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Infeccion natural de Lutzomyia cayennensis cayennensis
con parasitos tripanosomatideos (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae) en Los Montes de Maria, Colombia
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RESUMEN

Se determiné la presencia de flebotomineos naturalmente infectados con parasitos tripanosomatideos en Los Montes de Maria,
Colombia, region endémica de leishmaniosis visceral y cutanea. Los especimenes se colectaron usando trampas de luz tipo CDC
y trampas de papel impregnado con aceite de ricino instaladas en el intradomicilio y peridomicilio. Se identificaron 6 especies
de Lutzomyia entre los 159 flebotomineos recolectados: Lu. evansi, Lu. cayennensis cayennensis, Lu. trinidadensis, Lu.
atroclavata, Lu. gomezi y Lu. dubitans. En un grupo de 9 hembras de Lu. cayennensis cayennensis se amplifico un segmento de
ADN de 800 pb del gen que codifica para el ARN de la subunidad pequefia ribosomal (ssTRNA) de la familia Trypanosomatidae.
Este hallazgo constituy6 la primera evidencia de infeccion natural de Lu. cayennensis cayennensis con parasitos tripanosomatideos

en Los Montes de Maria.
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En América la leishmaniosis es una enfer-
medad emergente y reemergente producida por el
parasito tripanosomatideo Leishmania Ross, 1903,
el cual es transmitido al humano por distintas
especies de flebotomineos del género Lutzomyia
Franga, 1924. Cada afio se diagnostican en Co-
lombia mas de 18 000 casos nuevos de leishma-
niosis,' aunque se acepta la existencia de un
considerable subregistro.” En la costa caribe
colombiana, tanto la leishmaniosis cutanea como
la visceral constituyen un importante problema de
salud publica por el cardcter endémico que
presentan en areas rurales de la region, en especial
en Los Montes de Maria, que histéricamente
ha constituido el foco de leishmaniosis visceral
mas importante del territorio nacional. Los
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departamentos de Coérdoba, Sucre y Bolivar
aportaron 85 % de los casos de leishmaniosis
visceral registrados en el pais durante el tltimo afio.'

Hasta la fecha se han encontrado 9 especies
flebotomineas naturalmente infectadas con
Leishmania spp. en Colombia: Lutzomyia
longipalpis (Lutz y Neiva, 1912) y Lu. evansi
(Nufiez-Tovar, 1924) con L. infantum Nicolle, 1908;
Lu. spinicrassa Morales, Osorno, Osorno y
Mufioz, 1969, con L. braziliensis Vianna, 1911;
Lu. trapidoi (Fairchild y Hertig, 1952), Lu. yuilli
Young y Porter, 1972; Lu. gomezi (Nitzulescu,
1931) y Lu. panamensis (Shannon, 1926) con
L. panamensis Lainson y Shaw, 1972; Lu. umbratilis
Ward y Fraiha, 1977, con L. guyanensis Floch,
1954; y Lu. hartmanni (Fairchild y Hertig, 1957)
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con L. colombiensis Kreutzer, Corredor, Grimaldi,
Grogl, Rowton, Young, Morales, McMahon-Pratt,
Guzman y Tesh, 1991.3 De estas, Lu. yuilli,
Lu. gomezi, Lu. panamensis, Lu. longipalpis y
Lu. evansi estan presentes en Los Montes de
Maria, donde la Gltima ha sido incriminada como
transmisor de leishmaniosis visceral,'” mientras se
desconoce el vector de la forma cutanea. El
objetivo del presente estudio fue identificar flebo-
tomineos naturalmente infectados con parasitos
tripanosomatideos, que pudieran ser seleccionados
para posteriores estudios de incriminacion vectorial
en la region.

METODOS
Area de estudio

La investigacion se desarrollo en el area rural
del municipio de Ovejas (75° 13° N, 9° 28’ O),
departamento de Sucre. Este municipio se
encuentra ubicado sobre Los Montes de Maria a
una altura de 277 m sobre el nivel del mar. Sus
caracteristicas ecoldgicas corresponden a bosque
seco tropical, presenta una temperatura promedio
anual de 26,7 °C, y precipitaciones de 1 114,8 mm
anuales. Los flebotomineos se recolectaron en las
localidades de Flor del Monte, La Coquera, Salitral,
Don Gabriel y Almagra, que previo al estudio
registraron casos de leishmaniosis cutanea y
visceral. Es importante resaltar que los primeros
casos de leishmaniosis de la costa caribe colom-
biana aparecieron en Ovejas a finales de los
setenta,'' y mantienen hasta hoy un caracter
endémico en el municipio, con el registro de 364
casos de la enfermedad entre 2000 y 2004 (De-
partamento Administrativo de Seguridad Social
en Salud de Sucre-DASSSALUD, comunicacién
personal).

Coleccidn e identificacion de Lutzomyia spp.

