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Resumen

Objetivo: La leishmaniasis cutanea (LC) afecta principalmente a las poblaciones humanas mas pobres y que tienen difi-
cultad en el acceso a los servicios de salud. EI cambio climatico y las variaciones ambientales alteran la dindmica epide-
mioldgica de la LC, haciendo mas complejo el disefio e implementacién de estrategias de control. Por lo tanto, es funda-
mental conocer la ecoepidemiologia de cada foco de transmisién para poder adaptar mejor las medidas de control a cada
situacion. El objetivo de este trabajo fue describir un foco endémico de LC en el corregimiento Puerto Valdivia, Antioquia.
Meétodos: Para la colecta de flebotomineos se usaron trampas CDC y Shannon y busqueda activa en sitios de reposo. Los
mamiferos silvestres se capturaron mediante trampas Tomahawk®, tomando de ellos muestra de tejido para diagnostico
por cultivo del parasito y métodos moleculares. Adicionalmente se tomé muestra de sangre para cultivo y deteccién de
anticuerpos anti-Leishmania, a los perros llevados voluntariamente por sus duefios al centro de salud. Los casos de LC en
humanos fueron evaluados mediante examen directo y aspirado de lesion para cultivo de parasitos y diagnéstico molecu-
lar. Resultados: Se identificaron taxonémicamente trece especies de flebotomineos, incluyendo Lutzomyia trapidoi, Lu.
gomezi, Lu. yuilli, Lu. panamensis, Lu. olmeca bicolor y Lu. hartmanni, cuya importancia médica ha sido reportada en la
literatura. Se detectaron anticuerpos contra Leishmania en dos de las 32 muestras de sueros procedentes de los perros.
Se capturaron dos especies de mamiferos silvestres: Didelphis marsupialis (n=3) y Proechimys semispinosus (n=1), en los
cuales el diagnéstico molecular y aislamiento del parasito fueron negativos. La especie de parasito circulante en pacientes
se identifico como Leishmania (V.) panamensis. Conclusién: La transmision de la enfermedad en este corregimiento esta
favorecida por la coexistencia de seis especies de flebotomineos altamente antropofilicas e incriminadas como vectores,
particularmente para L. (V.) panamensis, especie circulante en la zona de estudio. Se sugiere implementar estudios de
vigilancia entomologica para determinar el vector principal de la LC Puerto Valdivia, y poder asi recomendar las medidas
mas adecuadas de prevencion y control para este foco.
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Abstract

Objective: cutaneous leishmaniasis (CL) affects mainly the poorest human populations with difficult access to health
services. Climate change and environmental fluctuations modify the epidemiological dynamics of CL, complicating
the design and implementation of control strategies. It is therefore fundamental to study the ecoepidemiology of each
transmission focus in order to better adapt control measures to each situation. Our objective was to describe an endemic
focus of CL in Puerto Valdivia, Antioquia. Methods: We collected sandflies with CDC and Shannon traps, and as well
as through active search for resting sites. Samples were taken from wild mammals captured with Tomahawk® traps,
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and from dogs volunteered by their owners. We diagnosed human CL cases through direct examination and aspirate
of the lesion. All samples obtained were processed through parasite culture and molecular methods. Results: Thirteen
species of sandflies were taxonomically identified, of which Lutzomyia trapidoi, Lu. gomezi, Lu. yuilli, Lu. panamensis,
Lu. olmeca bicolor and Lu. hartmanni are of medical importance according to literature. Antibodies against Leishmania
were detected in two of the 32 sera samples obtained from the dogs. Two species of wild mammals were captured:
Didelphis marsupialis (n=3) and Proechimys semispinosus (n=1), which were negative for both parasite isolation in
culture and molecular diagnosis. The parasite species found in patients was Leishmania (V.) panamensis. Conclusion:
the transmission of the disease is favored by the coexistence of six species of highly anthropophilic sandflies that have
been incriminated as vectors, particularly of L. (V.) panamensis, which is present in the area of study. We suggest
the implementation of entomological surveillance studies to determine the main vector of CL in Puerto Valdivia, to
recommend the most appropriate prevention and control measures for this focus.
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Resumo

