Taq
DNA Polymerase™ (M. Biotech). La temperatura de fusion de cada cebador usado en la

PCR se calculd de la siguiente manera:

Tm = 2(A+T) + 4(G+C), luego se calculé un promedio de la temperatura obtenida en cada

cebador y se le restaron 5°C.

Se utilizé el material genético de cada una de las especies de mamiferos y se realizé la mezcla

de varias especies para probar la especificidad de los cebadores de forma individual.

Tabla 1: Secuencia de los primers usados para la PCR mdltiple.

Hospedero Primer Secuencia (5°-3") Fragmento
(pb)
Ca. hircus Goat894F CCTAATCTTAGTACTTGTACCCTTCCTC 115
H. sapiens Human741F GGCTTACTTCTCTTCATTCTCTCCT 333
S. scrofa Pig573F CCTCGCAGCCGTACATCTC 443
B. taurus Cow121F CATCGGCACAAATTTAGTCG 558
C. familiaris Dog368F GGAATTGTACTATTATTCGCAACCAT 681
Vertebrados UNREYV 1025 GGTTGTCCTCCAATTCATGTTA
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3.6. Identificacion de las fuentes de ingesta de los insectos flebotomineos del género
Lutzomyia mediante amplificacion diferencial de fragmentos del gen CytB.

Para identificacion de las fuentes de ingesta de los insectos flebotomineos del género
Lutzomyia se realizé una amplificacion diferencial de fragmentos del gen Cyt B mediante
una PCR multiple. En la PCR se uso el cebador reverso universal UNREV 1025 y un cebador
delantero especifico para cada especie de mamifero. Para B. taurus el cebador usado fue
Cow121F el cual delimita un fragmento de 558 pb, en S. scrofa se usé el cebador Pig573F
que flanquea un fragmento de 443 pb, mientras que Ovis aries (Linnaeus, 1758) el cebador
Goat894F produce un amplicon de 115 pb, en C. familiaris cuando se usa el cebador
Dog368F se obtiene una banda de 681 pb, y en H. sapiens con el iniciador Human741F se

obtiene una longitud de 333 pb.

En la PCR se utilizo el siguiente ciclo térmico: activacion inicial a 95°C por 2 minutos,
seguida de 35 ciclos de amplificacién, compuestos de una etapa de desnaturalizaciéon a 95°C
por 20 segundos, alineamiento de cebadores a 58° C por 40 segundos, extension a 72°C por

35 segundos y finalmente una extension final a 72° C durante 5 minutos.

En los flebotomineos en los que no fue posible amplificar los fragmentos de longitud
diferencial, se amplifico un fragmento del gen Cytb conservado en todos los vertebrados, a
fin de descartar una posible inhibicién. Esta PCR se realiz6 con los cebadores UNFOR403
(TGAGGACAAATATCATTCTGAGG) y UNREV1025

(GGTTGTCCTCCAATTCATGTTA) que delimitan un segmento de aproximadamente
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623pb y fue efectuada segun las condiciones previamente descritos por Rebekah & Douglas

2005.

3.7 Electroforesis

Los productos de amplificacion obtenidos mediante PCR multiple fueron sometidos a
electroforesis en gel de agarosa al 2%, para ello se mezcl6 4 pl del producto de PCR con 2
ul de Bufer de carga Syber Green (10X). Posteriormente se realiz6 una electroforesis en gel
de agarosa al 2% en bufer TBE 0,5X, la cual fue sometida a 80 voltios durante 60 minutos.
La foto documentacion de los geles se hizo con un transiluminador Visi-Blue UVP Systems.
El tamafio de los amplicones se determind con ayuda del programa Quantum que fue
calibrado con base en la longitud recorrida por las diferentes bandas de un marcador de peso

molecular.

3.8 Determinacion de las diferencias en las frecuencias de uso de animales domésticos
como fuentes de ingesta disponibles y su relacion con el domicilio.

Para determinar la frecuencia de uso de animales domésticos que sirven como fuentes
alimenticias de flebotomineos del género Lutzomyia en los sitios de muestreo, se realizé un
analisis descriptivo de los hallazgos en Excel 2016, y se valoraron estadisticamente con un
analisis de Ji-cuadrado mediante el programa InfoStat, para establecer diferencias con las

fuentes de ingesta disponibles en los sitios de muestreo.

