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RESUMEN

La leishmaniasis en Colombia es considerada un problema de Salud Publica, con un promedio
anual de 8.700 casos informados (2016-2018). En la Costa Caribe de Colombia se encuentra el
segundo macrofoco de leishmaniasis visceral (LV) méas importante del pais, y dentro de esta
region, el departamento de Sucre, ocup6 el segundo lugar en nimero de casos de esta enfermedad
en el periodo 2008 a 2019; aunque se tiene una vision global de los actores que participan en el
mantenimiento del ciclo epidemioldgico de la leishmaniasis en el macrofoco, sus determinantes
epidemioldgicos varian en cada microfoco, lo que motivo el interés por conocer la identidad de los
parasitos, vectores y reservorios asociados a un nuevo brote de leishmaniasis visceral registrado

en el 2016 en el corregimiento Sabanas de la Negra, en el municipio de Sampués, Sucre.

Los flebotomineos se capturaron con trampas de luz emitida por diodos tipo Unisucre, estos fueron
identificados taxondmicamente y se les extrajo el ADN para hacer la deteccion de parésitos del
género Leishmania mediante PCR del minicirculo, ademas, a los flebotomineos con ingesta
sanguinea se les determino la frecuencia de uso de vertebrados como fuentes de sangre, mediante
la amplificacion diferencial del gen citocromo b (Cyt b) por PCR Mudltiple. Los vertebrados
silvestres (roedores, zarigiieyas, perezosos) fueron capturados con trampas Sherman, Tomahawk
y busqueda directa; los animales domeésticos (caninos, equinos, bovinos) fueron capturados con
ayuda de sus duefios, previo consentimiento informado. A cada animal se le tomo una muestra de
sangre, para deteccion de anticuerpos contra Leishmania spp., mediante inmunofluorescencia
indirecta (IFI) y para la deteccion del ADN de los parasitos, que posteriormente fueron

identificados con base en la secuencia de los amplicones de la region conservada del minicirculo.



La determinacion de la fuente sanguinea en flebotomineos alimentados, detectd en Lu. evansi
material genético de Bos taurus en un 57.14 % (4/7) y de Capro hircus en un 14.28% (1/7);
paralelamente, en el 28.57% (2/7) de Lu. evansi se identificd ingesta mixta: 14.28% (1/7) Bos
taurus con canis familiaris y 14.28% (1/7) de B. taurus con C. hircus; del mismo modo, en Lu.
gomezi fue detectado el uso de B. taurus (1/1) como fuente de alimento. Por otro lado, a partir de
los ensayos serologicos (IFI) se obtuvo una sero-positividad del 50% (n:2/4) en caninos, del 50%
(2/4) en equinos y del 9.09% (1/9) en roedores. A partir de los analisis filogenéticos se determind
que Leishmania infantum es la especie infectante en los flebotomineos y mamiferos, con una
frecuencia minima de infeccion de 3.2% (n:5/158) en Lutzomyia evansi, 22.7% (n:5/22) en Lu.
panamensis, 21.4% (n:3/14) en Lu. cayennensis cayennensis, 66.6% (n:4/6) en Lu. gomezi, y en
Lu. dubitans y en Lu. rangeliana se encontro un individuo infectado (n:1/2) de forma similar; la
prevalencia de infeccion en roedores fue de 18,2% (n: 2/11), en zarigiieyas 22,2% (n:2/9), en
caninos, equinos y bovinos fue del 50% (2/4) en cada uno y del 100% (2/2) en 0S0S perezosos.
Estos resultados son concordantes con los registros e historiales epidemioldgicos que presentan
los flebtomineos y vertebrados como vectores y reservorios de Leishmania spp., en el pais y con
base en ésto se generd la evidencia necesaria para concluir que en el brote estudiado de LV, existio
un ciclo de transmision domeéstico rural, que involucra a Lu. evansi, Lu. panamensis y Lu. gomezi
como potenciales vectores, y a mamiferos domésticos, sinantropicos y silvestres que actuarian
como potenciales reservorios, por tanto, se recomienda desarrollar programas de educacion,
prevencion y control de la enfermedad para evitar que este brote se convierta en un nuevo foco de

la enfermedad.



ABSTRACT

Leishmaniasis in Colombia is considered a Public Health problem, with 8,700 cases annually,
on average (2016-2018). On the Caribbean coast of Colombia is located the second most important
foci of visceral leishmaniasis. In this region, the Departamento of Sucre (equivalent to estate)
shows the second highest number of cases of this disease from 2008 to 2019; Although we have a
global vision of the epidemiological cycle of this disease, its epidemiological determinants vary in
each focus, motivating our interest by identifying the parasites that infected sandflies and
vertebrates associated with a new outbreak of visceral leishmaniasis registered in 2016 in Sabanas

de la Negra, rural area the township of Sampués, Sucre.

Sandflies were captured with light traps emitted by Unisucre-type diodes, these were
taxonomically identified and DNA was extracted to detect parasites of the genus Leishmania by
PCR of the minicircle. In addition, were determined the frequency of use of vertebrates as a sources
of blood, by differential amplification of the cytochrome b (Cyt b) gene by Multiple PCR in
phlebotomines that presented blood meal in the digestive tract. Wild vertebrates (rodents, possums,
sloths) were caught with Sherman traps, Tomahawk and direct search; domestic animals (canines,
equines, bovines) were captured with the help of their owners, with prior informed consent. A
blood sample was taken from each animal, for the detection of antibodies against Leishmania spp.,
by indirect immunofluorescence (IFAT) and for the detection of the DNA of the parasites, which
were subsequently identified based on the sequence of the amplicons of the conserved region of

the minicircle.

Xi



The determination of the blood source in fed phlebotomines, detected in Lu. evansi genetic
material of Bos taurus in 57.14% (4/7) and Capro hircus in 14.28% (1/7); in parallel, in 28.57%
(2/7) of Lu. evansi mixed intake was identified: 14.28% (1/7) Bos taurus with canis familiaris and
14.28% (1/7) B. taurus with C. hircus; similarly, in Lu. Gomez detected the use of B. taurus (1/1)
as a food source. On the other hand, from serological tests (IFAT) a sero-positivity of 50% (n: 2/4)
was obtained in canines, 50% (2/4) in equines and 9.09% (1/9 ) in rodents. From the phylogenetic
analyzes it was determined that Leishmania infantum is the infecting species in sandflies and
mammals, with a minimum infection frequency of 3.2% (n: 5/158) in Lutzomyia evansi, 22.7% (n:
5/22) in Lu. panamensis, 21.4% (n: 3/14) in Lu. cayennensis cayennensis, 66.6% (n: 4/6) in Lu.
gomezi, and in Lu. dubitans and in Lu. rangeliana an infected individual (n: 1/2) was found in a
similar way; the prevalence of infection in rodents was 18.2% (n: 2/11), in opossums 22.2% (n:
2/9), in canines, equines and bovines it was 50% (2/4) in each and 100% (2/2) in the sloths. Our
results allow us to conclude that, in the studied outbreak, is occurring a rural domestic transmission
cycle that involves Lu. evansi, Lu. panamensis and Lu. gomezi, as vectors, and domestic,
synanthropic, and wild animals that would act as potential reservoirs. Therefore, education and
prevention program disease control will be developed to prevent this outbreak from becoming a

new focus of the disease.

xii



INTRODUCCION

En las Américas, las leishmaniasis son enfermedades zoondticas que causan en el humano, un
conjunto de sindromes clinicos, que pueden comprometer la piel, las mucosas y las visceras. Son
causadas por especies de protozoos del género Leishmania y se transmiten a los animales y
humanos a través de la picadura de insectos de la familia Psychodidae, principalmente los
agrupados en el género Lutzomyia (Organizacién Panamericana de la Salud, 2019b). Las
presentaciones clinicas varian de acuerdo con la especie parasitaria, la respuesta inmune del
hospedero y la evolucién de la enfermedad, e incluye: leishmaniasis cutanea (LC) con lesiones en
la piel, leishmaniasis mucosa (LM) que genera destruccion parcial o total de tejidos nasofaringeos
y la forma mas grave de la enfermedad que es la leishmaniasis visceral (LV), que afecta
principalmente organos del sistema reticuloendotelial, cuando no es diagnosticada y tratada
oportunamente, pueden llevar a la muerte a menores de 5 afios y adultos con algun
inmunocompromiso (Instituto Nacional de Salud, 2017, 2018a; Jiménez, 2015; OMS, 2017,

Organizacion Panamericana de la Salud, 2019b).

La leishmaniasis es considerada como un problema de Salud Publica en Colombia, no solo por las
cifras registradas en los focos histéricos, donde la enfermedad es endémica, sino también, por la
aparicion de nuevos focos en areas rurales y areas urbanas; en estas ultimas se ha descrito
domiciliacion del vector y transmision domeéstica del patdgeno, con casos frecuentes en estudiantes
escolares y amas de casa (Instituto Nacional de Salud, 2018b). En 2018 la incidencia general
nacional de leishmaniasis fue de 68 casos por 100.000 habitantes en riesgo, mientras que la
incidencia de la forma visceral fue de 0.2 casos por 100.000 habitantes en riesgo, con una letalidad

de 6.3% (Instituto Nacional de Salud, 2018b).



Colombia se le ha catalogado como el pais con més diversidad de parasitos del género Leishmania
del mundo, con nueve especies de estos patdgenos registradas en 29 de los 32 departamentos del
pais (Ramirez et al., 2016). Por otro lado, de las 500 especies del género Lutzomyia (Franca, 1924)
descritas en el mundo, en el pais se han registrado 153, y de esta cifra, 18 son considerados vectores
de leishmaniasis (Bejarano & Estrada, 2016; Romero et al., 2013). Asimismo, entre las 16 especies
de seis oOrdenes de mamiferos infectados naturalmente con parésitos del género Leishmania
(Salgado-Almario et al., 2019), al menos Canis familiaris, Didelphis marsupialis y Proechimys
canicollisi han sido incriminadas como reservorios en el territorio nacional (Adler et al., 2003;

Rivero Rodriguez et al., 2018; Roque & Jansen, 2014; B. L. Travi et al., 1998).

En Colombia existen dos grandes focos de leishmaniasis visceral: uno en la region Caribe y otro
en el valle alto y medio del rio Magdalena (Guhl F Restrepo M Angulo V Antunes C Campbell-
Lendrum D et. Al, 2005). En el caso de la region Caribe colombiana, Sucre es uno de los
departamentos donde la leishmaniasis presenta un caracter endémico, consecuencia de la
circulacién de por lo menos 4 especies de parasitos del género Leishmania (L. P. Martinez et al.,
2010) y 21 especies de flebotomineos del género Lutzomyia, muchos de los cuales exhiben
tendencias antropofilicas (Bejarano & Estrada, 2016; L. P. Martinez et al., 2010; Salgado-Almario
etal., 2019). En el periodo 2008 a 2019, el departamento sucrefio ocupo el segundo lugar con mas
casos de leishmaniasis visceral (la forma grave de la enfermedad), después de Bolivar (Agudelo
Chivata, 2020). Sin embargo, en esta area los estudios de animales que actian como hospederos
del parésito se han enfocado principalmente en animales domésticos y silvestres que tienen
antecedentes epidemioldgicos como potenciales reservorios de Leishmania spp. como caninos,
zarigueyas y algunos roedores (Paternina Tuiran et al., 2015; Rivero Rodriguez et al., 2018; B. L.

Travi et al., 1994). En consecuencia, se desconoce el papel que pueden desempefiar otros



mamiferos como bovinos, equinos y perezosos que aunque pueden resultar infectados y convertirse
en hospederos secundarios o accidentales en el mantenimiento y dispersion de los parésitos
causantes de leishmaniasis (Millan et al., 2014; Organizacién Panamericana de la Salud, 2019b;

Quinnell et al., 2009), su papel podria estar desestimado por la falta de estudios.

La leishmaniasis, tiene un caracter focal y los determinantes ecoldgicos, reservorios y vectores
varian en cada zona, por lo tanto, el conocimiento que se tenga de estas variables es de gran utilidad
para caracterizar poblaciones vulnerables, identificar de manera oportuna posibles alertas y
generar el conocimiento necesario para disefiar las estrategias de promocién, prevencion y control
de la enfermedad; en este contexto, el presente trabajo fue esfuerzo por conocer la identidad de los
parasitos, vectores y reservorios asociados a un nuevo brote de leishmaniasis visceral registrado

en el corregimiento Sabanas de La Negra, municipio de Sampues, Sucre.



MARCO TEORICO

2.1. Leishmaniasis en el mundo y en Colombia

Las leishmaniasis son un grupo de enfermedades zoondticas causadas por parasitos protozoos del
género Leishmania, los cuales son transmitidos por la picadura de insectos hemat6fagos del género
Lutzomyia, en las Américas. De acuerdo a la especie parasitaria, la respuesta inmune del hospedero
y la evolucion de la enfermedad se presentan diferentes manifestaciones clinicas como lesiones en
la piel (Leishmaniasis cutanea, LC), destruccion parcial o total de tejidos nasofaringeos
(leishmaniasis mucosa, LM) o afectacion de érganos internos por la hiperplasia reticuloendotelial
que se produce tras la infeccidn del agente etioldgico, que pueden llevar a la muerte en mas del
95% de los casos en que la enfermedad no es tratada (Leishmaniasis visceral, LV) (Jiménez, 2015;
OMS, 2017; Organizacion Mundial de la Salud, 2010; Organizacion Panamericana de la Salud,
2019a). La infeccion en el hombre se puede dar a partir de parasitos provenientes de un reservorio
animal (ciclo zoondtico) o a partir de parasitos que el vector ha tomado de otro hospedero humano
(ciclo antroponotico) este ultimo ciclo de transmision no se ha descrito en las Américas (Becerril
Flores, 2011; Instituto Nacional de Salud, 2017; OMS, 2017).

La leishmaniasis es endémica en 102 paises del mundo se estima que mas de 350 millones de
personas se encuentran en riesgo de adquirir la enfermedad (Organizacion Panamericana de la
Salud, 2019a), especialmente en las poblaciones mas pobres del planeta, asimismo, esta parasitosis
estd asociada a la malnutricion, los desplazamientos de las comunidades y las malas condiciones
de vivienda (Becerril Flores, 2011; Karimi et al., 2016; OMS, 2017).

En el mundo se registran 1,3 millones de nuevos casos de leishmaniasis y genera entre 20.000 y
30.000 muertes cada afio, afectando fisica, psiquica, social y econdmicamente a las comunidades

que la padecen (Organizacion Panamericana de la Salud, 2019a; Ponte-sucre, 2007). De acuerdo



con el andlisis global de la carga de enfermedades infecciosas, las leishmaniasis en sus diferentes
formas clinicas, son responsables por 2,35 millones de afios de vida perdidos ajustados por
discapacidad (AVAD o DALY por sus siglas en inglés) de los cuales 2,3 % provienen de los casos
registrados en las Américas (Organizacion Panamericana de la Salud, 2019b).

En las Américas, la leishmaniasis esta presente en 18 paises, en éstos, la forma clinica mas comudn
es la leishmaniasis cutanea (LC), seguido de la leishmaniasis mococutanea, que es registrada en
17 paises, mientras la leishmaniasis visceral es endémica en 12; para esta tltima forma clinica, el
96 % de los casos fueron notificados por Brasil. En el 2017, 49.959 casos de leishmaniasis fueron
contabilizados por los organismos internacionales de salud, de acuerdo a estas cifras, Colombia es
el segundo pais con mas registros, después de Brasil (Organizacién Panamericana de la Salud,
2019a). En las Américas, en el 2017, se contabilizaron 4.239 nuevos casos de LV, representando
un aumento regional de 26,4% en los casos, en comparacion al 2016 y una letalidad del 7.6%
(Organizacion Panamericana de la Salud, 2019a).