Objetivo. A leishmaniose cutdnea (LC) afeta principalmente os mais pobres populagées humanas e tém dificuldade de
acesso a servigos de saude. As mudangas climaticas e as variagbes ambientais alterar a dindmica epidemiolégica da
LC, tornando mais complexa a concepgéo e implementagédo de estratégias de controle. Portanto, é essencial conhecer a
eco-epidemiologia de cada foco de transmisséo, a fim de melhor adaptar as medidas para controlar a situagdo. O objetivo
deste estudo foi descrever um foco endémico de LC na vila Puerto Valdivia, Antioquia. Materiais e métodos. Para a coleta
de flebotomineos armadilhas CDC e de Shannon e foram usados sites de busca ativa de descanso. Mamiferos silvestres
foram capturados por meio de armadilhas Tomahawk ®, levando-amostra de tecido para a cultura parasita de diagndstico
e métodos moleculares. Além disso amostra de sangue para a cultura ea detecgéo de anticorpos anti-Leishmania foram
notadas, cdes por seus proprietarios voluntariamente trouxe ao centro de saude. LC casos em humanos foram avaliados
por lesdo direta para aspirar cultura parasita e testes de diagndéstico molecular. Resultados. Treze espécies de fleboto-
mineos, Lutzomyia incluindo trapidoi, Lu foi taxonomicamente identificada. gomezi, Lu. yuilli, Lu. panamensis, Lu. bicolor
olmeca e Lu. hartmanni cuja importancia médica tem sido relatado na literatura. Leishmania foram detectados em dois dos
32 amostras de soro de cées. Didelphis marsupialis (n = 3) e Proechimys semispinosus (n = 1), nos quais o diagnéstico
molecular e isolamento do parasita foram negativos: duas espécies de mamiferos selvagens foram capturados. As espé-
cies de parasitas em circulagdo em pacientes identificados como Leishmania (V.) panamensis. Conclusées. A transmis-
séo da doenca neste distrito é favorecido pela coexisténcia de seis espécies de flebotomineos altamente antropofilicos e
incriminadas como vetores, particularmente para L. (V.) panamensis, espécies que circulam na area de estudo. Sugerimos
a implementacgéao de estudos de vigilancia entomologica para determinar o principal vetor da LC Puerto Valdivia, para que
possamos recomendar as medidas mais adequadas para prevenir e controlar este surto.

Palavras chave: Leishmaniose, psychodidae, reservatdrios de doengas

Introduccion de 350 millones de personas en riesgo de contraer

esta enfermedad (1).

La leishmaniasis es un grupo de enfermedades
causadas por diferentes especies de parasitos del A e ' UYE ] !
género Leishmania, transmitidos a través de la picadura de salud publica debido a su alta incidencia, amplia
de insectos flebotomineos, que en América pertenecen distribucion geogréfica, la diversidad de especies del
al género Lutzomyia (Diptera: Psychodidae). La parasito, el poco acceso a los tratamientos especificos
enfermedad afecta principalmente a los grupos de y la falta de program.as.(?e prevencion eficientes (4,1).
Ny ) . . Actualmente, la variabilidad climatica y sus efectos
poblacion mas pobres, residentes en areas rurales . .
con menor acceso a los servicios de salud (1,2) exacerbados por causas antropicas en el medio
{as rincipales formas clinicas causadas por e’ste; ambiente inciden en la presencia, comportamiento
Pt °Ip 3 3 > P | y densidad de los vectores y reservorios (5), o que
parasilosis son cutaneéa, mucocutanea y visceral, 1as modifica la dinamica de transmisién y la epidemiologia
manifestaciones cI|n|9as var|§’n en su patog,er.1|C|dad de la enfermedad, haciendo a su vez mas complejo el
como resultado de la interaccion entre el parasito y la

En América la enfermedad constituye un problema

disefo, ejecucion e implementacion de estrategias de
respuesta inmune del hospedero (3). Esta enfermedad
es reemergente y endémica en 98 paises, presenta un
gran polimorfismo clinico (1) y de acuerdo con la OMS
se estima una prevalencia de 12 millones de casos
en el mundo con una mortalidad de 60.000 casos
anuales y un total de 2 millones de nuevos casos al
afo, aunque solo se reporta un ndmero reducido de
éstos; asimismo se ha determinado que existen cerca

control.