Para la especie flebotominea mas abundante se calculo el indice de antropofilia, este analisis
compara el nimero de flebotomineos alimentados con sangre de humano con el nimero total

de flebotomineos alimentados identificados.
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4. RESULTADOS

4.1 ldentificacion taxondémica de las especies del género Lutzomyia asociadas a la
aparicion de un caso de leishmaniasis visceral en la vereda Toro, San Cayetano

En el muestreo entomoldgico realizado en la vereda Toro perteneciente al municipio de San
Juan Nepomuceno del departamento de Bolivar, se capturaron en total 1.101 flebotomineos
alimentados, con una riqueza de dos especies del género Lutzomyia. A los flebotomineos
capturados se les realizo el analisis de los caracteres anatomicos de los 6rganos genitales
internos y se encontraron individuos pertenecientes a dos especies de flebotomineos que

fueron Lu. evansi y Lutzomyia dubitans (Sherlock, 1962).

La especie que presentd mayor abundancia en la zonay en cada uno de los sitios de muestreo
corresponde a Lu. evansi con un total de 1.101 flebotomineos hembras alimentadas con una
abundancia del 99,82%, seguida de Lu. dubitans con dos individuos recolectados con una

abundancia del 0,18% respectivamente.

Tabla 2: Distribucion numérica de hembras alimentadas del género Lutzomyia en cada sitio

de muestreo.

Lutzomyia Relicto de Corral de Corral de Area de Total
Bosque Cerdos bovinos pastoreo
Lu. evansi 109 352 314 324 1.009

Lu. dubitans 0 2 0 0 2
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Figura 4.Espermatecas de hembras del género Lutzomyia. A) Lu. dubitans; B) Lu. evansi.

4.2 Estandarizacion de PCR multiple del gen CytB para la identificacion de las fuentes

de ingesta de flebotomineos del género Lutzomyia

La concentracion de ADN obtenida en las muestras de perro, carnero, cerdo, vaca y humano
fueron de 328 ng/ul, 830 ng/pl, 1313 ng/ul, 1041 ng/ul y 96,9 ng/ul respectivamente, como
las concentraciones fueron altas se hizo necesario realizar una dilucién 1/100, para el control
positivo se prepard una solucién que contenia 2 pl de las diluciones de cada muestra. A partir
del ADN de vertebrados domésticos que sirven como fuente de sangre a flebotomineos en
focos de leishmaniasis en el Caribe colombiano se estandarizé una PCR multiple que permite
diferenciar el ADN de cinco de los vertebrados que se encuentran con mayor frecuencia en
la region. De este modo, empleando los cebadores propuestos por Rebekah & Douglas 2005
se logro amplificar el fragmento del gen mitocondrial citocromo B en cada especie evaluada,
681 pb en C. familiaris, 333 pb en H. sapiens, 115 pb en O. aries, 558 pb en B. Taurus y 443
pb en S. scrofa, como se muestra en la figura 5. Con estos resultados, se procedi6 a identificar

las fuentes de ingesta de los flebotomineos.
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681 pb 558 pb
333 pb " 443 pb
115 pb

Figura 1. Visualizacion de los fragmentos de longitud diferencial del gen CytB en cinco
vertebrados usados como fuente de ingesta en la estandarizacion de la PCR mdltiple. El orden
y el tamafio del amplicon en el gel de agarosa corresponde a marcador de peso molecular,
681 pb en C. familiaris, 333 pb en H. sapiens, 115 pb en O. aries, 558 pb en B. taurus y 443

pb en S. scrofa.

4.3 Determinacion de las fuentes alimenticias de los flebotomineos capturados.

Dado el alto volumen de muestra se realiz6 una seleccion aleatoria para el analisis molecular
del 50% de los flebotomineos encontrados en cada sitio de muestreo. Entre los cuatro sitos
se seleccionaron en total 488 individuos de Lu. evansi y 2 especimenes Lu. dubitans para la
PCR multiple. Se pudo determinar la identidad de la fuente de ingesta en 329 individuos, que

corresponde al 67,14% del total de las hembras ingurgitadas molecularmente procesadas. En
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el resto de casos, en el que no fue posible amplificar los fragmentos de longitud diferencial,

se amplifico un fragmento del gen Cytb de 623 pb conservado en todos los vertebrados.