En Colombia, la leishmaniasis es una patologia endémica en casi todo el territorio, excepto en San
Andrés Islas, en el departamento del Atlantico y Bogota. Se estima que en el pais existen alrededor
de 11 millones de personas en riesgo. La transmision ocurre principalmente en el area rural, en
donde se presentan las tres formas clinicas de la enfermedad, y dentro de éstas, la LC es la forma
mas frecuente y la de mayor distribucion geografica, (entre 95% y 98% de los casos); la LM, que
es el resultado de la diseminacion del parasito a los tejidos mucosos se puede presentar de semanas
a afnos después de la lesion cutanea (1% a 4%) y la LV (entre el 0,1y 1,5 %) (Ministerio de Salud
y Proteccion Social, 2018).

En el caso especifico de la leishmaniasis visceral en Colombia, el nimero de casos notificados en

2017 fue de 29, con una letalidad del 10,3% (3/29), cifra que es la mas alta de acuerdo con el



registro historico de la enfermedad (Instituto Nacional de Salud, 2017). Por otro lado el 44,83%
(13/29) de los casos, correspondieron al area rural y el 55,17% (16/29) al &rea urbana y centros
poblados; ademas, el 89,6 % (26/29) de los casos se presentaron en menores de 14 afios, y el 10,3
% restante fueron tres (3) casos en adultos, uno de ellos inmunocomprometido (Instituto Nacional
de Salud, 2017). En Colombia, la LV en el periodo epidemioldgico XIIlI, de 2019, se confirmaron
15 casos, con una incidencia de 0,1 casos por 100.000 habitantes y cero muertes; por otro lado, el
53,3% de los casos se presentaron en el area rural; mientras que el 60% de los casos de LV se

presentaron en los departamentos Bolivar (4), Sucre (3) y Cérdoba (2) (Agudelo Chivata, 2019).

2.2. Agente etiologico de la leishmaniasis.

Los parésitos del genero Leishmania (Orden: Kinetoplastidae, Familia: Trypanosomatidae) son
protozoos flagelados que infectan células del sistema inmune (macrofagos), células de algunos
organos (bazo, higado) de humanos y otros vertebrados. En el género Leishmania se han agrupado
54 especies, de estas existen al menos 21 especies patdgenas para el hombre (Akhoundi et al.,
2017). Estos parésitos se agrupan clasicamente en dos subgéneros: Leishmania (Leishmania) y L.
(Viannia), esta clasificacion deriva del sitio anatdmico del intestino del vector donde lleva a cabo
su desarrollo (Fraga et al., 2010; Ramirez et al., 2016), sin embargo, la taxonomia varia al
considerar datos filogenéticos (topico descrito mas adelante). En las Américas han sido
identificadas 15 especies del género Leishmania con diferente tropismo: visceral, cutaneo y

mucoso (Organizacion Panamericana de la Salud, 2019b).

Los parésitos del género Leishmania presenta un ciclo de vida digenético, una fase como parasito

intracelular obligado, que ocurre en los vertebrado y una fase de vida libre que ocurre en el tracto



digestivo de los vectores; en el primer ciclo mencionado, el parasito se encuentra en su forma
intracelular conocida como amastigote, este mide entre 2 y 5 um, ademas, tiene forma redondeada,
sin flagelo y se multiplica en células del sistema mononuclear fagocitico, principalmente en
macrofagos; en el vector, se lleva a cabo la metaciclogenesis que involucra una serie de cambios
morfofisiologicos (prociclico, nectoménado, haptomonado, paramastigote y metaciclico) que
llevan a la produccién de las formas infectivas del parasitos. En sus estados, los promastigotes
varian en tamafio y forma, son extracelulares, alargados y poseen un flagelo que les permite la
movilidad en el intestino de los insectos vectores, ademas, ambas formas del paréasito se dividen
por fision binaria y poseen una Unica mitocondria modificada conocida como kinetoplasto (Karimi
et al., 2016; Muskus & Villa, 2002; Organizacién Panamericana de la Salud, 2019b; Rios Yuil &

Sousa, 2010).

El ciclo de vida de Leishmania spp., inicia cuando un insecto vector (género Lutzomyia en el nuevo
mundo) se infecta al ingerir sangre (Fig. 1 ) de un mamifero con macrofagos infectados con
amastigotes, estos paréasitos dentro del vector salen de las células hospederas y se transforman en
promastigotes prociclico, que es la forma extracelular del parésito, luego, este se divide
activamente adhiriéndose a la pared intestinal del insecto, finalmente, se transforma en
promastigote metaciclico que a diferencia de la anterior fase, no se divide ni se adhiere a la pared
del intestino sino que se dirige a las glandulas salivales del flebotomineos, convirtiendose asi en
un insecto infectante para una persona u otro mamifero, que al ser picado por flebotomineos al
alimentarse de su sangre, inocula los promastigotes metaciclicos en la piel, los parasitos luego son
fagocitados por macrofagos, lugar donde se transformaran en amastigotes, repitiendose asi el ciclo
del paréasito (Nieves & Rondon, 2007; Organizacion Panamericana de la Salud, 2019b; Rios Yuil

& Sousa, 2010).
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Figura 1. Ciclo de vida de Leishmania spp. en el vertebrado y en el flebotomineo
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(Organizacion Panamericana de la Salud, 2019b).

Recientemente a Colombia se le ha catalogado como el pais con méas parésitos del género
Leishmania del mundo, con 9 especies descritas: Le. panamensis, Le. braziliensis, Le. guyanensis,
Le. infantum, Le. amazonensis, Le. mexicana, Le. colombiensis, Le. lainsoni y Le. equatorensis
(Ramirez etal., 2016), las cuales han sido registrados en 29 departamentos, cuatro de estas especies
estan en el departamento de Sucre: Le. panamensis, Le. braziliensis, Le. guyanensisy Le. infantum
(L. P. Martinez et al., 2010; Paternina-gémez et al., 2013; Rivero Rodriguez et al., 2018; Salgado-

Almario et al., 2019).

2.3. Taxonomia de parasitos del género Leishmania
El conocimiento actual de los datos filogenéticos, permite organizar la estructura taxonémica del
género Leishmania en los niveles de secciones, subgéneros, complejos de especies y especies. La
parte mejor caracterizada del género Leishmania es la seccion Euleishmania compuesta de al

menos cuatro subgéneros: Leishmania, Viannia, Sauroleishmania y Mundinia.



El subgénero Leishmania tiene cuatro complejos de especies: Le. donovani, Le. major, Le.
mexicana y Le. tropica (Akhoundi et al., 2017). El subgénero Viannia esta restringido a los
neotrépicos, mientras que el subgénero Leishmania ocurre tanto en el nuevo mundo como en el
viejo mundo; por otro lado, si la escala de diversidad genética entre y dentro de los complejos
puede correlacionarse con la establecida para el subgénero Leishmania, es posible clasificar el
subgénero Viannia en los complejos de especies Le. braziliensis, Le. guyanensis, asi como las
especies Le. lainsoni y Le. naiffi (Akhoundi et al., 2017) (Figura 2).

Recientemente se ha creado, un nuevo subgénero, Leishmania (Mundinia), compuesta por
especies de Leishmania responsables de enfermedades humanas y animales anteriormente
reunidas en el complejo Le. enriettii y que ahora lo conforman las especies Le. enriettii, Le.
martiniquensis, Le. 'siamensis’, ‘cepa de Ghana'y Le. macropodum (Akhoundi etal., 2017; Sereno,
2019). Este ultimo junto con Le. 'siamensis' se consideran nomem nudum, dada la falta de adhesion
al codigo internacional para la nomenclatura zoologica (Sereno, 2019).

La division Paraleishmania es inestable, debido a la falta de analisis genético en profundidad, en
este se agrupan, Porcisia integrado por los parasitos de puercoespines neotropicales originalmente
descritos como Le. hertigiy Le. deanei, del mismo modo las especies Le. herreri, Le.
equatorensis y Le. colombiensis, asi como el antiguo genero Endotrypanum (Akhoundi et al.,
2017).

El estudio a nivel molecular dentro del género Leishmania, fue esencial para revelar varios casos
de sinonimia como, por ejemplo, Le. infantum (sindnimo Le. chagasi) (Leblois et al., 2011) y Le.

mexicana (sinénimo Le. pifanoi) (Schonian et al., 2009) (Akhoundi et al., 2016, 2017)


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098299716300450?via%3Dihub#bib5
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/genetic-divergence
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(Yakhnoff & Schokhor 1914)  (Wang et al. 1964) (Strelkova et al. 1990) (Peters et al. 1987)
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(Biagi 1953) {Medina & Romero 1939) (Lainson & Shaw 1972) {Scorza et al, 1979)
L. aristidesi L. forattinii L. venezuelensis L. waltoni
(Laizson & Shaw 1979) (¥ishids et a1, 1993) (Bonfante-Garrido 1980) (Shaw et a1, 2015)

— L. braziliensis complex L. braziliensis L. peruviana

(Vianna 1911) (Velez 1913)
I L. guyanensis complex L. guy i L. i L. shawi
(Floch 1954) {Lainson & Shaw 1972) (Lainson 1989)

I L. lainsoni

L Viannigd wsivmeaniosn
(Lainson & Shaw 1987)

- L. naiffi
(Lainson & Shaw 1989)
L L. lindenbergi L. utigensis
(Silveira et al. 2002) {Braga et ul. 2003)
L. adleri L.agamae L.ceramodactyli L.chameleonis L.davidi L. gulikae L. gymnodactyli
{Heisch 1954) {David 1929) {Adler & Theodor 1929)  (Wenyon 1921} (Strong 1924)  (Overmuchamamedov & (Chodukin & Sofiev 1940)
R Sl\*?um‘»u 1987)
L. helioscopi L. hemidactyli L. henrici L. hoogstraali L. nicollef L. thnocemaﬂ'
R X {Chodukin & Sofieff 1940) (\ixli: etal 1928) (Leger 1918) (McMillan 1965) (Chodukin & Sofieff 1990)  (Chodukin & Sofieff 1940)
- Sauroleishmania . . .
(Ranquein 1973) L platycephala L. senegalensis L. sofieffi L. tarentolae L. zmeevi L. zuckermani
(Telford 2008) (Ranguae 1973) (Markov et al. 1964) (Wenyon 1921} {Andruchko & Markov 1935) (Papernactal 2011)
L.{S.)sp.1 L. (S)sp.ll
(Telfoed 1979) (Telford 1979)
- Mundinia L. enriattii L. martiniq L."si 15is 'Ghana strain’ L. macropodum
(Shaw et al. 2016) {(Munizand Medina 1948) (Desbois et al. 2014) (Sukmsee et al. 2008) (Kwakye-Nuako et al. 2015} (Banran et al. 2007)
- PORCISIA L. hertigi L. deanei
(Shaw et al. 2016) (Herrer 1971) {Lainson & Shaw 1977)
L. colombiensis L. herreri L. equalorensis
(Kreutrer et al, 1989) (Zeledda ot al. 1979) (Grimaldi et al. 1993)
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Figura 2. Clasificaciéon taxondmica del género Leishmania

Nota. Los signos *, +: representan

sindnimos; diferentes nimeros de signos de asterisco (*) y mas (+) significan qué

el nombre de especie es sindnimo de la especie original. Subrayado: Sin clasificacion final. Le. 'siamensis' y Le.

martiniquensis también se han encontrado en el Nuevo Mundo. Los nombres de Leishmania entre comillas son

nombres no oficiales sin descripciones formales. La especie patégena humana, estan escritos en negrita. Las especies

del viejo mundo y del nuevo mundo se destacan en azul y rojo respectivamente (Akhoundi et al., 2017)

La deteccion de Leishmania spp, seguida de la discriminacién de la especie en un hospedero

incluyendo el humano, juega un papel importante en los procesos de vigilancia y control de la

infeccién. Para llevar a cabo estos propoésitos, se recurre a métodos que pueden diferir en la

sensibilidad, la especificidad, el costo, la necesidad de personal especializado, el tiempo en la
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obtencidn de resultados, entre otros aspectos que tiene gran relevancia en la decision de la eleccion
de la herramienta. Entre los métodos mas comunes en la deteccion del parasito y que son usados
en el diagndstico de algunas de las formas de la enfermedad, podemos mencionar, el examen
directo o microscépico, el cultivo, la inmunofluorescencia indirecta (IFI) y la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) (Pilar Zambrano, 2014); En el anexo 02, podemos ver de forma resumida,
una variedad de técnicas que pueden ser usadas para identificar el agente etioldgico de la
leishmaniasis, las cuales se organizan de acuerdo a la muestra a analizar, el nivel de discriminacién
del parasito al que se puede llegar, la sensibilidad, la especificidad, entre otros factores; variables
que estan sujetas a la disponibilidad de recursos del que se disponga y los objetivos trazados

(Akhoundi et al., 2017).

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), es una herramienta que presenta buena
especificidad y sensibilidad en la deteccion de acido desoxirribonucleico (ADN) parasitario, esta
técnica en conjunto con otras, permite identificar las especies que integran el género Leishmania,
lo que representa gran utilidad en el diagndstico de la enfermedad (Chena et al., 2013). Entre los
blancos genéticos que son amplificados, se encuentran algunos que presentan mejor sensibilidad
que otros, debido al niUmero de copias que se encuentran en el parasito, como por ejemplo, las
secuencias de ADN de los minicirculos del kinetoplasto (ADNK), el gen de la subunidad pequefia
ribosomal (SSU ARNI), las secuencias repetitivas del DNA gendmico entre otros; los cuales, han
sido utilizados no solo para la deteccidn sino para la identificacion de los parasitos del género
Leishmania; por otro lado, la especificidad y eficiencia puede ser ajustada segun la necesidad, a
regiones especificas en el material genético ya sean conservadas o variables (Akhoundi et al.,

2017; Chena et al., 2013). Las caracteristicas de diferentes genes utilizados para la deteccion,
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identificacion y cuantificacion de especies de Leishmania, se resumen en el anexo 03 (Akhoundi

etal., 2017).

Los métodos indirectos como los seroldgicos, tienen uso limitado en la leishmaniasis cutanea, a
causa de la variablidad en la sensibilidad y especificidad, pero puede ser de gran utilidad como
apoyo diagnostico de la leishmaniasis visceral (Organizacion Mundial de la Salud, 2010). Entre
los métodos seroldgicos mas usados esta la inmunofluorescencia indirecta (IFI) y el ELISA
(ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas), en ambos métodos se detectan principalmente
anticuerpos del tipo 1gG contra Leishmania spp., y su especificidad depende del antigeno usado;
otros métodos muy utilizados son la intradermorreaccion de Montenegro (IDRM) en el cual se
evalla la respuesta celular y la inmunocromatografia (tiras de diagndstico rapido) con antigeno
RK39; esta ultima prueba es empleada para detectar anticuerpos especificos en contra de los
parasitos del género Leishmania pertenecientes al complejo de especies Le. donovani, cuyo unico
representante en América es Le. Infantum (Organizacion Mundial de la Salud, 2010; Organizacion
Panamericana de la Salud, 2018; Pilar Zambrano, 2014). Por otro lado, en el caso puntual de la
IFI, la lectura e interpretacion de la prueba se realiza mediante la observacion en microscopio de
fluorescencia en el que se determina el titulo en la dltima dilucién del suero en la cual se ve
fluorescencia en toda la periferia del promastigote, a partir de esta lectura se cataloga como positiva
las muestras con titulos mayores o iguales a 1/32; no obstante, en la IFI se debe tenerse cuidado
con las reacciones cruzadas (falsos positivos) con anticuerpos contra otros trypanosomatideos
como los del género Trypanosoma, lo que reduce la especificidad de la prueba y llevar a
diagnosticos errados, sin embargo, la combinacion de la IFI con métodos como la PCR permiten

el incremento de la especificidad. La sensibilidad de la IFI es variable dependiendo de la forma
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clinica de la enfermedad, para el caso de la LV es de alrededor del 90% (Organizacion Mundial

de la Salud, 2010; Organizacion Panamericana de la Salud, 2018).