Los muestreos entomoldgicos se realizaron
semanalmente durante los meses de marzo y abril
de 2005, con trampas de luz tipo CDC activadas
entre las 18:00 y las 06:00 h y trampas de papel
impregnado con aceite de ricino instaladas
intradomicilio y peridomicilio. También se

efectuaron capturas de flebotomineos que
reposaban en el interior de viviendas donde habian
ocurrido casos de leishmaniosis. Los especimenes
colectados fueron preservados en etanol 70 % para
su transporte hasta el Laboratorio de Inves-
tigaciones Biomédicas de la Universidad de Sucre.
La cabeza, un ala y los ultimos segmentos abdo-
minales de cada individuo fueron utilizados para la
clasificacion taxonomica de especie por medio de
las claves de Young y Duncan.'?

Extracciéon del ADN

De acuerdo con la clasificacion taxondémica,
las hembras fueron puestas en tubos Eppendorf
en grupos de 2 a 9 ejemplares por especie. El ADN
se extrajo con base en el protocolo de Collins y
otros" con las modificaciones siguientes. El
contenido del vial fue homogenizado con un
micropistilo de plastico en 60 mL de buffer de lisis
(0,08 M NaCl, 0,16 M sacarosa, 0,06 EDTA, 0,5 %
SDS, 0,1 M Tris-HCI) e incubado a 65 °C por
30 min. Seguidamente, se adicionaron 14 mL de
acetato de sodio 8 M, se incubo sobre hielo durante
30 min y se centrifugo6 a 13 442 g por 10 min. El
sobrenadante fue recolectado para la precipitacion
del ADN con 200 mL de etanol absoluto a 4 °C
durante toda la noche. Después de centrifugar a
13 442 g por 20 min, el sobrenadante se descartd y
el precipitado se lavo con 200 mL de etanol 70 %y
luego con 200 mL de etanol absoluto. Por tltimo,
el ADN se seco a temperatura ambiente para ser
resuspendido en 50 mL de agua estéril.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
(PCR, SIGLAS EN INGLES)

Para la reaccion de amplificacion se emplearon
los cebadores SSU561F 5’-TGGGATAACAA
AGGAGCA-3’ y SSU561R 5’-CTGAGACTG
TAACCTCAAAGC-3’,"los cuales amplifican un
segmento de ADN de aproximadamente 800 pb
del gen que codifica para el ARN de la pequefia
subunidad ribosomal (ssTRNA) de la familia
Trypanosomatidae Doflein, 1901. La PCR se realizd
en un volumen total de 25 mL que contenia buffer
de PCR 1X, 25 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 1U
Taq ADN polimerasa (invitrogen), 5 mL del ADN



extraido y 20 pM de cada cebador. La mezcla de
reaccion fue incubada en un termociclador Hybaid
PCR Express bajo los parametros descritos a
continuacion. Desnaturalizacion inicial del ADN a
94 °C durante 3 min, seguido por 35 ciclos
consistentes de desnaturalizacion por 1 min a
90 °C, alineamiento durante 1 min a 50 °C y
extension a 72 °C por 1 min, finalizando con una
extension de 10 min a 72 °C. Ademas de las
muestras objeto de estudio, se incluyo6 un control
negativo y uno positivo constituido por ADN de
L. infantum.

Andlisis del ADN por electroforesis en gel
de agarosa

Del producto amplificado se tomaron 12 mL
que fueron mezclados con 2 mL de buffer de carga
(azul de bromofenol) y analizados mediante
electroforesis en gel de agarosa 1 % en buffer
TBE (Tris base, acido borico, EDTA) 0,5X. Los
productos se separaron durante 50 min a 80 V' y
se visualizaron con un transiluminador de luz
ultravioleta, previa tincidén con 0,5 pg/mL de
bromuro de etidio. Como marcador de peso
molecular se empled6 GeneRuler™ 50pb DNA
Ladder (Fermentas). Las muestras que produje-
ron un producto especifico de aproximadamente
800 pb fueron consideradas positivas para parasitos
tripanosomatideos.

RESULTADOS

Se identificaron 6 especies de Lutzomyia entre
los 159 flebotomineos recolectados: Lu. evansi
(n= 56), Lu. cayennensis cayennensis (Floch y
Abonnenc, 1941) (n= 46), Lu. trinidadensis
(Newstead, 1922) (n= 24), Lu. atroclavata
(Knab, 1913) (n= 20), Lu. gomezi (Nitzulescu,
1931) (n= 2), Lu. dubitans (Sherlock, 1962)
(n= 1) y Lutzomyia spp (n=10). Lu. evansi y Lu.
cayennensis cayennensis representaron 64 %
de los especimenes capturados, seguidos por Lu.
trinidadensis y Lu. atroclavata con 15,1 y
12,6 %, respectivamente. En la electroforesis de
los productos de la PCR obtenidos a partir de un
grupo de 9 hembras de Lu. cayennensis
cayennensis colectadas en la localidad de Flor del
Monte, se visualiz6 una banda de aproximadamente
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800 pb, que concordaba con la observada en el
control positivo (fig.). Este hallazgo constituy¢ la
primera evidencia molecular de infeccion natural
de este flebotomineo con parasitos tripanoso-
matideos en la region de Los Montes de Maria.