Al determinar las fuentes alimenticias de Lu. evansi se encontrd que el 16,73% (N: 82/490)

de las hembras ingurgitadas presentaban restos de ADN de H. sapiens, el 16,32% (N: 80/490)

correspondia a O. aries, seguida por S. scrofa con el 12,45% (N: 61/490), B. Taurus con el

11,63% (N: 57/490) y por C. familiaris con el 9,79% (N: 48/490). En la tabla 3 se presenta

la frecuencia de uso de fuentes de ingesta animal. Adicionalmente, en el 11,84% (N: 58/490)

de los individuos analizados se encontrd ingesta mixta de animales, como se evidencia en los

productos de PCR multiple en gel de agarosa mostrado en las figuras 6 y 7.

Tabla 3. Frecuencia de uso de animales domésticos como fuente de ingesta

Especie

flebotominea

Frecuencia de uso de animales como fuente de ingesta

C. familiaris H. sapiens O. aries B. tarsus S. scrofa
Lu. evansi 9,79% (48/490) 16,73% (82/490) 16,32% (80/490) 11,63% 12,45%
(57/490) (61/490)

Lu. dubitans 0 50% (1/2) 0 0 0

Tabla 4: Combinaciones de las fuentes de ingesta sanguinea.

Especie flebotominea

Combinaciones de Ingesta
alimenticia

Frecuencia (n/n) %

Lu. evansi

Vaca + Carnero

1,63 (8/490)
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Lu. evansi Vaca + Humano 1,42 (7/490)
Lu. evansi Vaca + Cerdo 0,40 (2/490)
Lu. evansi Perro + Cerdo 0,81 (4/490)
Lu. evansi Perro + Carnero 0,61(3/490)

Lu. evansi Perro + Humano 1,02 (5/490)
Lu. evansi Perro + Vaca 0,20 (1/490)
Lu. evansi Cerdo + Humano 2,44 (12/490)
Lu. evansi Cerdo + Carnero 0,61 (3/490)
Lu. evansi Humano + Carnero 1,22 (6/490)
Lu. evansi Vaca + Humano + Carnero 0,81 (4/490)
Lu. evansi Vaca + Cerdo + carnero 0.20 (1/490)
Lu. evansi Perro + Humano + Carnero 0,40 (2/490)

Figura 2. Gel de agarosa al 2% donde se visualizan los productos de PCR multiple
correspondientes a las siguientes ingestas mixtas: Pozo 1,2 y 4: cerdo mas humano; Pozo 6:
perro mas carnero. Se observan ingestas individuales en los pozos: 3, 10 y 11, de cerdo, perro
y vaca correspondientemente; pozos: 5,7,8, y 9 no se amplifico fragmento diferencial del gel

CytB; seguida del control negativo y positivo respectivamente.
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Figura 7. Visualizacion de los productos de PCR multiple correspondientes a las siguientes
ingestas mixtas: Pozo 1: cerdo mas humano; pozos: 3, 5, 6, 7, y 11: vaca mas humano. Se
observa ingesta individual en el pozo 8: cerdo; seguida del control negativo y positivo

respectivamente.

De los resultados observados en los geles de agarosa se cred una base de datos donde se
ordenaron las fuentes de ingesta de las hembras del género Lutzomyia segin cada uno de los

sitios de muestreo, como se observa en la figura 8.
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Figura 8: Frecuencia de uso de vertebrados domésticos como fuentes alimenticias del

género Lutzomyia en cada sitio de muestreo.
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4.4 Determinacion de diferencias en la frecuencia de uso de animales como fuentes de
ingesta disponibles y su relacion con el domicilio.

Los datos obtenidos en este estudio no presentaban una distribucion normal, por tanto se
realizd una prueba de Ji-cuadrado, para observar si existe una posible asociacion con las
frecuencias de uso de las fuentes de ingesta encontradas en el andlisis descriptivo a los sitios

de muestreo.

Los resultados de esta prueba indican que hay una asociacién P=0,0001 (P < 0,05) entre los
porcentajes de alimentaciéon de los flebotomineos del género Lutzomyia con el sitio de

muestreo estudiado.