2.4. VVectores de leishmaniasis
Los vectores naturales de los parasitos del género Leishmania son dipteros holometabolos,
pertenecientes a la familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, predominan en las regiones
tropicales y subtropicales. EI grupo estd compuesto por seis géneros, pero en las Américas,
Lutzomyia (Franca, 1924) es el mas importante (Organizacién Panamericana de la Salud, 2019b;
Young & Duncan, 1994). Morfoldgicamente, se caracterizan por presentar un tamafio promedio
de 3 a 5mm de longitud; en estado de reposo los flebotomineos pliegan sus grandes alas formando
un angulo agudo (en forma de letra V) (Salomdn, 2009), por eso se les conoce como aludos; poseen
un cuerpo en el que se diferencia claramente la cabeza, el térax y el abdomen (Fig. 3), éste esta
cubierto de cerdas y tienen patas largas, sus piezas bucales estan adaptadas para la hematofagia y
por lo general solo las hembras son capaces de ingerir sangre como fuente de proteinas para
completar la maduracién de sus huevos, los machos por su parte se alimentan del soluciones
azucaradas que adquieren de las plantas (Carrascal Mercado, 2019; Feliciangeli, 2006;

Organizacion Panamericana de la Salud, 2019b).

LR

Figura 3. Caracteres anatomicos externos de Lutzomyia spp. (Daniel Guzman).

13



Estos insectos tienen actividad crepuscular y nocturna, y su ciclo biolégico se desarrolla en la
tierra, razon por la cual son conocidas como moscas de la arena; su desarrollo pasa por cuatro
estados: huevo, larva, pupa y adulto, y su ciclo de vida varia en duracidn segun la especie, en
promedio puede tardar 45 dias. Ademéas de ser reconocidos como insectos vectores de
leishmaniasis, también transmiten los agentes etiolégicos causantes de estomatitis vesicular,
bartonelosis o enfermedad de Carrion, ambos enfermedades de importancia en la Salud Publica
(Feliciangeli, 2006; Gutiérrez et al., 2014; Organizacion Panamericana de la Salud, 2019b;

Sanchez-Saldafia et al., 2004).

De maés de 800 especies reconocidas de flebotomineos, aproximadamente 500 se encuentran en el
Nuevo Mundo y 375 en el Viejo Mundo. Su rango de vuelo es de aproximadamente 1,5 km por
dia (Akhoundi et al., 2016; Bejarano & Estrada, 2016), se ha estimado que de las especies del
género Lutzomyia que han sido encontrada en América, aproximadamente 50 estan implicadas
como transmisores (Nieves & Rondon, 2007). En Colombia se han registrado 153 especies de

flebotomineos del género Lutzomyia (Bejarano & Estrada, 2016; Romero et al., 2013).

2.5. Reservorios de Leishmania spp.
Los reservorios de las especies del género Leishmania, son animales vertebrados que mantienen
el paréasito en la naturaleza, permiten que los insectos vectores se infecten y pueda persistir el ciclo
de transmision (Organizacion Panamericana de la Salud, 2019b). Por lo general se presenta un
reservorio principal para cada especie del género Leishmania en un foco determinado, y a su vez,

otros mamiferos de la misma zona también pueden estar infectados y convertirse en hospederos
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secundarios o accidentales (Organizacion Mundial de la Salud, 2010; Organizacion Panamericana
de la Salud, 2019b). Por otro lado, las interacciones entre hospederos y parasitos, son
multifactoriales, complejas, circunstanciales y dindmicas, y varian de acuerdo a los cambios del
ambiente. Bajo tales circunstancias un reservorio puede considerarse como un sistema que incluye
una o varias especies de mamiferos, que son los que mantienen el parasito en la naturaleza, y dentro
de este sistema cada integrante (especie) puede desempefiar un papel distinto en la transmision de
los parasitos en un periodo y lugar determinado (Organizacion Panamericana de la Salud, 2019b;
Roque & Jansen, 2014). Finalmente, los mamiferos domésticos o silvestres infectados por
Leishmania spp., pueden o no, mostrar signos de infeccion (Organizacion Mundial de la Salud,

2010; Organizacion Panamericana de la Salud, 2019b).

En las Ameéricas, los reservorios reconocidos de Leishmania spp., incluyen a los marsupiales
(Didelphis spp.), el zorro (Cerdocyon thous), los roedores (Rattus spp, Proechimys spp., Nectomys
spp., Oryzomys spp., entre otros), los 0sos perezosos (Choloepus spp. y Bradypus spp.) y al 0so
hormiguero menor (Tamandua tetradactyla), sin dejar de mencionar a Canis familiaris,
incriminado como el reservorio domestico de Le. infantum mas importante en América

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2019b; Said et al., 2001; Tovar A & Yasnot A, 2017).

En Colombia, los vertebrados que se han encontrado infectados de forma natural con paréasitos del
género Leishmania pertenecen a 16 especies de seis drdenes de mamiferos (Salgado-Almario et
al., 2019), entre estos se reconoce como potenciales reservorios de Leishmania spp. a C. familiaris,
D. marsupialis, Choloepus hoffmanni, P. canicollis, Rattus rattus y Melanomys caliginosus

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2019b; Rivero Rodriguez et al., 2018), de estos animales
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solo hay normatividad para C. familiaris que al ser encontrado positivo por pruebas seroldgica o
aspirado de médula 6sea o de ganglio popliteo, puede ser sometido a eutanasia canina concertada
como medida para controlar la propagacion del patégeno (Victor Acero et al., 2015; P. Zambrano
& Mercado, 2014), no obstante los resultados de trabajos realizados en Brasil muestran que esta
medida tienen poco efecto sobre la disminucion del nimero de casos de la enfermedad, por lo cual
es considerado poco satisfactorios y motivo de controversia en ese pais (Werneck, 2016; P.

Zambrano & Mercado, 2014)

2.6. Fuentes de ingesta de flebotomineos
La exploracion de las fuentes de ingesta de sangre de los flebotomineos tiene gran importancia
epidemioldgica, porque permite identificar la disponibilidad o las preferencias en la alimentacion
de los vectores, asimismo, identificar potenciales reservorios del parasito, ademas, tales estudios
contribuyen a la aclaracion del ciclo de transmision natural en un area determinada, contribuyendo
asi en el desarrollo de estrategias para el control de las leishmaniasis, basdndose en la interrupcién

del vinculo epidemioldgico entre vector y reservorio (Baum et al., 2015; Haouas et al., 2007)
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ANTECEDENTES

En el departamento de Sucre, la incidencia general de la leishmaniasis en el 2017 fue de 13,4 x
100.000 habitantes, con 41 casos confirmados, de estos el 75,6 % (31/41) fueron registrados por 4
municipios: Ovejas, Chalan, Sampués y Coloso. En 2017, el municipio de Sampués tuvo una
incidencia de la enfermedad de 26,7 x 100.000 habitantes, con una poblacion en riesgo de adquirir
leishmaniasis de 18.707 habitantes (Instituto Nacional de Salud, 2020).

Investigaciones realizadas en el departamento de Sucre, han descrito cuatro (04) especies de
parasitos del género Leishmania, tres de estas se agrupan en el subgénero Leishmania (Viannia):
Le. panamensis, Le. braziliensis y Le. guyanensis, implicadas en la forma cutanea de la enfermedad
(L. P. Martinez et al., 2010), y una (01) especie del subgénero Leishmania (Leishmania): Le.
infantum, patégeno implicado en la etiologia de LV (Herrera et al., 2018; Rivero Rodriguez et al.,
2018). En el municipio de Sampués, se ha encontrado que Le. panamensis causa LC (L. P.
Martinez et al., 2010), por otro lado, aunque se han registrado casos autdctonos de LV en el
municipio de Sampues, el agente causal no sido caracterizado.

En la costa Caribe de Colombia, Sucre es el departamento donde se ha registrado la mayor
diversidad de especies del género Lutzomyia, con 21 especies identificadas (Bejarano & Estrada,
2016), algunos de estos flebotomineos estan asociadas al ciclo epidemiologico de
la leishmaniasis visceral y cutanea, se destaca Lu. evansi, por estar incriminada en la transmision
de Le. infantum (Cortés Aleman et al., 2009; Lambrafio Cruz et al., 2012; BL Travi et al., 1990),
el agente etioldgico de la leishmaniasis visceral en la region, ademas, Lu. evansi, se ha encontrado
infectado naturalmente con Le. braziliensis (Bejarano et al., 2012; Luis E. Paternina et al., 2012);
del mismo modo, otros flebotomineos como Lu. panamensis y Lu. gomezi estan asociados con la

transmision de parasitos causantes de LC en la zona, mientras que otras especies como Lu.
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cayennensis cayennensis y Lu. dubitans han exhibido tendencias antropofilicas sin que quede claro
su papel en la transmision (Cortés Aleman et al., 2009; Lambrafio Cruz et al., 2012; Luis E.
Paternina et al., 2016; Romero et al., 2013). En Sampués se han descrito a las especies Lu. evansi

y Lu. serrana (S. Cochero & Blanco, 2001).

Dentro de los mamiferos que han sido incriminados como reservorios en el departamento, o que
podrian estar desempefiando un papel en la epidemiologia de la leishmaniasis, se encuentra: Canis
familiaris, en el cual se registré una prevalencia total de infeccién por Leishmania spp. de 33,6 %
en los municipios de Sincelejo, Sampués y Ovejas (Paternina-gémez et al., 2013; Paternina Tuiran
et al., 2016); asimismo, en un canino residente en zona urba del municipio de Ovejas se aislé Le.
infantum (Rivero Rodriguez et al., 2018). Un estudio realizado en roedores de la especie Mus
musculus en el en area urbana del municipio de Ovejas, encontrd una alta seroprevalencia contra
Leishmania spp. (Canchila Mufioz & Contreras Gomez, 2016), por otro lado, en Coloso se registro
infeccion natural con Le. infantum en D. marsupialis y Proechimys canicollis (Adler et al., 2003;
B. L. Travi et al., 1998).

Estudios en flebotomineos del departamento de Sucre, realizados en los municipios de Ovejas, Los
Palmitos, Sincelejo y Colosd, han logrado identificar el material genético de varias especies de
vertebrados, los cuales son usados como fuentes de ingesta por flebotomineos del género
Lutzomyia, entre estas especies identificadas se registraron a Equus caballus (en la ingesta
sanguinea de Lu. evansi, Lu. panamensis y Lu. cayennensis cayennensis), Equus asinus (Lu. evansi
y Lu. panamensis), Bos taurus (Lu. evansi, Lu. panamensis y Lu. c. cayennensis), Tamandua
mexicana (Lu. shannoni y Lu. trinidadensis), Proechimys guyanensis (Lu. evansi, Lu. panamensis
y Lu. c. cayennensis), Mabuya sp. (Lu. micropyga), Anolis sp. (Lu. micropyga), Sus scrofa (L.

evansi y Lu. gomezi) y Gallus gallus (Lu. evansi), ademas, se evidencid la tendencia antropofilica
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de Lu evansi, Lu.panamensis, Lu.micropyga, Lu.shannoniy Lu. atroclavata; entre los
vertebrados mencionados, las fuentes de ingesta mas importantes para Lu. evansi fueron los
bovinos, equinos, los humanos y los cerdos (Luis E. Paternina et al., 2016; Paternina Tuiran, 2012).
En un estudio reciente realizado en el municipio de San Cayetano, en Bolivar, encontr6 a Lu.
evansi con ingesta sanguinea de humano, carnero, cerdo, vaca y perro, con lo cual se confirman

habitos antropofilicos, zoofilicos y el caracter ecléctico de este vector (L. Martinez, 2018).

Dado que los determinantes ecoldgicos de la leishmaniasis varian de un lugar a otro y que los
aspectos anteriormente mencionados son en su mayoria desconocidos en la zona bajo estudio, en
este trabajo se intentd describir los determinantes eco-epidemiolégicos involucrados en la
aparicion de un nuevo caso de leishmaniasis visceral humana en Sabanas de La Negra,

corregimiento del municipio Sampués en el departamento Sucre.
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OBJETIVOS

4.1. General
Caracterizar eco-epidemiolégicamente un brote de leishmaniasis visceral humana en Sabanas de

La Negra, un corregimiento del municipio Sampues, Sucre.

4.2. Especificos

1. Determinar la diversidad y actividad nocturna de flebotomineos del género Lutzomyia en
la zona bajo estudio.

2. Determinar la frecuencia de uso de vertebrados como fuentes de ingesta sanguinea para
los flebotomineos.

3. Determinar la prevalencia de anticuerpos frente a Leishmania spp. en animales domésticos,
sinantropicos y silvestres.

4. ldentificar genéticamente las especies de parasitos del género Leishmania que infectan de
forma natural a mamiferos y flebotomineos.

5. Estimar la frecuencia de infeccion con Leishmania spp en vertebrados y flebotomineos.
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METODOLOGIA

5.1. Area de estudio.

El estudio se realizé en el corregimiento Sabanas de la Negra, zona rural del municipio de
Sampués en el departamento de Sucre (Fig. 4), area que en términos ecoldgicos se encuentran
dentro de la zona de vida “Bosque Seco Tropical” (Bs-T) (Holdridge, 1967). En este lugar, se
registré un caso autdctono de leishmaniasis visceral humana, en agosto de 2016 (Instituto
Nacional de Salud, 2016), en un menor de 11 meses de edad de sexo masculino, perteneciente
al grupo étnico indigena; este menor present6 cuadro clinico compatible con LV como: fiebre,
hepatomegalia, esplegnomegalia, trombocitopenia y anemia por lo cual fue hospitalizado y
mediante pruebas de laboratorio diagnosticado con LV; seguido al diagndstico le fue suministro
N-metil glucamina durante 28 dias (datos no publicados, Secretaria de Salud Departamental de
Sucre). Por otro lado, en términos demograficos, el corregimiento Sabanas de La Negra, en el
2017, contaba con una poblacion de 1.369 habitantes, de los cuales el 30% eran menores de 14

afios (Alcaldia Municipal de Sampués en Sucre, 2018).
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Figura 4. Municipio de Sampués y sus corregimientos

(http://sampuessucre.micolombiadigital.gov.co/municipio/municipio-de-sampues-en-colombia)

5.2. Tipo de estudio
Se realizé estudio de foco de tipo descriptivo. En el area de muestreo se realizaron visitas a las
casas cercanas al domicilio donde se registro el caso autdctono de LV humana a partir de febrero
de 2017. Al jefe de hogar se le explicaron los objetivos del trabajo, se respondieron dudas y se
solicito el permiso para la captura de flebotomineos y pequefios mamiferos, tanto en el domicilio
como en sus alrededores, posteriormente se le solicito el consentimiento informado (Anexo 01)

para la toma de muestras en animales domésticos.
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5.3. Determinacion de la diversidad y actividad nocturna de los flebotomineos.