En Colombia la situacién es preocupante debido al
cambio en el patron epidemioldgico evidenciado por la
aparicion de nuevos focos y la adaptacion del vector
a ambientes domiciliarios y urbanos (6), lo que ha
ocasionado un incremento en el nUmero de personas
afectadas, pasando de 6.000 casos de leishmaniasis
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en el ano 2002 a 15.000 en el 2010 segun datos del
SIVIGILA (7).

En el ciclo de transmision selvatico la poblacion
con mayor riesgo de infeccién son los hombres en
edad laboral activa que ingresan al bosque. Por el
contrario, cuando la transmision se presenta en el
intra y peridomicilio la enfermedad afecta a todo
el grupo familiar y con mayor tasa de infeccion en
nifos (3). Antioquia es uno de los departamentos
que reportan mayor incidencia de leishmaniasis
cutanea y segun los reportes de la Direccién
Seccional de Salud de Antioquia (DSSA) (8),
Valdivia es el municipio que ha aportado el mayor
numero de casos de leishmaniasis cutanea en
la subregion Norte de Antioquia desde 1985 y a
su vez reporta el mayor niumero de casos para el
departamento. Durante el periodo 1985-2011, este
municipio ha mantenido una transmisién constante y
se ha visto un notable incremento anual de casos de
leishmaniasis cutanea, por esta razon se considera
como un area hiper-endémica para leishmaniasis

(8).

El presente estudio describe las especies de vectores,
reservorios y especies de Leishmania circulantes
en un foco endémico de leishmaniasis cutanea
en el corregimiento de Puerto Valdivia -Antioquia,
informacion esencial para el disefio de un programa
de control.

Materiales y méetodos

El estudio se llevd a cabo en la cabecera del
corregimiento de Puerto Valdivia (7° 17" 0" Ny 75° 24’
0" O), Municipio de Valdivia —Antioquia, se ubica a 170
msnm, con una temperatura promedio de 27°C y una
poblacién aproximada de 3.500 personas; las viviendas
estan localizadas en la margen del rio Cauca, con
un piso térmico calido caracteristico de bosque seco
tropical (9). Los muestreos se realizaron en dos salidas
de campo de 3 dias de duracién cada uno, durante los
meses de febrero y noviembre de 2012.

Muestreo de pacientes

Se realiz6 busqueda activa de casos de leishmaniasis
cutanea con toma de muestras de lesion a personas
voluntarias. La toma de muestras se realizé por medio
de un examen directo de la lesion y aspirado para
cultivo de parasitos en medio NNN (Nicolle, Novy, Mc
Neal); adicionalmente, una muestra de la lesién fue
tomada en medio NET (NaCl, EDTA y Tris) para el
diagnostico molecular.
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Muestreo de mamiferos silvestres y caninos

Se utilizaron 32 trampas Tomahawk® ubicadas en el
peridomicilio de siete viviendas durante 3 dias. Los
mamiferos capturados fueron anestesiados y se les
tomo una biopsia de la oreja para PCR y 250 pl de
sangre para ser sembrados en medio de cultivo NNN.
Los animales fueron liberados en el sitio de captura. Los
cultivos de sangre fueron observados al microscopio
durante 8 semanas.

El muestreo seroldgico de los perros se realizo con el
apoyo de un funcionario de saneamiento ambiental
del municipio de Valdivia. De cada perro se extrajo
una muestra de sangre para cultivo en medio NNN
y para deteccién de anticuerpos anti-Leishmania
por medio de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)
siguiendo la metodologia descrita por Camargo ME
(10). Se utiliz6 como antigeno promastigotes de L.
panamensis (MHOM/PA/71/L3964) en formol al 4% a
una concentracion final de 1x10 parasitos por mililitro.
Se prepararon diluciones 1:8 de los sueros de las
muestras y se tomaron como positivos las diluciones
mayores o iguales a 1:32.