Tabla 5: Prueba Ji-cuadrado realizada en los cuatro sitios de muestreo en Lu. evansi.

Frecuencias absolutas
En columnas:Animal

Sitio carnero cerdo humano perro vaca Total
Area de pastoreo 13 5 4 5 14 41
Corral de bovinos 40 3 9 20 14 86
Corral de cerdos 14 49 41 14 24 142
Relicto de bosque 13 4 29 9 5 60

Total 80 61 83 48 57 329
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5. DISCUSION

5.1 ldentificacion taxonomica de las especies del género Lutzomyia asociadas a la
aparicion de un caso de leishmaniasis visceral en la vereda Toro, San Cayetano

En el departamento de Bolivar se han registrado 21 especies del género Lutzomyia (Bejarano
et al., 2016), entre las cuales estan Lu. evansi y Lu. dubitans que fueron identificadas en la
vereda Toro, son el primer reporte para esta vereda, donde se capturé un total de 1.101

flebotomineos alimentados.

Si se observan los trabajos de Cortés LA. 2006 y Cortés L.A, et al., 2008, la abundancia de
flebotomineos que se encontrd en la Vereda Toro es alta, aunque esta comparacion debe
tomarse con cuidado debido a las diferencias en los métodos de captura usados y en el nimero

de dias de muestreo empleados.

La especie que se captur6 en mayor proporcion fue Lu. evansi representando el 99.82% del
total de las especies capturadas, la cual se encontrd infectada con Le. infantum y Leishmania
braziliensis en este mismo foco (Aleman, 2018) (datos no publicados), lo que podria indicar
que Lu. evansi esta desempefiando un papel en la aparicion de nuevos focos de la enfermedad
como ha sucedido en municipios como EI Carmen de Bolivar y Sincelejo, (Cortes, et al.,

2008; Vivero, et al., 2009 ; Lambrafio, et al., 2012).

Lu. evansi se destaca en la costa Caribe por ser incriminada como el vector principal de Le.
infantum, agente etioldgico de la leishmaniasis visceral ( Travi et al., 1990). En los Gltimos
afios también ha sido sefialado como vector de Le. braziliensis en la misma region (Paternina-

Gobmez, et al, 2013), patdgeno responsable de la mayoria de casos de leishmaniasis cutanea
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en Los Montes de Maria (Martinez, et al. 2010). Lo que indica que puede estar implicado en

el ciclo de transmision del parasito causante de leishmaniasis visceral en la zona.

Por su parte, en Lu. dubitans ain se desconoce su importancia médica e implicacion en el
ciclo de transmision de parasitos del género Leishmania que afectan al humano; sin embargo,
ésta ha sido hallada con ingestas sanguineas de humanos (Cortés et al., 2008). Esta especie
del género Lutzomyia ha sido registrada en la costa Caribe y Pacifica de Colombia, y se
sugiere que Lu. dubitans podria ser un organismo con facilidad para la colonizacion de areas

urbanas (Pérez-Doria et al., 2006).

5.2 Identificacion de las fuentes alimenticias de los flebotomineos capturados.

Actualmente en Colombia, Lu. evansi se distribuye en los departamentos de Antioquia,
Casanare, Cordoba, La Guajira, Bolivar, Magdalena, Sucre, Norte de Santander y Santander
(Gonzalez & Cabrera, 2006); donde predomina en regiones con una cobertura vegetal de
bosque seco tropical que se encuentra entre los 0 y 1000 metros de altitud, con una
temperatura media superior a los 24°C y un rango de precipitacion anual entre 1.000 y 2.000
mm (Holdridge et al., 1967), los cuales han sido intervenidos por la ganaderia y el
establecimiento de cultivos, quedando un minimo porcentaje de su cobertura original
(Cavelier et al., 1998). Estudios realizados en el Caribe Colombiano muestran que Lu. evansi
es la especie que presenta una mayor abundancia sobre el resto de especies flebotomineas
que puedan estar presentes en las diferentes zonas (Travi et al., 2002; Bejarano et al., 2002;

Cortés & Fernandez 2008; Paternina 2012; Montesino & Vergara 2015).