5.3.1. Captura de flebotomineos.

La captura de los flebotomineos se realiz6 durante tres noches consecutivas, en el muestreo
se utilizaron tres (03) trampas de luz emitida por diodos (LED) tipo Unisucre (Castillo
Arroyo, 2011) (Fig. 4), las cuales fueron operadas entre las 18:00 y las 06:00 horas, éstas
estuvieron ubicadas en el intra, peri y extradomicilio (n=1 trampa por ambiente domiciliar)
en la vivienda del caso indice de LV, ademas, con el fin de estudiar el comportamiento de
la actividad nocturna de estos insectos, en cada trampa se cambid la malla de recoleccion
cada hora, y se tomaron datos de humedad relativa y temperatura; los datos anteriores
fueron sometidos a la prueba de Normalidad de Shapiro-Wilk, mediante el software
estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2016), utilizando el mismo programa estadistico y
con base en la informacion anterior se aplicé una prueba paramétrica, el coeficiente de
correlacion de Pearson, con el cual se determino si las variables ambientales estaban
relacionadas linealmente o no con el nimero de individuos capturados (D. Martinez et al.,
2018). Por otro lado, los indices de Dominancia (D), diversidad de Simpson (1-D) y riqueza
especifica (S) de flebotomineos en la zona de estudio, fueron calculados mediante en el

programa Excel 2016.
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Figura 4. Trampa de luz LED tipo Unisucre ubicada en el peridomicilio. (Daniel Guzman)

5.3.2. Determinacion taxondmica de flebotomineos.

Todos los insectos recolectados en las trampas fueron examinados bajo estereoscopio, de
esta forma se separaron los flebotomineos de otros grupos de insectos. Seguidamente los
insectos de interés fueron agrupados en tubos de microcentrifuga de 1,5 ml, segun el dia,
sitio y hora de captura. Las hembras con restos de ingesta de sangre contenida en el
abdomen fueron separadas y almacenadas individualmente, para realizar posteriormente la
caracterizacion molecular de las fuentes de su ingesta. Ambos grupos de insectos fueron
disectados empleando microestiletes y cuchillas estériles, a cada uno se les cortaron los tres
ultimos segmentos abdominales, la cabeza y una ala, estos segmentos fueron sometidos a
clarificacion quimica en Lactofenol (Acido Léctico y Fenol, 1:1) para remover las setas y
permitir la visualizacion de las estructuras internas esclerotizadas, que son determinantes
en la identificacion taxondmica, mientras que el resto del cuerpo del insecto (térax y

segmentos proximales del abdomen) fueron refrigerados en microtubos a -20°C, hasta ser
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utilizados en la extraccion de ADN total. La identificacion taxondmica fue realizada usando

las claves taxonémicas de Young & Duncan (1994) (Young & Duncan, 1994).

5.4. Determinacion de la frecuencia de uso de animales vertebrados como fuentes de

ingesta sanguinea para los flebotomineos.

5.4.1. Extraccién de ADN a partir de muestras de flebotomineos.

A partir del torax y los segmentos proximales del abdomen de cada hembra flebotominea
(alimentada y no alimentada), se realizd la extraccion de acidos nucleicos usando el
protocolo de alta concentracion de sales descrito por Collins et al. (1987), con las siguientes
modificaciones: maceracién mecéanica del insecto con el equipo TissueLyser I
(QIAGEN®) en 100 pl del bafer de lisis (0.08 NaCl, 0.16 M sacarosa, 0.06 M EDTA, 0.5%
SDS, 0.1 M Tris-HCL a pH de 7.5), luego se adicionaron 5.4 ul de Proteinasa K (2ug/ulL)
y se incubd a 65°C durante 2 horas, completado el tiempo se inactivo la proteinasa a 95°C
por 2 minutos, posteriormente se adicionaron 100 uL de acetato de potasio 8M y se incubo
en hielo durante 30 minutos, a continuacion se realizé una centrifugacion a 12.000 rpm a
4°C por 20 minutos. El sobrenadante obtenido del paso anterior fue depositado en un nuevo
tubo, luego se le adicionaron 200 ul de isopropanol y fue mantenido a -20°C durante toda
una noche, posteriormente se realizé una centrifugacion a 12.000 rpm a 4°C por 20 minutos
y se descartd el sobrenadante, el precipitado obtenido fue lavado con etanol al 70 % y
posteriormente secado a temperatura ambiente, finalmente el ADN fue resuspendido en
50uL de agua ultrapura. Este ADN se conservé a -20°C hasta su utilizacion en la deteccion

del ADN de mamiferos del ADN y de parasitos del genero Leishmania.
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5.4.2. PCR multiple del gen Cyt B para la identificacion de las fuentes de ingesta de
los insectos flebotomineos del género Lutzomyia.

Se realiz6 una amplificacion diferencial del gen Cyt B mediante PCR multiple, para esto
se uso el cebador reverso universal UNREV 1025 y un cebador delantero especifico para
cada especie de mamifero (Tabla 1). Para Bos taurus el cebador usado fue Cow121F el cual
delimita un fragmento de 561 pb, para Sus scrofa se usé el cebador Pig573F que flanquea
un fragmento de 453 pb, mientras que Ovis aries el cebador Goat894F produce un amplicon
de 132 pb, en Canis familiaris se usé el cebador Dog368F con el que se obtiene una banda
de 680 pb, y en Homo sapiens el iniciador Human741F se obtiene un amplicon con una
longitud de 334 pb (Kent & Norris, 2005). En los flebotomineos en los que no fue posible
amplificar los fragmentos de longitud diferencial, se amplifico un fragmento del gen Cyt
B conservado en todos los vertebrados, a fin de descartar una posible inhibicion. Esta PCR
se realizd con los cebadores UNFOR403 ( TGAGGACAAATATCATTCTGAGG) y
UNREV1025 (GGTTGTCCTCCAATTCATGTTA) que delimitan un segmento de
aproximadamente 623 pb y fue efectuada segun las condiciones previamente descritos por
Kent & Norris (2005) (Kent & Norris, 2005).

Para la PCR fue usada la polimerasa Gotag® DNA Polymerase (5u/ul) (Promega) y junto
con esta los componentes dispuestos por el fabricante como MgCl. (25 mM) dNTPs y el
5X Colorless GoTag® Flexi Buffer. Como controles positivos se utilizd el material
geneético de cada una de las especies de mamiferos identificadas por los cebadores. Se
utilizo el siguiente perfil térmico: desnaturalizacion inicial a 95°C por 2 minutos, seguida

de 35 ciclos de amplificacidon, compuestos de una etapa de desnaturalizacion a 95°C por 40
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segundos, alineamiento de cebadores a 58° C por 40 segundos, extension a 72°C por 48

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

Tabla 1. Secuencia de los cebadores usados en la PCR multiple para deteccion de fuentes de ingesta

sanguinea.
Hospedero Cebador Secuencias (5°-3") Fragmento
(pb)

Capra hircus Goat894F CCTAATCTTAGTACTTGTACCCTTCCTC 115

Homo sapiens Human741F GGCTTACTTCTCTTCATTCTCTCCT 333

Sus scrofa Pig573F CCTCGCAGCCGTACATCTC 443

Bos taurus Cowl21F CATCGGCACAAATTTAGTCG 558

Canis familiaris Dog368F GGAATTGTACTATTATTCGCAACCAT 681

Mamiferos UNREV 1025 GGTTGTCCTCCAATTCATGTTA -

5.5. Determinacion de la prevalencia de anticuerpos frente a Leishmania spp. en animales

domésticos, sinantrdpicos y silvestres.

5.5.1. Captura de animales domésticos y recoleccién de muestras

Posterior a la firma del consentimiento informado por parte de los propietarios, cada animal
doméstico (caninos, equinos y bovinos) fue inmovilizado con ayuda de sus tenedores,
seguidamente se les tomd una muestra de sangre periférica, que, en el caso de los caninos,
se obtuvo por puncion de la vena cefalica, mientras que, en equinos y bovinos, se realiz6

por puncién de la vena yugular. Cada muestra fue dividida en dos (02), una para la
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deteccidn de anticuerpos contra parasitos del género Leishmania y la otra para la deteccién

y caracterizacion genética del parasito, basada en técnicas de biologia molecular.

5.5.2. Trampeoy manejo de roedores

Para la captura de roedores se utilizaron 12 trampas de encierro tipo Sherman, las cuales
fueron instaladas en el intra y peridomicilio de la vivienda del caso indice, durante 30 dias.
Las trampas fueron cebadas con avena molida, esencia de vainilla y mantequilla de mani,
estas fueron colocados antes del anochecer y los roedores se recolectaron a la mafiana
siguiente. Las trampas con roedores se colocaban cuidadosamente en bolsas plasticas y
fueron trasladadas al laboratorio de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de Sucre
para el procesamiento de los roedores y la respectiva toma de muestra. La captura de los
animales sinantropicos Yy silvestres se realizd bajo el amparo del “Permiso Marco de
recoleccion de especimenes de especies silvestres de la diversidad bioldgica con fines de
investigacion cientifica no comercial”, otorgado por la Autoridad Nacional de Licencias
Ambientales (ANLA) a la Universidad de Sucre, en su resolucion 391, 11 de abril de 2016.
Por otro lado se determino el éxito de trampeo de roedores y zarigieyas, definido como el
cociente entre el nimero de individuos capturados y el esfuerzo de captura (niUmero de
trampas colocadas multiplicado por el nimero de dias que funcionaron), el resultado

obtenido se multiplico por 100 (Organizacion Panamericana de la Salud, 2015).

5.5.3. Obtencion de sangre de los roedores capturados

Los roedores fueron anestesiados con vapores de éter, para esto, en la bolsa que contenia a
cada roedor, se coloc6 una mota de algodon empapada con éter por dos minutos (Mills et
al., 1995). Bajo los efectos de la anestesia se sacé el animal para la determinacion del sexo

y para tomar la muestra de sangre por puncion cardiaca, esta muestra fue dividida en dos
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alicuotas: una para la deteccion de anticuerpos contra parasitos del género Leishmania y la
otra para la deteccion y caracterizacion molecular del parésito. Los roedores fueron
sacrificados administrando una sobredosis de anestésico mediante la colocacion de algodon

embebido en éter en la zona nasal (Organizacion Panamericana de la Salud, 2015).

5.5.4. Captura de animales silvestres y recoleccion de muestras.

Para la captura de didélfidos, se instalaron 6 trampas de encierro tipo Tomahawk, ubicadas
en el peridomicilio y extradomicilio por 33 dias, adicionalmente los 0sos perezosos fueron
capturados en la mafiana cuando estos animales bajan de los arboles a realizar sus
deposiciones, previo avistamiento de los pobladores de la zona. Los animales capturados
fueron anestesiados con una mezcla de ketamina/xilacina (30 mg/kg y 1 mg/kg
respectivamente), se realizo el respectivo registro fotografico y se analizo la condicion
general de los animales. Finalmente se realizo la toma de muestra sanguinea por puncion
cardiaca. Posteriormente, a cada animal capturado se le implantd un microchip con
transpondedores RFID pasivos subcutaneamente, para determinar la tasa de recapturas,

finalmente fueron liberados en areas boscosas cercanas al lugar de captura.

5.5.5. Deteccion de anticuerpos IgG contra Leishmania spp. por
inmunofluorescencia indirecta (IFI).

La prueba de inmunofluorescencia indirecta para la deteccion de anticuerpos contra

parasitos del género Leishmania, se realizé en las muestras de caninos, bovinos, roedores

y equinos (Camargo, 1966), para el resto de especies no fue posible (0sos perezosos y

zarigueyas) por la carencia de los anti-lgG correspondientes. La IFI se realizo en placas

antigenadas con promastigotes de Le. infantum (CF/C0/2017/356), asimismo, se realizo

IFI diferencial con placas antigenadas con epimastigotes de Trypanosoma cruzi
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(DM/CO/2017/312)  para descartar reaccion cruzada con pardsitos del género
Trypanosoma; ambos en fase estacionaria temprana de crecimiento. Para esto, los parasitos
de cada entidad fueron lavados tres veces con PBS (bufer fosfato salino) pH 7.2 por
centrifugacion, posteriormente se ajustd su concentracion a 2x10° parasitos/ml en PBS,
20uL de esta suspension fueron depositados en cada pozo de la placa para IFI para su
fijacion y se almacend a -20°C toda la noche hasta su uso. Diluciones seriadas (1:16 hasta
1:512) de suero de los animales bajo estudio fueron evaluados, en el proceso se usaron
sueron de animales previamente evaluados y se selecionaron sueros positivos y negativos
como controles (20uL).

Todos los sueros fueron depositados sobre los pozos recubiertos por los antigenos,
seguidamente las placas fueron incubadas por 45 minutos a 37°C en camara hiumeda, se
lavaron tres veces por 5 minutos con PBS 1X mas Tween 20, se agregaron 20uL del
conjugado (anti-lgG marcada con fluoresceina diluida en Azul de Evans (1:300) de cada
especie evaluada, se incubo a 37°C durante 45 minutos en camara humeda y bajo oscuridad.
Posteriormente se lavaron las placas y se secaron a temperatura ambiente, en cada pozo se
depositdé una gota glicerol tamponado y se cubrié con laminas cubreobjetos para ser
examinadas bajo un microscopio de fluorescencia a una longitud de onda de 560 nm. La
interpretacion de los resultados de la IFI se hizo segin el protocolo de diagndstico
recomendado por el Instituto Nacional de Salud de Colombia (Ministerio de la Proteccion
Social & Instituto Nacional de Salud, 2013), en el cual se considera que un animal esta
infectado cuando tienen lecturas de fluorescencia en suero a una titulacién igual o mayor a

1:32.
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5.6. Identificacion genética las especies de parasitos tripanosomatideos a partir de

muestra sanguinea de mamiferos y flebotomineos no ingurgitados.

5.6.1. Amplificacion de la regidon conservada del minicirculo del kinetoplasto de los
parasitos tripanosomatideos mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR).

Con el fin de detectar la presencia de ADN de parasitos del género Leishmania en

mamiferos y los flebotomineos, se realizé una PCR convencional, en la cual, se utilizaron

los cebadores 13A: 5°-GTG GGG GAG GGG CGT TCT-3" y 13B: 5°-ATT TTA CAC

CAA CCC CCA GTT-3’, descritos por (Rodgers et al., 1990), que delimitan un fragmento

de ~ 120 pb de la region conservada del minicirculo del kinetoplasto en todos los paréasitos

Kinetoplastidos. Este blanco genético presenta entre 10.000 y 20.000 copias en un solo

parasito, ofreciendo la capacidad de detectar parasitos en muestras biologicas con bajo

numero de flagelados, lo que le aporta una alta sensibilidad a la prueba, ademas, la
secuencia de este blanco molecular permite discriminar entre especies del genero

Leishmania (Akhoundi et al., 2017; Chena et al., 2013; Lachaud et al., 2002)

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de 25 pl y se usaron las siguientes

condiciones en la mezcla de reaccion: bufer 5X Colorless Gotag® Flexi a 1X, MgCl.a 1,5

mM, dNTP a 0.2 mM de cada uno, cebadores 13A-13B a 0,4 uM, y de polimerasa GoTaq®

DNA polymerase (Promega) 0.75 unidades. Como control positivo se utilizd ADN de cepas

de referencia de Leishmania (Le. guyanensis MHOM/CQO/1984/Lguy) y como control

negativo se uso agua ultrapura. El perfil térmico empleado fue: desnaturalizacion inicial a

95°C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de amplificacion, compuestos de una etapa de

desnaturalizacion a 95°C por 40 segundos, alineamiento de cebadores a 59,3 °C por 40
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segundos, extension a 72°C por 8 segundos y finalmente una extension final a 72° C

durante 5 minutos.

5.6.2. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Los productos de amplificacion obtenidos mediante PCR fueron sometidos a electroforesis
en gel de agarosa al 1.5% con previa adicion de la tincidn fluorescente para acidos nucleicos
GelStar®, para ello 4uL del producto de PCR se mezclaron con 3uL de bafer de carga y se
sometio a electroforesis horizontal en bafer TBE 0.5X a 80 voltios durante 55 minutos. La
fotodocumentacion de los geles se hizo con un transiluminador Visi-Blue UVP Systems.
El tamafio de los amplicones se determin6 con ayuda del programa Quantum que fue
calibrado con base en la longitud recorrida por las diferentes bandas de un marcador de

peso molecular Promega 100pb DNA Ladder.