Muestreo entomolégico

Lacapturadeflebotomineos fue realizada con trampas de
luz tipo CDC ubicadas en el intradomicilio (habitaciones)
y en el peridomicilio, de las casas seleccionadas, entre
las 18:00 y las 06:00 horas. Se instalé una trampa
Shannon en cada salida de campo durante una noche
entre la 17:00 y las 21:00 horas. Finalmente se hizo
una busqueda en reposo donde se exploraron grietas,
troncos y huecos de los arboles. Los especimenes
fueron llevados al laboratorio de Entomologia Médica
del PECET para su identificacion taxonémica segun las
claves taxonémicas de Young y Duncan (11).

Identificacion de especie de Leishmania

La extraccion de ADN de lesiones de pacientes se realizd
utilizando el kit comercial Neasy Blood and Tissue kit
(QIAGEN®) siguiendo las especificaciones del fabricante.
Para la identificacion de especies del parasito se hizo una
RFLP-PCR con los cebadores Fw 5- ACG GTG CCT
GCC TAC TTC AA-3'y Rv 5- CCG CCC ATG CTC TGG
TAC ATC-3’ que amplifican un fragmento de 1300 pb del
gen Hsp70. Las reacciones de amplificacion se realizaron
en un volumen de 25 pl (20 pM de cada cebador, 200 uM
de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl , 5% de DMSO y 1 U de
Taq Polimerasa (Fermentas®) y?50 ng/ul de ADN molde.
Como cepas de referencia se utilizaron L. (V) braziliensis
(M/HOM/87/UA301), L. (V) guyanensis (CLO07) y L. (V)
panamensis (M/HOM/88/UA140).
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El perfil térmico fue: 5 minutos a 94°C, 35 ciclos de:
94°C durante 1 minuto, 61°C durante 1 minutoy 72 °C
por 2 minutos, con una extension final de 10 minutos a
72°C. Las reacciones de amplificacion se observaron
en geles de agarosa al 1% a 70V durante 1 hora,
tefiido con 0,5 pug/mL de bromuro de etidio y se utilizd
un marcador de peso molecular de 1kb (Fermentas®).

Para la RFLP se tomaron 10 uL del producto de la
PCR inicial, y se adicion6 la enzima (Haelll), buffer
Tango (Tris-acetate pH 7.9, Mg-acetate, K-acetate y
BSA) y H,0, se incubo a 37°C durante 24 horas. Los
productos de las digestiones (RFLP) se visualizaron
por electroforesis en gel de agarosa al 4% tefido con
Bromuro de Etidio. El resultado de la digestion fue
registrado en un analizador de imagenes Chemi Doc™
(Bio Rad).

Aspectos éticos
Todos los procedimientos fueron aprobados
previamente por el comité de ética tanto animal como

para humanos. Todos los participantes firmaron el
consentimiento informado previo a la toma de muestras.

Resultados
Especies de Leishmania

Durante las dos visitas realizadas se tomé muestra
a ocho pacientes con un tiempo de evolucion de la

me 1 2 3 4 5 6 7
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enfermedad entre 1y 12 meses. Se logro la observacion
directa del parasito en cuatro de las muestras (1,2, 3y
6) y se obtuvieron cultivos del parasito en dos de estas
muestras (1, 6); para el diagnéstico molecular se logré
amplificar el fragmento de 1300 pb correspondiente al
gen Hsp70, en cuatro de las muestras (1, 3, 6 y 7),
luego de la digestion enzimatica se pudo determinar
que L. (V.) panamensis era la especie circulante en los
pacientes (Figura 1).

Mamiferos reservorios

En la busqueda de reservorios fueron capturados
cuatro mamiferos silvestres: Proechimys semispinosus
(1 &) y Didelphis marsupialis (2 3y 19). La deteccion
de parasitos por cultivo celular y la extraccion de su
ADN a partir de los muestreos en los mamiferos fueron
negativas. Fueron evaluados 32 perros y el resultado
seroldgico para detectar anticuerpos contra Leishmania
sp. por IFI revel6 titulos de 1:32 y 1:64 en dos perros.