Lu. evansi también ha sido registrada en zonas con una cobertura de bosque espinoso

subtropical con un rango de precipitacion baja que va desde los 250 hasta los 500 mm y una



48

temperatura media de 24°C ubicado en el departamento de la Guajira; y en un bosque muy
seco tropical en localidades de La Guajira y Norte de Santander ( Espinal et al., 1963), lo que
se puede deber a un comportamiento oportunista que favorece la colonizacion de nuevos

ambientes y una mayor distribucion ( Montoya et al., 2003; Morrison et al., 1993).

Lu. evansi ademas de ser la especie mas abundante en la Vereda Toro con un 99.6%,
representd el 99,82% (N:1.099/1.101) de los flebotomineos encontrados alimentados con
sangre en la zona. Las pruebas moleculares realizadas a los flebotomineos identificados como
Lu. evansi, que presentaban rastros de ingesta sanguinea, permitieron conocer la frecuencia
con que esta especie se alimenta de los cuatro vertebrados domésticos estudiados (vaca,

cerdo, perro, carnero) y el humano.

Se ha descrito que Lu. evansi presenta habitos eclécticos (Morrison et al., 1993) y esto se
evidencia en el porcentaje de alimentacion de los flebotomineos pertenecientes a esta especie,
donde la frecuencia de alimentacion con sangre humana fue del 16,73%, seguida de carnero
con el 16,32%, y las ingestas de cerdo, vaca y perro presentaban valores de 12,45%, 11,63%

9,79%, respectivamente.

Por la alta abndancia de Lu. evansi en la zona, solo a esta especie se le calcul6 el indice de
antropofilia que correspondié al 25% (1A= 82/328) de los individuos evaluados. Este
resultado concuerda con el porcentaje de flebotomineos alimentados con humano (H.
sapiens), lo que puede deberse a la presencia de alcoholes primarios como el 1-octen-3-ol
presente en la respiracion humana (Hall, et al., 1984). También se encontraron ingestas
mixtas que implicaban al humano y a los vertebrados domésticos estudiados, lo que puede

sugerir que se alimentan de animales domésticos que actuarian como posibles reservorios y
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se pueden alimentar por segunda vez de humanos, lo que les permitiria trasmitir el parasito

adquirido en ingestas previas (Montesino & Vergara 2015).

Por otra parte, el carnero (O. aries) presentd un porcentaje del 16,32%, que es el segundo
mayor porcentaje de ingesta sanguinea en los flebotomineos analizados. Estudios realizados
sobre los patrones de alimentacion de flebotomineos indican que animales como el carnero
son picados con mayor frecuencia por Phlebotomus perniciosus en Espafia (Colmenares et
al., 1995), de la misma manera que cabras, vacas y burros, Le. infantum ha sido asociada con
gran diversidad de especies animales como O. aries (ovejas) (Gonzélez 1931) y C. a. hircus
(Bulle et al., 2002) en el Mediterraneo. Sin embargo, aunque se han encontrado bajos titulos
de anticuerpos contra paréasitos de género Leishmania en O. aries (Mukhtar et al., 2000), no

han sido incriminados como reservorios de los parasitos causantes de la enfermedad.

Entre los animales domésticos usados como fuente de sangre en la zona esta S. scrofa, con
un porcentaje de ingesta sanguinea del 12,45%. Trabajos realizados por Moraes-Silva et al.,
2006 indican que los cerdos no son reservorios importantes para Le. infantum debido a la
ausencia de amastigotes, lo que indica que no pueden ser una fuente de infeccion de Le.
infantum para el vector (Moraes-Silva et al., 2006), pero podrian ser importantes para el
mantenimiento de las poblaciones del vector. En Colombia, en estudios epidemioldgicos de
Lu. evansi se ha encontrado que esta especie se alimenta de animales que se encuentran
habitualmente asociados al peri y extra domicilio como la vaca y el cerdo, estos animales son

la fuentes de ingesta mas comun (Paternina, 2012, Morrison et al., 1993).