5.6.3. Caracterizacion genetica de los parasitos tripanosomatideos mediante
secuenciacion y analisis filogenético de la region conservada de los minicirculo
del Kinetoplasto.

Los amplicones del fragmento de interés (region conservada del minicirculo) fueron

secuenciados en ambos sentidos de la cadena de nucle6tidos empleando los mismos

cebadores de la reaccion original, este procedimiento fue realizado con el sistema de
electroforesis capilar ABI 3730 y fue contratado en la compafiia Macrogen Inc. Los
electroforegramas obtenidos fueron ensamblados y editados automaticamente con el
programa Geneious® Version 9 (Kearse et al., 2012), posteriormente fueron revisados de
forma manual y se realizé la verificacion de cada sitio polimorfico para obtener una
secuencia consenso por cada muestra. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con

secuencias depositadas en GenBank mediante el programa Blast (Basic Local Alignment
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Search 38 Tool) (Altschul et al., 1990), después se descargaron 12 secuencias de especies
de referencia del género Leishmania, las cuales se alinearon con las secuencias obtenidas
durante el estudio. El alineamiento se realiz6 con ayuda del programa MAFFT (Katoh &
Standley, 2013). Posteriormente se determin6 el modelo de sustitucion que mejor explicara
el patron de polimorfismo observado en las secuencias, finalmente se realizaron las
reconstrucciones filogenéticas con el método de méxima verosimilitud, con el programa
PhyML (Guindon et al., 2010), estos anélisis fueron realizados en el programa Geneious®

Version 9 (Kearse et al., 2012).

5.7. Estimacion de frecuencia de infeccion con Leishmania spp. en vertebrados y
flebotomineos.

Luego de conocer la identidad de la especie del parasito que infectaba de forma natural a

flebotomineos y mamiferos, se calculo la frecuencia de infeccidn para cada especie. Para ello se

dividio el namero de flebotomineos/vertebrados en los que se identifico el paréasito, entre el nUmero

de individuos total de la especie evaluada, el resultado se multiplico por 100. En el caso de los

insectos se estim@ la frecuencia minima de infeccion, asumiendo que por cada grupo de insectos

colocados en microtubos, hay al menos un flebotomineo positivo.
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RESULTADOS

6.1. Determinacion de la diversidad y la actividad nocturna de los flebotomineos del
género Lutzomyia, asociados a la aparicion del primer brote de leishmaniasis visceral

en Sabanas de La Negra, area rural del municipio de Sampueés.

En el corregimiento Sabanas de la Negra, la zona de muestreo involucré cuatro casas (tachuelas
amarillas en la Fig. 5) de las cuales la casa namero uno (C1, indicada con una flecha roja en la fig.
5), es el domicilio donde se presentd el caso de LV en el menor de edad; los lugares de muestreo

estan cerca de un relicto de bosque como se puede ver en la siguiente figura.

Leyenda Escobar Arriba
# Colegio

© Areas de muestreo

& Via principal

—

T s
R ipal
Colegio 4

Sabanas de la Negra (.

- g
T A
N ’ .

-

Figura 5. Corregimiento Sabanas de La Negra y &rea de muestreo de mamiferos.
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6.1.1. Diversidad de los flebotomineos del género Lutzomyia.

Se capturaron 328 flebotomineos, con una riqueza especifica (S) de seis (6) especies (Fig.
6), el 62,2 % hembras y el 37,8 % machos para una proporcion 2:1; Lu. evansi fue la especie
maés abundante (82,9 %), seguida de Lu. panamensis (9,8 %), Lu. c. cayennensis (4,27 %),

Lu. gomezi (1,83 %), Lu. dubitans (0,61%) y Lu. rangeliana (0.61%) (Tabla 2).

Figura 6. Espermatecas de las especies del género Lutzomyia presentes en Sabanas de La Negra, Sampués.
(1) Lu. evansi, (2) Lu. panamensis, (3) Lu. c. cayenensis, (4) Lu. gomezi, (5) Lu. dubitans, (6) Lu. rangeliana.

(Daniel Guzman)

Por otra parte, se determiné un indice de Dominancia (D) de 0,70 y un indice de Diversidad
de especies (1-D) de 0,30, valores que indican que en la zona estudiada predomina una

especie: Lu. evansi, como se puede apreciar en la siguiente tabla.
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Tabla 2. Fauna flebotominea del corregimiento Sabanas de la Negra, muestreada con trampas tipo CDC.

% segun area

Especies de Abundancia Frecuencia
No. 3 de captura
Flebotomineos absoluta (%)
| P E
1 Lu. evansi 114 158 272 82.9 25 709 26.6
2 Lu. panamensis 10 22 32 9.8 136 727 137
3 Lu. c. cayennensis 0 14 14 4.27 215 71 714
4 Lu. gomezi 0 6 6 1.83 0 16.7 833
5 Lu. dubitans 0 2 2 0.61 0 50 50
6 Lu. rangeliana 0 2 2 0.61 50 0 50
Total 6 especies 124 204 328 100

Nota. (1) intradomicilio, (P) peridomicilio y (E) extradomicilio.

En la anterior tabla, se puede observar que, dentro del domicilio se capturaron especimenes
de Lu. evansi, Lu. panamensis, Lu. c. cayennensis y Lu. rangeliana, mientras que, en el
peridomicilio y en el extradomicilio se capturaron individuos de todas las especies
identificadas, a excepcion de Lu. rangeliana que no se recolecto en el peridomicilio. Es
importante destacar que en el caso de Lu. evansi y Lu. panamensis la mayor proporcion se
observo en el peridomicilio, mientras que las deméas fueron mas frecuentes en el
extradomicilio (fig. 7). En el intradomicilio se encontraron mas insectos machos que
hembras (71 %), no asi en las demas zonas, donde los flebotomineos hembras fueron mas
abundantes que los machos; ademas, dentro del domicilio no se encontraron insectos con
ingesta sanguinea a diferencia del peridomicilio donde le nimero de insectos fue mayor,

como podemos observar en la siguiente gréafica.
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Figura 7. Flebotomineos en relacidn al area de muestreo, el sexo y estado de ingesta sanguinea.

6.1.2. Determinacion de la actividad nocturna de los flebotomineos del género
Lutzomyia.
La actividad nocturna de los flebotomineos hembras del género Lutzomyia, reflej6 mayor
presencia de los flebotomineos alrededor de la vivienda (peridomicilio) con su mayor pico
de actividad a las 23:00 horas (Fig. 8), horario a partir del cual el nimero de individuos en
las capturas fue disminuyendo. En el extradomicilio la hora de mayor actividad fue a las
22:00 horas, sin embargo, se observé un pico previo y de menor actividad a las 19:00 horas;
finalmente en el intradomicilio la hora de mayor captura fue a las 23:00 horas, similar al

peridomicilio.
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Actividad nocturna de flebotomineos hembra
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Figura 8. Numero de flebotomineos hembra de acuerdo a la hora y lugar muestreado.

Teniendo en cuenta que Lu. evansi fue el flebotomineo de mayor abundancia en el area de
estudio, los mayores picos de actividad de esta especie (Fig. 9), coinciden con las horas
mencionadas para la actividad nocturna de los flebotomineos a nivel general, en cambio a
nivel intradomiciliar no se observé una actividad de Lu. evansi tan marcada como en las

demas areas de muestreo por el bajo nimero de especimenes.

Actividad Nocturna de Lu. evansi en relacion al domicilio
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Figura 9. Actividad nocturna de Lu. evansi en relacion al &rea de captura.
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Por otro lado, los factores climéaticos como la humedad relativa y la temperatura fueron en
promedio de 96.75% Yy de 26.3°C respectivamente. Luego de comprobar que se cumpliera
el supuesto de normalidad en los datos de los flebotomineos capturados y variables
climaticas, se procedié a realizar la prueba de correlacion de Pearson la cual mostré que no
habia una relacion lineal entre la abundancia de los individuos recolectados con la humedad
relativa (r: 0,24, p-valor: 0,46) (Fig. 10) y tampoco con la temperatura promedio por hora
(r: 0,14, p-valor: 0,66). Asimismo, no se observé una dependencia lineal entre las variables
ambientales de humedad relativa (r: 0,28, p-valor: 0,38) y temperatura (r: 0,07, p-valor:
0,83) con la abundancia por hora de Lu. evansi. La precipitacion en la zona fue de 0.0 mm

para los dias muestreados por lo tanto no se realizé prueba de correlacién con esta variable.

Condiciones climaticas vs la abundancia de los flebotomineos

120,0 35
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Figura 10. Promedio de la variacion de la temperatura, la humedad relativa y la abundancia de los

flebotomineos seguin hora de captura.
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6.2. Determinacion de la frecuencia de uso de vertebrados como fuentes de ingesta
sanguinea para los flebotomineos.

En total fueron capturados 14 flebotomineos con residuos de ingesta sanguinea, que equivale a un
4.3 % del total. Estos se agruparon en cuatro especies: Lu. evansi con el mayor nimero de
flebotomineos ingurgitados con el 78.57 % (11/14) y Lu. gomezi, Lu. panamensis y Lu. dubitans
con el 7.14% (1/14) cada una. De los 14 especimenes analizados se determind la identidad de la
fuente de sangre en 8 individuos, lo que corresponde al 57.14 % del total de las hembras
alimentadas. Siete (7) de estas pertenecian a Lu. evansi y una (1) a Lu. gomezi, mientras que, en
las demaés especies, no se logro identificar la fuente de la ingesta mediante la PCR mudltiple, del
mismo modo, la secuenciacion de los productos de la PCR con los cebadores universales que
amplifican una region conservada del gen Cyt B, no permitié caracterizar la fuente de la ingesta
sanguinea debido a que el material amplificado y secuenciado era de los flebotomineos, aun asi,
el procedimiento permitié descartar inhibidores de la PCR en las muestras.
En la determinacion de la fuente alimenticia de Lu. evansi, se detecto el material genético de Bos
taurus en un 57.14 % (4/7) y de Capra hircus en un 14.28 % (1/7); paralelamente, en el 28.57 %
(2/7) de Lu. evansi se identifico ingesta mixta: 14.28 % (1/7) Bos taurus con Canis familiaris y el
otro 14.28 % (1/7) de B. taurus con C. hircus. En la ingesta sanguinea de Lu. gomezi fue detectado

el uso de B. taurus (1/1) como fuente de alimento (Tabla 3)

Tabla 3. Frecuencia de uso de cinco especies de animales domésticos como fuente de ingesta sanguinea.

Especie Ingesta alimenticia Frecuencia % (n/n)
Lu. evansi B. taurus 57.14 % (417)
Lu. evansi B. taurus + C. familiaris 14.28 % (1/7)
Lu. evansi B. taurus + C. hircus 14.28 % (1/7)
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Lu. evansi C. hircus 14.28 % (1/7)

Lu. gomezi B. taurus 100 % (1/1)

6.3. Determinacion de la prevalencia de anticuerpos frente a Leishmania spp. en animales

domeésticos, sinantropicos y silvestres.

Se obtuvieron 34 muestras de sangre entre todos los animales domésticos, sinantropicos y
silvestres, presentes en el foco de leishmaniasis visceral en Sabanas de La Negra. En total se
capturaron 11 roedores de dos especies: R. rattus con ocho (8) individuos y Zygodontomys
brevicauda con tres (3) especimenes; para este grupo de mamiferos se obtuvo un éxito de captura
del 3.66 %. Entre los animales domésticos analizados hubo cuatro (04) caninos, cuatro (04)
bovinos y cuatro (04) equinos. Para el caso de los animales sinantrépicos se capturaron nueve (09)
zariglieyas de la especie D. marsupialis, con un éxito de captura del 4,5 % y una tasa de recaptura
de 0%. En cuanto a los animales silvestres se capturaron dos 0sos perezosos de la especie Bradypus

variegatus (Fig. 11).
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Figura 11. Especies de mamiferos muestreados en Sabanas de La Negra, Sampués (A) Bradypus variegatus;
(B) Didelphis marsupialis; (C) Zygodontomys brevicauda; (D) Rattus rattus; (E) Canis familiaris; (F) Equus asinus

y (G) Bos indicus. (Daniel Guzman)

6.3.1. Deteccion de anticuerpos 1gG contra Leishmania spp. por
inmunofluorescencia indirecta (IF1).

La deteccion de anticuerpos contra paréasitos del género Leishmania (Fig. 12) fue realizada en 23

especimenes, representando asi el 67.64 % (23/34) de los mamiferos muestreados (Tabla 4).

Paralelo a la identificacion de anticuerpos anti-lIgG contra Leishmania spp., se realiz6 una prueba

de inmunofluorescencia indirecta (IFI) diferencial, para identificar posibles falsos positivos por

reaccion cruzada con flagelados del género Trypanosoma.
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Figura 12. Interpretacion de la IFI contra 1gG anti-Leishmania y Anti-Trypanosoma spp.

(A). IFI positiva (B). IFI negativa. Vista a 100 X. (Daniel Guzman)

Tabla 4. Prevalencia de anticuerpos frente a Leishmania spp. y Trypanosoma spp., detectados mediante IFI

a una dilucion de suero de 1/32 en mamiferos muestreados en Sabanas de La Negra, Sampusés.

No Seropositividad
Vertebrados muestrés
Anti-Leishmania Anti-Trypanosoma
Roedores 11 9.09% (1/11) 18.18% (2/11)
Equinos 4 50% (2/4) 75 % (3/4)
Caninos 4 50% (2/4) 0 % (0/4)
Bovinos 4 0 % (0/4) 100 % (4/4)

Tabla 5. Mamiferos seropositivos para anticuerpos contra Leishmania spp. y Trypanosoma spp.

Mamiferos Leishmania spp Trypanosoma spp Interpretacion
Roedor 8 Negativo 1/32 + Trypanosoma spp.
Roedor 10 1/32 Negativo + Leishmania spp
Roedor 11 Negativo 1/32 + Trypanosoma spp.
Equino 2 Negativo 1/32 + Trypanosoma spp.
Equino 3 1/64 1/32 + tripanosomatideos
Equino 4 1/64 1/64 + tripanosomatideos
Canino 1 1/64 Negativo + Leishmania spp
Canino 4 1/64 Negativo + Leishmania spp
Bovino 1 Negativo 1/64 + Trypanosoma spp.
Bovino 2 Negativo 1/64 + Trypanosoma spp.
Bovino 3 Negativo 1/128 + Trypanosoma spp.
Bovino 4 Negativo 1/128 + Trypanosoma spp.

Nota. signo mas (+) es IFI positiva.
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De los 11 roedores evaluados por IFI, el 9. 09% (1/11) present6 titulos de anticuerpos frente a
Leishmania spp. a una dilucion del suero 1:32 (IFI positivo). La muestra del roedor seropositivo
fue de R. rattus, no presento reactividad con los antigenos totales de los parasitos del género
Trypanosoma. En los equinos (Tabla 5) la seropositividad fue del 50% (2/4), asimismo, estos
individuos también fueron reactivos en la IFI diferencial con antigenos de Trypanosoma spp.

En los caninos evaluados, el 50 % (2/4) fueron seropositivos frente a Leishmania spp., en contraste,
ninguno mostrd reactividad contra antigenos de Trypanosoma spp.

Los bovinos en su totalidad no presentaron reactividad a titulos 1:32 por lo que no se consideraron
seropositivo, ya que esta fue solo a titulos de 1:16, en cambio, el 100% de los mismos si fueron

seropositivos frente a Trypanosoma spp., con titulaciones por encima de 1:64.