Flebotomineos

Se identificaron 552 individuos, de los cuales el 66%
fueron hembras (n=362) agrupadas en 13 especies del
género Lutzomyia (Lu.). El 92% de los flebotomineos
estuvo agrupado en seis especies consideradas de
importancia médica: Lu. trapidoi (26,4%), Lu. gomezi
(19,4%), Lu. yuilli (16,8%), Lu. panamensis (12,3%),
Lu. olmeca bicolor (10,5%) y Lu. hartmanni (7,4%)
(Tabla 1).

0 MP1 3 79 Lblb Lp

Figura 1. Perfil electroforético de RFLP-PCR en muestras de pacientes. Amplificacién por PCR del gen Hsp70 MP: Marcador de peso
molecular de 1 kb, Carriles 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8: Muestra de pacientes, 9: Control positivo (ADN Leishmania) 10: Control negativo
(muestra sin ADN), perfiles electroforéticos obtenidos por digestiéon enzimatica con Hae /lI: 1, 3, 7: Muestras de pacientes positivos para
Leishmania; 9: Control positivo Lp: (L. (V) panamensis; Lb: L. (V) braziliensis
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Tabla 1. Especies del género Lutzomyia capturadas en el corregimiento de Puerto Valdivia —Valdivia, Antioquia durante febreroy
noviembre del 2012.

Especies de Método de captura Sitio de
Lutzomyia (Lu.) CcDC Shannon Reposo captura (%) Total
? 3 ? 3 3 | P E
Lu. trapidoi* 100 34 11 - 1 21 113 12 26,4 146
Lu. gomezi* 39 42 25 1 - 20 61 26 19,4 107
Lu. yuilli* 50 13 28 - - 13 52 28 16,8 93
Lu. panamensis* 26 41 1 - - 5 62 1 12,3 68
Lu. olmeca bi- 31 27 - - - 1 57 - 10,5 58
color*
Lu. hartmanni* 15 4 14 3 3 3 16 22 7.4 41
Lu. triramula 6 3 1 - 2 7 2 2,0 11
Lu. ayrozai 4 4 - - - 7 - 1,4 8
Lu. micropyga - 7 - - - - 7 - 1,3 7
Lu. camposi 4 2 - - - 1 5 - 1,1 6
Lu. vespertilionis 1 2 - - - - 3 - 0,5 3
Lu. shannoni 2 - - - - - 2 - 0,4 2
Lu. saulensis 2 2 - - - - 2 - 0,4 2
Total 280 181 80 5 4 67 394 91 100 552

l:intradomicilio; P: peridomiiclio; E: extradomicilio
* especies de importancia médica

Discusién

En el corregimiento de Puerto Valdivia se observan
malas condiciones en algunas viviendas, ademas de
hacinamiento y cercania a zonas de bosque, tales
escenarios han sido descritos como factores de riesgo
y podrian favorecer la transmisién de la enfermedad
(12,13), ya que se han identificado algunos factores
en el ambiente peridomiciliar en relacion con el
riesgo en la transmision de la leishmaniasis cutanea;
las condiciones ecolégicas de este corregimiento
favorecen la presencia de los elementos involucrados
en el ciclo ecoepidemiolégico de la enfermedad.
En este estudio se describe la composicion de
flebotomineos en una zona de bosque seco tropical
intervenida. Los resultados demuestran la gran
diversidad de flebotomineos registrando a Lu. trapidoi,
Lu. gomezi, Lu. yuilli y Lu. panamensis, especies
reconocidas por su comportamiento antropofilico, con
amplia distribucion en Colombia y varios paises de
América Latina (11, 14, 15) Estas especies han sido
incriminadas en la transmision de L. (V.) braziliensis
y L. (V.) panamensis en varios focos endémicos de
leishmaniasis en el pais y poseen una gran capacidad
de adaptacion a ecosistemas rurales y periurbanos
intervenidos (16-18).