El porcentaje de flebotomineos alimentados de B. taurus fue del 11,63%. Una de las

actividades econdmicas de la zona es la cria de bovinos y a pesar de esto se han realizado


https://es.wikipedia.org/wiki/Ovis_orientalis_aries
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pocos estudios de esta especie, aunque se han encontrado infectados con tripanosomatideos
(Mukhtar et al., 2000). Estudios realizados por Corredor et al en 1990, registrd que Lu.
longipalpis se encontraba infectada naturalmente con flagelados, para atraer a estos
flebotomineos usaron muestras de cebo bovino (Corredor et al., 1990), pero fue en el 2010
donde se publico el primer reporte de leismaniasis cutanea en bovinos donde el agente
causante de la enfermedad fue un parésito del género Leishmana identificado como
Leishmania siamensis que también causa leishmaniasis visceral en humanos (Lobsiger et al.,
2010). Este estudio fue corroborado por los hallazgos de Da Silva et al., 2011, donde se
describe por primera vez la infeccion de paréasitos del género Leishmania en estos vertebrados

en América del Sur (Da silva et al., 2011).

Una de las principales actividades econdmicas en el municipio de San Juan Nepomuceno es
la cria de bovinos y a pesar de esto se han realizado pocos estudios sobre el ganado bovino.
Teniendo en cuenta esto, el ganado bovino podria ser un posible reservorio para paréasitos de
la familia Trypanosomatidae, como los parésitos protozoos del género Leishmania, lo que
podria ser un factor de riesgo que facilite la transmisién de la enfermedad, principalmente en
localidades donde los sitios de apacentamiento y descanso de estos animales se encuentran
cerca al domicilio y ayuda a la atraccion de los flebotomineos a &reas donde habitan los
humanos (Montesino & Vergara 2015).

Entre los animales domésticos identificados como fuente de ingesta sanguinea también se
encontré que los flebotomineos se alimentan con una frecuencia del 9,79% de C. familiaris.
Es pertinente destacar que esta especie ha sido incriminada como reservorio peri doméstico

de especies de parasitos del género Leishmania causantes de leishmaniasis cutanea y
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leishmaniasis visceral (Grimaldi & Tesh, 1993, Lainson, 1983, Lainson, 1989, Montoya-

Lerma, et al., 2003, Rivero M. 2003, Paternina et al., 2016).

En Colombia, entre los principales vectores de Leishmania estan Lu. longipalpis y Lu. evansi,
a pesar de tener un comportamiento de picadura oportunista estas especies se alimentan en
menor medida de los perros (Missawa et al., 2008). Los caninos son considerados como los
principales reservorios de Le. infantum, agente causal de la leishmaniasis visceral en América
del Sur (Dantas-Torres, 2005). En Venezuela, se logré aislar Leishmania colombiensis de
un perro que presentaba esta enfermedad (Delgado et al., 1993); también se han encontrado
perros infectados con Le. braziliensis, principal agente de leishmaniasis cutanea (Reithinger

etal., 1999, Madeira et al., 2005, Travi, et al., 2006).

A diferencia de zonas urbanas de Caribe colombiano donde no se ha hallado ingesta
sanguinea de estos animales (Paternina, 2012), en zonas rurales se han encontrado caninos
que presentan la enfermedad (Cortés, 2006). Sin embargo, el papel que cumplen los perros
en el mantenimiento de los parasitos es motivo de discusion en algunas zonas (Dantas-Torres,
2005). Mas alla de esto, en estas zonas el perro ademas de ser una fuente de ingesta sanguinea
para los flebotomineos también es susceptible a los paréasitos del género Leishmania que

afectan al humano (Travi, et al., 2006).

En los estudios realizados en el municipio de Ovejas no se ha detectado ingesta de perros en
flebotomineos del género Lutzomyia, aunque los caninos si se han encontrado infectados por
parasitos del género Leishmania. Con los resultados de las pruebas xenodiagndsticas, que

indican una alta exposicion a parasitos del genero Leishmania, y no indica una enfermedad
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activa en los perros (Paternina et al., 2016). Sin embargo, los datos obtenidos en este estudio
muestran que el 9,79% de las hembras ingurgitadas se alimentan solo de caninos, aunque se
observaron también ingestas mixtas que ademas de la sangre de caninos incluia a O. aries, S.
scrofa, B. taurus y H. sapiens, lo que indica que los flebotomineos pueden adquirir los
parasitos al momento de picar a los caninos y alimentarse por segunda vez de los vertebrados
domeésticos mencionados anteriormente, lo que permitiria la transmision de los parasitos del
género Leishmania, y esto es consistente con la epidemiologia de la enfermedad en zonas
rurales donde Lu. evansi ademas de ser el principal vector también presenta una gran

abundancia.