6.4. ldentificacion genética las especies de parasitos tripanosomatideos a partir de

muestra sanguinea de mamiferos y flebotomineos no ingurgitados.

6.4.1. Amplificacion de la region conservada del minicirculo del kinetoplasto de los
parasitos tripanosomatideos mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR).

Luego de realizar la PCR con los cebadores 13A - 13B y visualizar los productos mediante

electroforesis (Fig. 13), se pudo observar la banda de aproximadamente 120 pb en muestras

de bovinos (4/4, 100%), caninos (4/4, 100%), equinos (4/4, 100 %), roedores (10/11, 90.90

%), zarigleyas (7/9, 77.7 %) y 0sos perezosos (2/2, 100 %). Los resultados de la

visualizacion de los productos de la PCR en los flebotomineos se observan en la tabla 6.
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En el cual el 75.6% de los grupos de insectos hembras conformados mostraron la banda

esperada, considerando que por lo menos un espécimen de cada grupo estaba infectado.

MPM 8Z 9Z 10Z 23Z 24Z 252 C +C1

120 pb

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa del ADNk de tripanosomatideos.
El fragmento esperado corresponde con lo observado en los amplicones de 120 pb amplificados por PCR con los
cebadores 13A y 13B. (MPM) marcador de peso molecular, (8Z) muestra negativa, (9Z-25Z) muestras positivas,

(-C) control negativo, (+C1) control positivo, ADN de Le. guyanensis.

Tabla 6. Especies de flebotomineosy resultados de PCR de los minicirculos de kinetoplasto con el propésito

de detectar parasitos del género Leishmania.

Flebotomineos Nq. de No. de grupos No. de grupos con la Frecugpcia de
especimenes formados banda esperada infeccion (%)
Lu. evansi 158 19 14 73,68
Lu. panamensis 22 8 6 75
Lu. c. cayennensis 14 5 3 60
Lu. gomezi 6 5 4 80
Lu. dubitans 2 2 2 100
Lu. rangeliana 2 2 2 100
Total 204 41 31 75,6
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6.4.2. Caracterizacién genética de los pardsitos tripanosomatideos mediante
secuenciacion y analisis filogenético de la region conservada de los minicirculo
del Kinetoplasto.

Con el objetivo de caracterizar genéticamente la especie de parasito infectante, se llevo a

cabo un proceso de secuenciacion en ambos sentidos de los amplicones obtenidos por PCR

del minicirculo del kinetoplasto. En total se escogieron 31 muestras que exhibieron bandas
que en la electroforesis presentaron buena intensidad, también se tuvo en cuenta que
representaran a todas las especies analizadas en el estudio. Luego de la secuenciacion y la
edicion de los electroforegramas se obtuvieron 31 secuencias consenso de 115 pb, las
cuales fueron alineadas con 12 secuencias de nucleétidos de la region conservada de los
minicirculos del kinetoplasto de siete (07) especies de paréasitos del género Leishmania.

Puesto que los resultados preliminares obtenidos con la herramienta Blast, indicaron que

se trataba de especies de este taxon.

A partir de la topologia del arbol filogenético se pudo apreciar que las secuencias

recuperadas tanto de insectos como de mamiferos se agruparon con especies del complejo

Le. donovani (cuadro amarillo en la figura 14), cuyo unico representante en Américaes Le.

Infantum, teniendo en cuenta los altos valores de soporte de rama (95%) se puede inferir

que las secuencias nucleotidica recuperadas corresponden a Le. infantum.
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Figura 14. Analisis filogenético de la region conservada del minicirculo del kinetoplasto de las especies del

género Leishmania.

El andlisis se realizo a partir de 43 secuencias de nucleotidos, en total se analizaron 115 posiciones, el modelo de

sustitucion nucleotidica que mejor se ajusta a la diversidad observada fue Jukes-Cantor 1969 (JC69), el método usado
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para hacer la reconstruccién filogenética fue maxima verosimilitud y se llev6 a cabo en el programa Geneious®

Version 9 (Kearse et al., 2012).

Tabla 7. Cddigos asignados por GenBank a los fragmentos de la regién conservada de los minicirculos del

kinetoplasto de Le. infantum junto con sus hospederos.

m Hospeders 0o regitro
LECSSAMI Lu. evansi Le. infantum MK531857
LECSSAM2 Lu. evansi Le. infantum MKS531858
LECSSAM20 Lu. evansi Le. infantum MK531859
LECSSAM25 Lu. evansi Le. infantum MKS531860
LECSSAM33 Lu. evansi Le. infantum MK531861
LGCSSAMI18 Lu. gomezi Le. infantum MEK531862
LGCSSAM34 Lu. gomezi Le. infantum MK531863
LGCSSAMA47 Lu. gomezi Le. infanrum MK531864
LGCSSAMS2 Lu. gomezi Le. infantum MKS531865
LPCSSAMG6 Lu. panamensi Le. infantum MK531866
LPCSSAM24 Lu. panamensi Le. infantum MKS531867
LPCSSAM26 Lu. panamensi Le. infantum MEK531868
LPCSSAM38 Lu. panamensi Le. infantum MKS531869
LPCSSAM32 Lu. panamensi Le. infantum MKS531870
LRCSSAMI19 Lu. rangeliana Le. infantum MKS531871
LDCSSAM31 Lu. dubitans Le. infantum MKS531872
LCCSSAMG60 Lu. ¢. cavennensis Le. infantum MK531873
LCCSSAMSI1 Lu. c. cavennensis Le. infantum MK531874
LCCSSAMS6 Lu. ¢. cavennensis Le. infantum MK531875
BVCSSAMI2 B. variegatus Le. infantum MKS531876
BVCSSAM33 B. variegatus Le. infantum MKS531877
EACSSAMY7 E. asinus Le. infantum MKS531878
EACSSAM17 E. asinus Le. infantum MK531879
BICSSAM14 B. indicus Le. infantum MEK531880
BICSSAM13 B. indicus Le. infantum MK531881
CFCSSAM2 C. familiaris Le. infantum MKS531882
CFCSSAMS C. familiaris Le. infantum MKS531883

DMCSSAM24 D. marsupialis Le. infantum MK531884
DMCSSAM30 D. marsupialis Le. infantum MK531885
RODCSSAM22 Z. brevicauda Le. infantum MK531886
RODCSSAMI11 R. rattus Le. infantum MK531887
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6.5. Estimacion de frecuencia de infeccion con Leishmania spp. en vertebrados y
flebotomineos.

En todas las especies del género Lutzomyia capturadas en La Negra se encontr6 Le. infantum,

dentro de estas, Lu. evansi present6 una frecuencia minima de infeccion del 3,2% (tabla 8), valor

que es menor que el obtenido para Lu. panamensis o Lu. c. cayennensis y otros flebotomineos

evaluados.

Tabla 8. Frecuencia minima de infeccion con Le. infantum en flebotomineos de Sampués.

No. de No. grupos No. de grupos Frecuencia
Flebotomineos A ) ' . minima de
especimenes formados secuenciados . L
infeccion (%0)
Lu. evansi 158 19 5 3.2
Lu. panamensis 22 8 5 297
Lu. c. cayennensis 14 5 3 214
Lu. gomezi 6 5 4 66.6
Lu. dubitans 5 2 1 50
Lu. rangeliana 5 5 1 50
Total 204 41 19

Respecto a los mamiferos, los resultados mostraron infeccién con la misma especie de parasito
encontrada en los insectos (tabla 9), resaltando en ellos a los caninos y a las zarigiieyas los cuales

estan incriminados como los reservorios domésticos y sinantrépicos-silvestres, respectivamente.

Tabla 9. Frecuencia de infeccidn con Le. infantum en mamiferos de Sampués.

Vertebrados Especie No,. de No. de muestras _ Tas_g de
especimenes secuenciadas infeccion (%)

Caninos C. familiaris 4 2 50

Equinos E. asinus 4 2 50

Bovino B. indicus 4 2 50
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Zarigleyas D. marsupialis 9 2 22,2

R. rattus 8 1 12,5

Roedores
Z. brevicauda 3 1 33,3
Perezosos B. Variegatus 2 2 100
Total 7 especies 34 12 35,3
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DISCUSION

En el presente trabajo se encontrd evidencia entomoldgica que indica la presencia de insectos
infectados con Le. infantum en el domicilio y sus alrededores, con un vinculo epidemioldgico con
animales domésticos, sinantrépicos y silvestres, soportado por las fuentes de ingesta.
Adicionalmente, el hallazgo de material genetico de Le. infantum en los animales domésticos y
sinantropicos sugiere un flujo de los parasitos desde los relictos de bosque hacia el domicilio, lo
que sugiere la existencia de un nuevo ciclo doméstico rural de leishmaniasis visceral en el

corregimiento de Sabanas de La Negra, Sampués, Sucre.

En primer lugar, en términos de diversidad, dentro las seis especies encontradas en Sabanas de La
Negra, Lu. evansi fue el flebotomineo encontrado en mayor abundancia, lo cual es coherente con
el tipo de foco caracterizado; este insecto esta incriminado como el vector principal de Le. infantum
en el Caribe Colombiano (Cortés Aleman et al., 2009; Bruno L. Travi et al., 1996), y se ha sugerido
que este flebotomineo podria participar en el mantenimiento del ciclo epidemioldgico de la
leishmaniasis cutanea, en el norte del pais (Bejarano et al., 2012). La abundancia de Lu. evansi en
la zona estudiada en Sabanas de La Negra (82.9 %), mostré una tendencia similar a otras areas
muestreadas de la region Caribe, donde esta especie de flebotomineo representa la mayoria de
insectos colectados, con porcentajes de captura que puede llegar a 97,2% (Cortés Aleman et al.,
2009; Cortés & Fernandez, 2008; Luis E. Paternina et al., 2016; A. Pérez-Doria et al., 2008;
Romero et al., 2013).

Los insectos Lu. panamensis y Lu. gomezi encontrados en porcentajes de 9.8% y 1.8%
respectivamente, exhiben al igual que Lu. evansi tendencias antropofilicas (Cortés Alemén et al.,

2009), ademas, tienen una amplia distribucion en la costa Caribe, por ejemplo, en areas rurales
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periurbanas y urbanas del municipio de Sincelejo, donde, Lu. panamensis y Lu. gomezi se
encontraron con frecuencias del 19.1% y 10.5%, respectivamente (Bejarano et al., 2002; Lambrafio
Cruz et al., 2012); epidemioldgicamente estos flebotomineos estan implicados en la transmision
de la LC, actuando como posibles vectores de los parasitos causantes de esta forma de la
enfermedad, como Le. braziliensis en Venezuela y Le. panamensis en Panam4, asimismo en
Colombia estos flebotomineos fueron incriminados como vectores de Le. panamensis en el
departamento de Boyacéa (Christensen et al., 1983; Sandoval et al., 2014; Santamaria et al., 2006;
Vasquez-Trujillo et al., 2008).

Dada la mencionada relacion de Lu. panamensis y Lu. gomezi con Le. panamensis en otras areas
geogréficas del pais, se pone de manifiesto que en el municipio de Sampués se ha informado la
presencia de Le. panamensis en aislados clinicos de personas diagnosticas con LC (L. P. Martinez
et al., 2010), lo que representa un riesgo latente en la trasmision de este parésito en el area
estudiada, dada la posible movilidad de personas infectadas con Le. panamensis a este
corregimiento y la presencia de mamiferos incriminados como potenciales reservorios de Le.
panamensis como los perezosos de las especies C. hoffmanni y B. variegatus (Mufioz-garcia et al.,

2019; Organizacion Mundial de la Salud, 2010).

Lu. c. cayennensis, Lu. rangeliana y Lu. dubitans, fueron encontradas en bajo porcentaje, 4.3 %,
0.6 % y 0.6 % respectivamente; la abundancia de los anteriores flebotomineos, es similar a los
registrados en estudios llevados a cabo en el municipio de Sincelejo, donde se les capturo en bajo
porcentaje (Bejarano et al., 2002; A. J. Pérez-Doria et al., 2006); por otro lado, a Lu. c. cayennensis
se le ha encontrado frecuentemente sobre las paredes al interior de las viviendas, y en grandes
densidades pueden atacar a los humanos (James Montoya-Lerma & Ferro, 1999), asimismo, a Lu.

dubitans también se le ha encontrado picando a los humanos, aun asi, a los anteriores
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flebotomineos no se les ha implicado en la epidemiologia de la leishmaniasis y por ello no tienen

importancia médica (Cortés & Fernandez, 2008).

En cuanto al conocimiento de la actividad nocturna de los flebotomineos del género Lutzomyia,
asociados a la aparicion del primer brote de leishmaniasis visceral en Sabanas de La Negra, se ha
planteado que este conocimiento es indispensable para el disefio de las medidas de control vectorial
de la enfermedad, en este sentido se encontrd que los insectos presentaron un periodo de actividad
en aumento desde las 18:00 hasta las 23:00 con su maxima actividad en esta Gltima hora, a partir
de la cual el numero de insectos capturados fue decreciendo, datos que son similares a los
registrados en el municipio del Carmen de Bolivar, departamento de Bolivar (Cortés & Fernandez,
2008); por otro lado, la actividad de los flebotomineos en Sabanas de la Negra, presenta leves
variaciones en relacion al domicilio, en tal caso el maximo pico de actividad en el interior del
domicilio fue a las 23:00 horas, similar al peridomicilio, mientras en el extradomicilio el pico mas
alto fue a las 22:00, una hora antes; en este periodo de tiempo el riesgo para los humanos y animales
que estan presentes en las viviendas y sus alrededores es mayor, por lo que se recomienda el uso
de prendas de vestir y repelentes que reduzcan el contacto humano-vector; asi mimo, el uso de
toldillos con insecticidas podria tener algun efecto protector, puesto que los infantes son enviados

a dormir a partir de las ocho de la noche aproximadamente.

Por otro lado, en este estudio se observd que variables ambientales como la temperatura y la
humedad relativa, durante los tres dias de muestreo, no presentaron una correlacion con la
actividad nocturna de los flebotomineos, esta observacion, es similar a lo informado por un estudio
realizado en el departamento de Boyaca (D. Martinez et al., 2018); sin embargo, la asociacion de
la abundancia de los flebotomineos podria variar por cambios ambientales mas notables, generados

por las temporadas de alta precipitacion que se presentan durante un afio, como lo dieron a conocer
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estudios realizados en el departamento de Bolivar y Cundinamarca, donde si encontraron una
correlacion significativa entre variables climéticas y la abundancia mensual de los flebotomineos

(Cortés & Fernandez, 2008; Ferro et al., 2015).

En cuanto a la frecuencia de uso de vertebrados como fuente de ingestas sanguineas de los insectos
del género Lutzomyia, se encontrd el uso de tres de las cinco especies de animales domésticos
analizadas y presentes en el area, entre los cuales, los bovinos fueron los mas frecuentes en Lu.
evansi con 85.7 %, incluyendo las ingestas mixtas, le siguié los caprinos en un 28.57 % y por
altimo los caninos con una frecuencia de uso de 14,28 %. Estos hallazgos son consistentes con los
resultados de investigaciones realizadas en el departamento de Sucre, en el que los bovinos (B.
taurus) son la principal fuente de sangre para estos insectos (Luis E. Paternina et al., 2016;
Paternina Tuiran, 2012); asi mismo, en el departamento de Bolivar y Cordoba se encontro a Lu.
evansi usando principalmente animales domésticos como fuentes de alimento como los caninos
(C. familiaris), bovinos (B. taurus), porcinos (S. scrofa), ovinos (O. aries) y aves de corral (Gallus
gallus), y al igual que lo encontrado en Sucre, en estas investigaciones Lu. evansi también tomd
como fuente de alimento a humanos (Gonzélez et al., 2018; L. Martinez, 2018). Las similitudes
observadas entre estos estudios, revelan un comportamiento ecléctico que le permite a Lu. evansi,
aprovechar los ambientes modificados por el hombre, como lo siguieren otros estudios

relacionados en habitad (Bruno L. Travi et al., 2002).