Carriles 1 y 5: marcador de peso molecular (GeneRuler™ 50pb
DNA Ladder); Carril 2: Control positivo de Le. infantum; Carril
3: Fragmento de ADN de aproximadamente 800 pb del gen de la
pequeila subunidad ribosomal de la familia Trypanosomatidae
amplificado en un grupo de 9 hembras de Lu. cayennensis
cayennensis de Los Montes de Maria, Colombia; Carril 4: Control
negativo.

Fig. Electroforesis de ADN en gel de agarosa 1 % tenido con
bromuro de etidio.

DISCUSION

Durante previos estudios entomologicos
desarrollados en los departamentos de Cordoba,
Tolima y Cundinamarca, se han colectado
especimenes de Lu. cayennensis cayennensis
infectados con promastigotes no identificados.'>!'¢
Adicionalmente, este insecto fue hallado portando
flagelados sin identificar en Venezuela.'!'® La
presente investigacion demuestra por primera
vez para la region de Los Montes de Maria, la
ocurrencia de pardsitos tripanosomatideos en
Lu. cayennensis cayennensis.

Este flebotomineo tiene una amplia distribucion
en Centroamérica y el norte de Sudamérica, se
colecta cominmente con Lu. evansi o Lu.
longipalpis en focos de leishmaniosis visceral.!*
A lo largo de su distribucion se presume que se
alimenta de vertebrados de sangre fria, en especial
de lagartos.'> Sin embargo, en Colombia se ha
observado que Lu. cayennensis cayennensis en
altas densidades ataca al humano y se encuentra
con frecuencia reposando sobre las paredes en el
interior de las viviendas.'® Este altimo patrén de
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comportamiento se ha registrado en departamentos
de la costa caribe como Cérdoba, Sucre y Bolivar,
donde se han colectado individuos en reposo intra-
domicilio (Bejarano y otros, datos no publicados).
Adicionalmente, en Los Montes de Maria es una
de las especies flebotomineas mas abundantes
dentro del domicilio después de Lu. evansi.'®

Llama la atencion el hallazgo de tripano-
somatideos en Lu. cayennensis cayennensis a
pesar del relativamente bajo numero de
flebotomineos colectados, aunque Travi y otros'
habian registrado para esta especie en el foco de
leishmaniosis de San Andrés de Sotavento,
Coérdoba, tasas de infeccion natural de 20 % con
promastigotes no reconocidos.

A principios de los noventa, Blanco-Tuirén y
otros?! identificaron el parasito causante de la
leishmaniosis cutanea en Los Montes de Maria
como L. braziliensis, mientras Le Pape'® confirmo
a L. infantum como el agente etiologico de la forma
visceral. Entre enero y abril de 2005 se registraron
en el municipio de Ovejas 33 casos de leishmaniosis
cutanea y 3 casos de leishmaniosis visceral. Aun-
que el vector de la forma visceral esta plenamente
determinado, se necesitan mas estudios para iden-
tificar al transmisor de la leishmaniosis cutanea.
Durante estas investigaciones se debera establecer
el género y la especie de tripanosomatideo que in-
fecta naturalmente la poblacion de Lu. cayennensis
cayennensis que habita la region, y si este flebo-
tomineo desempefia algin papel en el mante-
nimiento del ciclo de transmision de la enfermedad.

Natural infection of Lutzomyia cayennensis cayennensis
with trypanosomatid parasites (Kinetoplastida: Try-
panosomatidae) in Los Montes de Maria, Colombia

SUMMARY

The presence of sand flies naturally infected with trypanosomatid
parasites was determined in Los Montes de Maria, Colombia, a
region considered endemic for visceral and cutaneous
leishmaniasis. Phlebotomines were collected using CDC light-
-traps, and sticky traps soaked with castor oil placed in the peri
and intradomestic habitats. Six species of Lutzomyia were
morphologically identified among the 159 sand flies captured:
Lu. evansi, Lu. cayennensis cayennensis, Lu. trinidadensis,
Lu. atroclavata, Lu. gomezi and Lu. dubitans. A DNA band of
800 pb corresponding to the small-subunit ribosomal RNA gene
(sstRNA) of the family Trypanosomatidae was amplified in
one pool of nine females of Lu. cayennensis cayennensis. This

finding constitutes the first evidence of natural infection of
this sand fly species with trypanosomatid parasites in Los
Montes de Maria.

Key words: Lutzomyia cayennensis cayennensis, Trypano-
somatidae, parasitology, Colombia.
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