A su vez también se visualizaron ingestas mixtas en los flebotomineos procesados
molecularmente, que variaba en cada sitio de muestreo, donde se presentaron ingestas como:
vaca/humano, perro/humano e inclusive ingestas donde se diferenciaban tres animales como

cerdo/vaca/humano.

Ademas de las frecuencias de uso de los vertebrados domésticos observadas en la Vereda
Toro, las ingestas mixtas encontradas en Lu. evansi confirmarian la conducta ecléctica de
este insecto e indican que el vector puede realizar una seleccion aleatoria al momento de
realizar la ingesta sanguinea y para completarla puede picar a diferentes hospederos, dentro
de los cuales podrian estar posibles reservorios de paréasitos del género Leishmania. Esto le
permitiria a Lu. evansi mantener la transmision y circulacion de los parasitos causantes de

leishmaniasis en humanos (Afonso, et al., 2012, Chiluiza, 2016).



53

La amplificacion de un fragmento del gen Cytb de 623 pb, conservado en todos los
vertebrados, en las 161 hembras en las que no se logro amplificé uno de los fragmentos de
longitud diferencial, permite descartar una posible inhibicion de la PCR. Esto permite
suponer que probablemente estas hembras se alimentaron de otras especies de vertebrados
no incluidas en el presente andlisis, como por ejemplo animales sinantropicos como la

zariglieya y roedores silvestres, entre otros.

5.3 Determinacion de diferencias en la frecuencia de uso de animales como fuentes de
ingesta disponibles y su relacion con el domicilio.

A los resultados obtenidos en la identificacion de fuentes alimenticias se les realiz6 la prueba
de Chi-cuadrado donde se observa que en los diferentes sitios muestreados que fueron relicto
de bosque, corral de cerdos, corral de bovinos y area de pastoreo, hay una seleccion aleatoria
al momento de realizar la ingesta sanguinea por parte de los flebotomineos encontrados, lo
que puede indicar una posible relacion en términos de disponibilidad de los vertebrados

estudiados que pueden ser aprovechados por Lu. evansi en cada uno de los sitios de muestreo.

Los porcentajes de alimentacion encontrados en la frecuencia de las cinco fuentes
alimenticias, que fueron perro, carnero, vaca, cerdo y humano, en los cuatro sitios
muestreados en la Vereda Toro del corregimiento de San Cayetano, Bolivar, demuestra que
Lu. evansi presenta un habito ecléctico y un comportamiento oportunista al momento de

requerir ingesta sanguinea.
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6. CONCLUSION

Lutzomyia evansi es la especie méas abundante en la Vereda Toro en el Departamento
de Bolivar, con una frecuencia del 99,82%.

Lutzomyia evansi presenta un comportamiento de picadura ecléctico que le permite
alimentarse de al menos cinco vertebrados domésticos en la vereda Toro incluyendo
vaca, cerdo, carnero, perro y del humano.

Las frecuencias de uso encontradas demuestran que existe una relacion no solo con
potenciales reservorios de Leishmania, como Bos Taurus y Ovis aries, sino también
con el humano, lo que facilitaria la transmision del patégeno.

Las ingestas mixtas encontradas confirman los héabitos eclécticos de Lutzomyia
evansi al momento de realizar y completar la ingesta sanguinea, lo que ayudaria a
mantener la transmision y circulacion de los paréasitos del género Leishmnia en la
Vereda Toro.

Con la PCR mudiltiple es posible detectar ingestas mixtas en los flebotomineos con una
clara diferenciacion entre los vertebrados domésticos que sirven como fuentes

alimenticias, lo que permite evitar el costo de secuenciacion.
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7. RECOMENDACIONES

» Se recomienda el uso de métodos de recolecta para obtener una mayor representacion

de la fauna flebotominea.

» Se recomienda el uso de marcadores especificos del gen citocromo b para la
identificacion de vertebrados silvestres que pudieron servir como fuentes alimenticias

para los flebotomineos del género Lutzomyia encontrados en la zona.

» Se recomienda el andlisis de deteccién de infeccion por parésitos del género
Leishmania en poblaciones animales identificadas como fuentes de ingesta de

Lutzomyia evansi.
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