El 42.8% (6/14) restante de los especimenes de Lu. evansi, Lu. panamensis y Lu. dubitans que
fueron encontrados alimentados, y en los que no fue posible determinar la fuente de la ingesta,
puede ser atribuido a la posible alimentacion de otros vertebrados presentes en la zona de estudio
y que no fueron incluidos en la PCR mdltiple como perezosos, zarigueyas, murciélagos, gallinas

entre otros animales.
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El papel de los animales domésticos en la epidemiologia de la leishmaniasis visceral, solo es bien
conocido para los caninos, quienes estan incriminados como los principales reservorios domésticos
de Le. infantum (Gharbi et al., 2015; Organizacion Panamericana de la Salud, 2019b; Ramirez et
al., 2016; Reale et al., 1999; Rivero Rodriguez et al., 2018; Tovar A & Yasnot A, 2017; Zambrano-
Hernandez et al., 2015), mientras que el papel de los bovinos y caprinos aln no esta claro, sin
embargo, algunos estudios realizados fuera del territorio colombiano han encontrado a bovinos y
caprinos infectados naturalmente con Le. infantum y plantean la posibilidad que estos animales
puedan ser potenciales reservorios de este parasito, no obstante, aclaran que es necesario
determinar si estos animales son infectivos para los flebotomineos, para poder incriminarlos como
reservorios del parasito (Gao et al., 2015; Han et al., 2018; Paix&o-Marques et al., 2019; Singh et

al., 2013).

En cuanto a la seroprevalencia de la enfermedad en los vertebrados, la seropositividad del 50%
(2/4) obtenido en los caninos de Sabanas de La Negra, fue coherente con lo observado en estudios
realizados en areas rurales del departamento de Sucre, en los municipios de Sincelejo, Sampués y
Ovejas, con una seroprevalencia que va del 55.5 % al 72 %; estos resultados permiten confirmar
la importancia de C. familiaris en los ciclos de transmision de Leishmaniasis visceral en el

departamento (Paternina Tuiran et al., 2016).

Para el caso de los roedores, fue posible determinar una seroprevalencia de anticuerpo contra
Leishmania spp. de 12,5% (1/8) en R. rattus, (en la que se descarto reaccion cruzada con parasitos
del género Trypanosoma mediante IFI diferencial), lo cual es consistente con estudios previos

realizados en el municipio de Ovejas, en el que también se encontraron anticuerpos contra
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Leishmania spp., en R. rattus, en un porcentaje de 4,34% (1/23) (Canchila Mufioz & Contreras
Gomez, 2016), de igual forma, estos resultados son coherentes con los obtenidos en Chipre, donde
se hallé una prevalencia de anticuerpos contra Le. infantum del 11,2% (17/152) en esta especie de
roedor (Psaroulaki et al., 2015). La especie R. rattus es considerada como reservorio de parasitos
del género Leishmania (Organizacion Panamericana de la Salud, 2019b). Estos mamiferos no solo
se les ha encontrado infectados con Leishmania spp., sino que también son infectivos para los
flebotomineos incriminados como vectores; ademas, pueden mantener la infeccidn en ausencia de
los caninos (Ferreira et al., 2015; Millan et al., 2014). Lo cual representa un riesgo para la zona

bajo estudio.

Los resultados negativos obtenidos en las pruebas serolégicas de los bovinos, contrastan con lo
observado en otros paises como Bangladesh y Sudan, donde si detectaron anticuerpos contra
parasitos del género Leishmania con valores de seroprevalencia del 9.4% (13/138) y del 21.4%,
respectivamente (Alam et al., 2011). A pesar de los resultados serologicos negativos, los bovinos
en Sabanas de la Negra, fueron hallados infectados con Leishmania spp mediante métodos
moleculares, lo que podria indicar una infeccion reciente. Aunque los bovinos, se encuentran
dentro de los animales que hacen parte de los escenarios de transmision de la leishmaniasis, son
mamiferos en los que poco se ha estudiado la infeccion, aun asi, algunos investigadores han
sugerido que estos animales podrian participar en el ciclo epidemiologico de la leishmaniasis y no
se debe descarta a priori su posible participacion, pues los resultados de las fuentes de ingesta
indican que sirven de soporte a las poblaciones de insectos vectores (Alam et al., 2011; Bern,
Courtenay, & Alvar, 2010; Svobodova et al., 2009) y en el viejo mundo se ha aislado Le. siamensis

(Lobsiger et al., 2010)
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El hallazgo de equinos (asnos) que presentaron anticuerpos contra los parasitos del género
Leishmania (n:2/4), es coherente con lo hallado en &reas donde circula Le. infantum en Italia y
Portugal, donde se sugiri6 que estos animales podrian tener participacion en la transmision de la
leishmaniasis como potenciales reservorios de Leishmania spp (Nardoni et al., 2019; Rodrigues et
al., 2019), en contraste a lo anterior, investigadores en Brasil plantearon que los burros no serian
un importante reservorio en la transmision de la leishmaniasis visceral, luego de haber infectado
experimentalmente a estos mamiferos con parasitos de la especie Le. infantum y no ser infectivos
para Lu. longipalpis (Cerqueira et al., 2003). Cabe resaltar que los asnos de la zona bajo estudio,
no solo presentaron anticuerpos contra el parasito, sino que fue posible la deteccidn del parasito
en sangre, esto sumado a los resultados de fuentes de ingesta sanguinea de Lu. evansi (Luis E.
Paternina et al., 2016), sugiere que estos mamiferos podrian tener un papel en la epidemiologia de

la enfermedad y deberia ser motivo de futuros estudios.

Los resultados serologicos encontrados en los dos equinos de Sabanas de la Negra, quedarian
indefinidos sin la implementacion de otros métodos diagnosticos como los moleculares, ya que las
dos muestras que resultaron positivos contra Leishmania spp en titulaciones de 1:64 también
fueron reactivas contra antigenos de Trypanosoma spp., con titulaciones similares, por lo que
podriamos suponer una reaccion cruzada o que en los equinos analizados estaria ocurriendo una
coinfeccion con ambos tripanosomatideos; esta ultima posibilidad, es apoyada por el hallazgo de
por lo menos tres especies de parasitos del género Trypanosoma: T. cruzi, T. theileri y T. rangeli
en la zona de estudio (datos no publicados, Investigaciones Biomédicas). Lo que resalta la
importancia de combinar las técnicas serologicas y las herramientas de biologia molecular para la

vigilancia epidemioldgica de estos paréasitos.
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Los resultados del anélisis filogenético permitieron establecer que Le. infantum fue la especie
infectante en los flebtomineos y en los mamiferos, esto es consistente con la etiologia del caso de
leishmaniasis visceral que se presentd en el corregimiento durante el segundo semestre de 2016 y
confirmaria que se trata de un caso autoctono, puesto que en la zona se encuentran todos los actores
epidemioldgicos necesarios para explicar la aparicion del caso, con base en esto se plantea la

existencia de un ciclo doméstico rural que involucra a los animales silvestres.

En cuanto a la frecuencia de infeccion con Le. infantum en los flebotomineos, se encontrd una
frecuencia minima del 3.2 % en Lu. evansi, lo que concuerda con estudios entomoldgicos
realizados en el departamento de Coérdoba, donde se registraron unos porcentajes que varian de
0.03% y 0.42%, en San Andrés de Sotavento, &reas donde la LV es endémica y donde Lu. evansi
presento una abundancia del 93%; de igual forma los resultados aqui suministrados, son similares
a otras areas del departamento de Cordoba como el municipio de Sahagun, donde se registro una
tasa de infeccion de 0.22% (Gonzalez et al., 2018; J. Montoya-Lerma et al., 2003). En areas donde
la LV es endémica en Venezuela, se han registrado porcentajes de infeccion que varian de 0.15 %
a 0.23%, datos que refuerzan el papel de este flebotomineo en la epidemiologia de la enfermedad

(Feliciangeli et al., 1999; J. Montoya-Lerma et al., 2003).

El hallazgo de infeccion natural con Le. Infantum en Lu. panamensis y Lu. gomezi sugiere que
estos flebotomineos podrian estar implicados en el mantenimiento del ciclo epidemioldgico de la
enfermedad en la zona de estudio. Esta idea es apoyada por la amplia distribucion que presentan
en el territorio colombiano, y sus tendencias antropofilicas y endofilicas; a diferencia de lo
encontrado en Sabanas de La Negra, a Lu. panamensis y Lu. gomezi, se les ha encontrado

infectadas naturalmente con flagelados causantes de leishmaniasis cutanea en Colombia y en otros
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paises de América, por lo que ha sido implicado en la epidemiologia de esta forma de la
enfermedad (Cortés & Fernandez, 2008; Gonzélez et al., 2018; Gutiérrez et al., 2014; Santamaria
et al., 2006), aunque estos flebotomineos, pueden sostener la infeccion de flagelado causantes de
LC, no hay registros de infeccion con Le. infantum en estas especies de Lutzomyia en el pais, razén

por la cual este constituye el primer registro de este patdgeno en estos vectores.

El hallazgo de Le. infantum en Lu. c. cayennensis, con una frecuencia minima de infeccion del
21.4%, contrasta con lo registrado en la costa norte de Colombia, en donde, se le ha encontrado
infectado con Le. panamensis en el departamento de Cérdoba (Gonzalez et al., 2018), asimismo,
en los Montes de Maria y San Andrés de Sotavento, estos flebotomineos se han descrito con otros
parasitos tripanosomatideos no identificados (Suljey Cochero et al., 2007; Cortés Aleman et al.,
2009; J. Montoya-Lerma et al., 2003; Bruno L Travi et al., 1996). Por lo tanto, este flebotomineo
tendria una amplia capacidad de infectarse con varias especies de tripanosomatideos, y
eventualmente podria participar el mantenimiento del ciclo zoonético de estos paréasitos, puesto

que fueron capturados en el extradomicilio.

La captura de dos especimenes de Lu. dubitans, es coherente con otras investigaciones, en las
cuales se le ha encontrado en bajo nimero de individuos en zonas rurales y urbanas del Caribe
Colombiano (Hoyos et al., 2009; A. J. Pérez-Doria et al., 2006; Santander et al., 2006). Por otro
lado, aungue a Lu. dubitans se le ha encontrado picando a los humanos, este flebotomineo no se le
ha registrado infectado con parasitos del género Leishmania y tampoco esta incriminado en la
transmision de la leishmaniasis (Angulo et al., 2013; Cortés & Fernandez, 2008; A. J. Pérez-Doria
et al., 2006). Por lo tanto, estos resultados constituyen el primer hallazgo de Le. infantum en esta
especie, por lo tanto, su presencia y papel en el ciclo epidemioldgico de la leishmaniasis deber ser

motivo de futuras investigaciones.
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Lu. rangeliana, con dos especimenes colectados en Sabanas de La negra, al igual que Lu. dubitans,
muestra coherencia con los estudios realizados en otras zonas del Caribe colombiano, en donde
también se ha encontrado en bajo nimero de individuos (Angulo et al., 2013; Gonzéalez et al., 2018;
Lambrafio Cruz et al., 2012; A. J. Pérez-Doria et al., 2006); aunque no encontré evidencia de
infeccion con Leishmania spp., estos flebotomineos en Venezuela, presentan antecedentes de
infeccién con paréasitos del género Leishmania spp., pero aun asi, no se les presta importancia
médica (Ardila et al., 2019; Bonfante-Garrido et al., 1999; Estrada et al., 2015), por lo cual su

papel podria estar desestimado.

La prevalencia de infeccion con Le. infantum en caninos de Sabanas de La Negra del 50% (2/4),
es consistentes con el historial epidemiolégico de los caninos como reservorios, y los han
catalogado como el reservorio domestico méas importante de este flagelado, tanto en areas urbanas
como rurales (Belo et al., 2013; Gavgani et al., 2002; Guhl F Restrepo M Angulo V Antunes C
Campbell-Lendrum D et. Al, 2005; Organizacion Panamericana de la Salud, 2019b). ademas, es
coherente con estudios previos realizados en Sucre, en municipios como Sincelejo, Ovejas y
Sampués, donde encontraron prevalencias de la infeccion con Leishmania spp., con porcentajes
que van desde 11.1 % al 35.7 %; en el caso puntual de Sampués, el estudio fue realizado en Escobar
Arriba, un corregimiento contiguo a Sabanas de La Negra, y en el que no se discrimind la especie
infectante (Paternina-gomez et al., 2013). Estas prevalencia se puede atribuir a que los caninos
residentes en areas rurales permanecen la mayor parte del tiempo en el exterior de las viviendas,
principalmente durante la noche, debido al papel que cumplen como guardianes de cultivos y de

otros animales domeésticos (Paternina-gémez et al., 2013).
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La prevalencia de infeccion con Le. infantum de 22.2% en D. marsupialis hallada en Sabanas de
La Negra, es consistente con el papel atribuido a este pequefio mamifero, catalogado como el
principal reservorio silvestre de Le. infantum (Organizacion Panamericana de la Salud, 2019b;
Roque & Jansen, 2014), asimismo, es coherente con lo registrado en areas donde la LV es
endémica en Colombia en donde los porcentajes de infeccion con este parasito varia de 9.5% a
32%, rango en el que se encuentran los resultados aqui plasmados, provenientes del corregimiento
estudiado en Sampués (Araujo Carreira et al., 2017; Quinnell et al., 2009; B. L. Travi et al., 1994;
B.L. Travi et al., 1998; van der Meide et al., 2007) Ademas, la importancia en Colombia de D.
marsupialis como reservorio de Le. infantum, radica en que este mamifero se ha encontrado con
altos porcentajes de infeccidn con este paréasito; es atractivo para Lu. evansi (B. L. Travi et al.,
1994) e infectivo para estos flebotomineos (Adler et al., 2003); asimismo, se encuentran en
abundancia en los focos de leishmaniasis visceral en el norte del pais y es altamente adaptable a
habitas peri-domiciliares, lo que le confiere la capacidad de movilizar al parasito de ciclos
selvaticos a ciclos domestico rurales o urbanos, donde estan presente los vectores, representando
con ello un riesgo en la trasmision de la leishmaniasis visceral (Araujo Carreira et al., 2017; Carlos
et al., 2012; Cortazar et al., 2015; Roque & Jansen, 2014; B.L. Travi et al., 1998; Bruno Travi,
2000). Se plantea que eventualmente, estas poblaciones pudieron introducir los parasitos al

ambiente domiciliar, dado sus habitos sinantrépicos y la presencia de vectores en el domicilio.

Entre los roedores capturados en Sampués, se encontrd Z. brevicauda, con una prevalencia de
infeccion de 33.3 % (1/3), éste es un roedor previamente registrado en el departamento de Sucre
(Blancoetal., 2012; B. L. Travi et al., 1998); los reportes de Z. brevicauda infectados naturalmente
con flagelado del género Leishmania son escasos y exploraciones realizadas en Colosé en el

departamento de Sucre y San Andrés de Sotavento en Cordoba no lograron encontrar estos
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roedores infectados con Le. infantum, del mismo modo, en otra exploracion observaron que los
flebotomineos como Lu. evansi, presentaron un menor éxito de alimentacion a diferencia de otros
pequefios mamiferos como D. marsupialis, por lo que los investigadores sugirieron que es poco
probable que estos roedores tengan mayor importancia en la transmision de la LV en la region
(Adler et al., 2003; B. L. Travi et al., 1998). Fuera de los limites de Colombia, ha hallado a los
roedores Z. brevicauda infectados con otras especies de Leishmania como Le. mexicana y Le.
pifanoi en Venezuela (Reyes & Arrivillaga, 2009). Dicho lo anterior, podemos decir que, este
estudio es el primero en registrar deteccion molecular de Le. infantum en Z. brevicauda en el pais

y que estos podrian ser hospederos accidentales.