Revista CES Salud Publica Volumen 5 No.1 Enero - Junio / 2014

De otra parte, la presencia de mamiferos domésticos y
aves de corral se considera una fuente de sangre para
los flebotomineos lo cual permite mantener la poblacion
de vectores y el riesgo de infeccion por Leishmania
(19, 20). Aunque, las aves de corral no se infectan con
Leishmania, la importancia de los gallineros cercanos
a la vivienda fue determinada recientemente en
condiciones de laboratorio, demostrando que la sangre
de estas aves permite el crecimiento y desarrollo de
Leishmania infantum en el vector (21).

Laidentificacion de la especie del parasito en hospederos
humanos, domésticos, silvestres y en el vector, es el
primer paso para la caracterizacion ecoepidemioldgica
de un foco endémico. Aunque no se demostro la
infeccidn por Leishmania en los animales silvestres
registrados, se destaca la captura de D. marsupialis,
especie con una capacidad de adaptacion a ecosistemas
intervenidos préximos al peridomicilio y una alta
susceptibilidad a infectarse con diferentes especies
de tripanosomatidos incluidos Leishmania (13), cuyas
caracteristicas probablemente contribuyen a mantenery
diseminar el parasito. Este marsupial es considerado uno
de los principales reservorios silvestres de L. infantum
en Colombia y se ha reportado infectado con L. (V.)
braziliensis en zonas urbanas y en bosques intervenidos
en Minas Gerais, Brasil (22).
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En los mamiferos domésticos, se logré hallar una
frecuencia de titulos contra Leishmania de 6,3% (2/32),
esto solo confirma la presencia de anticuerpos y no
infeccion activa. A pesar de que existe actualmente
suficiente evidencia epidemiolégica y experimental que
apoyan el papel del perro como el principal reservorio
doméstico de L. (L.) infantum (23), su participacion
como reservorio en los focos de leishmaniasis
cutanea es muy controversial. La carga parasitaria y
la persistencia del parasito en piel, son los principales
determinantes de la diseminacion del parasito en el
reservorio, no obstante se ha demostrado que perros
infectados naturalmente, presentan muy baja densidad
de parasitos en la lesién comparados con el ndmero
de amastigotes en humanos (24, 25). Observaciones
similares por medio de xenodiagndstico fueron
registradas en Colombia por Travi y colaboradores
(26), en dos perros infectados naturalmente con L.
(V.) braziliensis y empleando Lu. trapidoi, Lu. gomezi
y Lu. youngi con resultados negativos, asociados
a la baja concentracion de parasitos en las lesiones
de los perros. Por lo tanto, los estudios moleculares
0 parasitolégicos hasta ahora solo evidencian que
el perro es un hospedero accidental susceptible de
infectarse, al parecer con muy baja participacion en el
ciclo de transmisién de la leishmaniasis.

Conclusiones

La dindmica de transmisién de la leishmaniasis es
multifactorial y exhibe caracteristicas particulares
para cada area endémica. En el presente estudio se
evidencia que las condiciones ecolégicas de Puerto
Valdivia son factores relevantes de riesgo para la
comunidad. El escenario ecoepidemiologico de este
foco endémico, esta asociado con la presencia de
animales domeésticos y silvestres, la proximidad a
relictos de bosque y la coexistencia de seis especies
antropofilicas consideradas vectores permisivos de
Leishmania panamensis, cepa circulante en la zona.
Sin embargo, para la aplicacion de medidas de
prevencion y control enfatizamos en la importancia de
los estudios de vigilancia entomoldgica que determinen
la distribucion estacional, espacial y los patrones
de comportamiento de los vectores. Asi mismo,
determinar el papel de reservorios u hospederos como
roedores y marsupiales en la zona. Finalmente, para
poder entender el papel de los animales domésticos
y el humano en la domiciliacion de la leishmaniasis
cutanea, es preciso combinar técnicas de diagnostico
para abordar el problema desde varios angulos, que en
conjunto permitiran determinar el periodo de latencia y
carga parasitaria de los reservorios.

En consecuencia, el manejo ambiental integrado,
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involucrando las autoridades de salud municipal, la
poblacién y acciones preventivas y educativas podran
convertirse a futuro en medidas profilacticas que eviten
el contacto vector-humano
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