Rattus rattus, otro roedor encontrado en Sabana de La Negra, con una prevalencia de infeccion
con Le. infantum de 12.5 % (1/8). Es un roedor sinantrépico y que se le incrimina como reservorio
de Le. braziliensis en paises de América incluyendo a Colombia (Alexander et al., 1998;
Organizacion Panamericana de la Salud, 2019b). El hallazgo local presentado, concuerda con lo
registrado en otros paises suramericanos como Brasil y Venezuela, donde los porcentajes de
infeccion varian de 0.05 — 10% (Caldart et al., 2017; Quinnell et al., 2009; Roque & Jansen, 2014;
State et al., 2017; Viettri et al., 2018), de igual forma, la presencia de Le. infantum en R. rattus,
también se ha registrado en paises europeos como Espafia, Italia y Portugal, donde han encontrado
prevalencias de infeccion entre el 15.5% y 45%, lo que ha permitido sugerir que R. rattus podria
ser un potencial reservorio de este parasito, a esto hay que agregarle que son roedores hallados en
abundancia, son infectivos para vector del parasito y pueden mantener la infeccion en ausencia del
perro (Di Bella et al., 2003; Gradon et al., 1983; Helhazar et al., 2013; Millan et al., 2014; Navea-
Pérez et al., 2015). la prevalencia de infeccion con Le. infantum de 12.5% (1/8) informada en este

estudio, es el primer registro en el que se identifica este patdgeno en estos roedores en el
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departamento de Sucre. Estos datos pueden sugerir que R. rattus podrian estar desempefiando un

papel en la epidemiologia de la LV, en la zona de estudio.

Los resultados de la prevalencia de infeccion con Le. infantum en Bradypus variegatus fueron del
100% (2/2), esto contrastan con los antecedentes registrados en la literatura que infeccién con
especies del género Leishmania implicadas en la etiologia de la LC, como: Le. braziliensis y Le.
panamensis, en Costa Rica y Panama, simultdneamente; hasta la presente no hay registros de estos
perezosos infectados naturalmente con Le. infantum, por lo tanto, este estudio presenta por primera
vez deteccién molecular de Le. infantum en B. variegatus, con lo cual se sugiere que estos animales
podrian estar desempefiando un papel en la epidemiologia de la enfermedad en la zona (Alexander
et al., 1998; Lainson, 1997; Mufioz-garcia et al., 2019; Organizacion Mundial de la Salud, 2010;

Organizacion Panamericana de la Salud, 2019b; Pineda et al., n.d.; Reyes & Arrivillaga, 2009).

La prevalencia de infeccion con Le. infantum en E. asinus del 50% (2/4), es el primer registro de
deteccion molecular de Le. infantum en asnos en Colombia; este hallazgo es similar con lo
encontrado en China en donde identificaron molecularmente a Le. infantum en E. asinus, con una
prevalencia de 21.62% (8/37), y que motivo a los investigadores a sugerir que E. asinus puede ser
un potencial reservorio de estos parasitos en la zona de estudio (Gao et al., 2015); Por otro lado,
en la costa Caribe, se ha encontrado a Lu. evansi, el flebotomineo predominate en la region, usando
a E. asinus como fuentes de ingesta (Luis E. Paternina et al., 2016), lo que permite sugerir, que
estos mamiferos podrian estar desempefiando un papel en la epidemiologia de la LV en la zona de

estudio.
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La presencia de Le. infantum en bovinos, con una prevalencia de infeccion de 50% (2/4), es similar
a recientes estudios realizados en Brasil, en donde se detectd molecularmente el material genético
de Le. infantum, a partir de sangre periférica de estos mamiferos (Vioti et al., 2019), paralelo a ello
en Brasil, también se dio a conocer, el primer aislamiento de Le. infantum a partir de sangre
periférica de bovinos, en un area donde la leishmaniasis visceral es endémica (Paixdo-Marques et
al., 2019), estos hallazgo evidencian una infeccion parasitolégicamente activa puesto que la
persistencia del material genético de Leishmania spp. en el sistema circulatorio de un vertebrado
es de aproximadamente 24 horas, y se ha sugerido que tener una PCR positiva o un hemocultivo,
es un buen indicador de una infeccion activa o reciente (Gao et al., 2015). Con base en los
resultados aqui presentados, en donde se detecté y caracterizO el parasito a partir de sangre
periférica de bovinos (B. indicus), y se evidencié que estos mamiferos son usados con alta
frecuencia como fuente de sangre por Lu. evansi, se sugiere que los bovinos podrian estar

desempefiando un papel en la epidemiologia de la LV en la zona estudio.

Finalmente hay que afirmar que la interaccion entre hospederos y parasitos es compleja,
multifactorial, circunstancial y dinamica, y por ello, el abordaje en el estudio de un foco deberia
ser lo més integral posible, ya que es necesario conocer los actores que estarian desempefiando un
papel en la epidemiologia de la enfermedad en un determinado lugar, como es el caso del
corregimiento de Sabanas de La Negra, donde mamiferos como las zariglieyas, roedores, bovinos,
equinos y perezosos, podrian conformar una red de animales que estarian colaborando con los
caninos en el mantenimiento del parasito bajo condiciones naturales, por lo tanto, seria conveniente
considerar la diversidad de los determinantes, que interactlan en la epidemiologia de la LV, a la

hora del disefio de los programas de vigilancia y control de la enfermedad por los organismos de
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Salud Publica, con el fin de tratar de minimizar el impacto negativo de esta parasitosis en la

comunidad.
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CONCLUSIONES
Lu. evansi es el flebotomineo con mayor abundancia en el foco de Leishmaniasis visceral
del corregimiento Sabanas de la Negra, Sampués, con una frecuencia de 82,9 %.
Las horas de mayor actividad de picaduras de insectos flebotomineos del género Lutzomyia
se encuentra entre las 19hrs y 23hrs de la noche.
Los bovinos, son los animales domésticos con mayor frecuencia de uso como fuente de
sangre por Lu. evansi.
Le. infantum se detect6 molecularmente en los flebotomineos de importancia medica
presentes en la zona (Lu. evansi, Lu. panamensi y Lu. gomezi), y en los mamiferos
domeésticos, sinantrépicos y silvestres evaluados en Sabanas de La Negra.
En Sabanas de La Negra existe un ciclo de transmisién doméstica rural, potenciado por la
presencia de vectores y reservorios domesticos y sinantropicos.

El corregimiento es zona de riesgo potencial para la transmision de leishmaniasis visceral.
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RECOMENDACION

Se recomienda la evaluacion de infectividad de los vertebrados que se encontraron

infectados con Le. Infantum para flebotomineos del género Leishmania presentes en la

costa Caribe colombiana.
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ANEXOS

ANEXO 01. CONSENTIMIENTO INFORMADO
TOMA DE MUESTRA

FECHA PERRO CABALLO
DD MM AAA A VACA BURRO

Identificacion del Animal:

Nombre: No. de muestra:
Direccion: Barrio/vereda: Municipio:
Apariencia del Animal Sano Enfermo

Sintomas Generales

Apatia Adelgazamiento Atrofia muscular
Visceromegalia Diarrea Sangrado

Curvatura de las ufias Alopecia Alteraciones oculares
Lesiones Cutaneas NO Sl NUMERO

Ubicacién de lesiones:

Yo, propietario del canino, acepto y autorizo para
que sean tomas las muestras necesarias para el estudio, sabiendo que dicho procedimiento no
representa ningun riesgo para la salud o vida del animal

FIRMA
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ANEXO 02. Tabla de comparacion de métodos basados en ADN, con otros métodos no basados en ADN en la deteccion, identificacion, discriminacion y

cuantificacion de especies de Leishmania (Akhoundi et al., 2017)

Deteccién de
Leishmania en

Identificacion

Discriminacién de Leishmania #2

Cuantificacion

Necesidad

odologia muestra clinica de Leishmania de Leishmania de Cultivo Sensibilidad Especificidad Costo Referencias
M S SG C S
PCR METHODS* S| S| + + + + + Sl NO XXX XX MEDIO Noyes et al., 1998
RAPD NO NO NO S| MEDIO Tibayrenc et al., 1993
. AFLP NO NO NO NO XX XXX MEDIO Kumar et al., 2010
Método basado
enPCR SNP NO NO + + + + + NO NO XXX XXX MEDIO Downing et al., 2012
MLMT NO NO NO NI XXX XXX MEDIO Kuhls et al., 2007
MLST NO NO + + + + + NO Sl XXX XXX MEDIO Ravel et al., 2006
Método OC-PCR Sl Sl + + + + + NO NO XXX XX MEDIO Basiye et al., 2010
basado en
ADN PCR-ELISA S| Sl + + + + + NO NO XX XXX MEDIO De Doncker et al., 2005
Métodos
POST-PCR PCR-HRM SI S| + + + + + NO NO XX XXX MEDIO Nasereddin and Jaffe 2010
PCR-RFLP S| Sl + + + + + NO NO XX XXX MEDIO Dweik et al., 2007
Sec“egecr']fs"’” de sl sl + + + + + NO NO XXX XXX MEDIO Van Eys et al., 1992
PFGE NO S| + NO Sl XX XX MEDIO Beverley, 1988
Métodos no
basados en NASBA NO SI NO NO XX XXX MEDIO Basiye et al., 2010
PCR
LAMP NO S| NO NO XXX XXX MEDIO Ghasemian et al., 2014
Examen
microscopico SI NO + Sl NO XX X BAJO Bensoussan et al., 2006
Cultivo de parasito si NO + NO sI X X MEDIO Castilla et al., 1995
In vitro
. . Gupta, 2011; Loria-
. Aislamiento en . .
ara,\giifjolgo?cos Animales St NO * NO NO X XX MEDIO and Ant?r::;lee-rl\alarvaez
p 9 experimentales !
2014
Métodos no _ Pruebasde si NO + NO NO XX XXX BAIO Sadeghian et al., 2013
diagnéstico dérmico
basado en
ADN
Xenodiagnostico S| NO + NO NO XX XXX MEDIO Sadlova et al., 2015
ELISA Sl NO + NO NO XX XX MEDIO Sundar and Rai 2002
Métodos IFAT SI SI + NO NO XXX XX MEDIO Figueiredo et al., 2010
serolégicos**
ICT Sl Sl + NO NO XX XX MEDIO da Silva et al., 2015




DAT Sl NO + NO NO XX XXX MEDIO Adams et al., 2012

Mancianti & Meciani,

CIE SI NO + NO NO X XX MEDIO
Western blot Sl Sl + + + + + NO NO XXX XXX MEDIO Gongalves et al., 2002
. MLEE NO Sl + + + + + NO S| MEDIO Rioux et al., 1990
Métodos
basados en
proteinas MALDI-TOF NO sI + + + + o+ NO sl COSTOSO Lixia et al., 2012

Nota. El asterisco (*) indica que incluye diferentes métodos de PCR, por ejemplo, PCR multiplex y anidada. **: basado en la deteccién de anticuerpos o antigenos
de especies de Leishmania. Deteccion de Leishmania ¥: capacidad para detectar el parasito Leishmaniaa nivel de género. Nimero de identificacion
de Leishmania: la identificacién de Leishmania se refiere a la capacidad de identificar una especie de Leishmania, mientras que la discriminacion se refiere a la
capacidad de identificar a todos o varios Leishmania especies sin "a priori". X: los grados de sensibilidad y especificidad estan dados por (X); X: bajo, XX: medio,
XXX: alto. o: Niveles de discriminacién manejables; G: Género, S: Seccién, SG: Subgénero, C: Complejo, S: Especie (Akhoundi et al., 2017).

Abreviaturas: RAPD (ADN polimorfico amplificado al azar); AFLP (polimorfismo en la longitud del fragmento amplificado); SNP (polimorfismo de un solo
nucledtido); MLMT ( tipificacién multilocus de microsatélites); MLST (tipificacién de secuencia multilocus); OC-PCR (Oligocromatografia-PCR); PCR-ELISA
(ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas); PCR-HRM (fusion de alta resolucion); PCR-RFLP (polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion); PFGE
(electroforesis en gel de campo pulsado); NASBA(amplificacion basada en secuencia de &cido nucleico); LAMP (amplificacion isotérmica mediada por bucle);
ELISA (ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas); IFAT (prueba de inmunofluorescencia indirecta); TIC (tecnologia de inmunocromatografia); DAT (prueba
de aglutinacidén directa); CIE (contrainmunoelectroforesis); MLEE (electroforesis de enzimas multilocus); MALDI-TOF (desorcion/ionizacion laser asistida por

una matriz con deteccién de masas por tiempo de vuelo).



ANEXO 03. Tabla de caracteristicas de los blancos genéticos utilizados para la deteccion del género Leishmaniay su aplicabilidad para la

discriminacién dentro del género y la cuantificacion de parasitos.

Nll:‘;i':sde Consegr;]aec;()n de 5 o Nivel de discriminacion* Cuantificacion**
ADN DIANA DNA LOCUS Deteccion Identificacion
Simple/Mdaltiple  Conservado/Variable S SG C S
18S M C Sl NO Sl
5.8S M C Sl NO NO
28S (24Sa) M ¢ Sl NO NO
28S (24Sb) M c Sl NO NO
28S (€) M c Sl NO N |
28S (Y) M C Sl NO NO
28S (0) M c Sl NO NO
ADN RIBOSOMAL (rADN) 28S (d) M C Sl NO NO
5S M C Sl NO NO
ITS1 M Cc Sl Sl + + + + Sl
ITS2 M C Sl Sl + + + + NO
ADN IGS M C Sl NO NO
CROMOSOMICO Mini-exon (Spliced Leader) M cv Sl Sl + + + + Sl
ETS M C Sl NO NO
NTS M C SI NO NO
MSP or gp63 M C Sl Sl + + + + NO
hsp20, 23, 70 S C Sl Sl + + + + NO
cpb M c Sl S + + + + Sl
HASPB S C Sl NO NO
GENES CODIFICANTES DE PROTEINAS POLA S C Sl S| + + + + NO
NAGT S C Sl Sl + + + + NO
SHERP S C Sl NO NO
MAP kinase S c Sl NO NO
A2 S (CL)/M (VL) C Sl S| + + + + NO

3



EF S C Sl Sl + + + + NO

MIF S C Sl NO NO

G6PD S Cc Sl NI + + + + Sl

6PGDH S C Sl Sl + + + + NO

Histone M c Sl NO NO

Tubulin M c Sl NO S

MPI S C Sl Sl + + + + NO

LPG S \ Sl NO NO

RPOIILS S C Sl Sl + + + + NO

128 M s S NO NO

9sS M Sl Sl NO NO

COl, coll, colll M sI Sl ] + + + + NO

MURF1, I\'\llllldF;F'::ZS MURF4, M Sl sl NO NO

ND1, ND3, ND4, ND7, ND8, ND9 M c S NO NO

Maxicirculo CYTB M c Sl s + + + + Sl
I sty v c @ w o
G3, G4 M C Sl NO NO

DR maxicircle M \% Sl NO NO

gRNA maxicircle M c Sl NO NO

IG maxicircle M c Sl NO NO

CSB-1, CSB-2, CSB-3 M c S S + + + + Sl

Minicirculos Variable region M \ Sl NI NI
gRNA minicircle M \% Sl NO NO

M: Multiple, S: Simple C: Conservado, V: Variable, *: Diferentes niveles de discriminacién; S: Seccion, SG: Subgénero, C: Complejo, S: Especie. **: Se basa en

los resultados publicados en la literatura (Akhoundi et al., 2017).



