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Resumen

En Panama la leishmaniasis es basicamente una zoonosis de animales forestales,
la cual esta presente en dreas boscosas y montafiosas de casi todo el pais. La deteccion del
agente etiologico en el vector y la posterior identificacion de la especie es un trabajo
arduo y que requiere de personal altamente capacitado y con mucha experiencia.

El proposito del presente trabajo fue el de optimizar y validar la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa como una herramienta de diagnéstico de Leishmania
sp en Lutzomyia sp

Se aplicé la técnica a Lutzomyias colectadas en tres dreas de la Republica de
Panama (Gamboa, Altos de Campana y Santa Clara n° 2), procesandose un total de 103
grupos de trabajos formada cada grupo por 15 a 20 Lutzomyias. (6 grupos de Gamboa, 46
grupos de Altos de Campana y 51 grupos de Santa Clara n° 2). A cada grupo se le extrajo
ADN con el método de fenol-cloroformo alcohol isoamilico para porteriormente ser
sometida las muestras a la PCR. La prueba relsulté positiva en 9 de los 103 grupos
analizados (8.7%). Para Gamboa no hubo resultado positivo en los grupos, mientras que
para Altos de Campana 4 de 46 grupos resultaron positivos (8.7%) y para Santa Clara n®2
5 de 51 (9.8%) grupos fueron positivos

El corte con enzimas de restriccion (Rsa 1y Hae III) pemnitid identificar las
muestras positivas cuando fueron comparadas con cepas patrén, identificAndose 8 de las 9
muestras positivas (89%) como Leishmamua panamensis y una muestra identificada como
Leishmara sp

Los resultados de csta tesis nos indican gque la téonica de la PCR es un arma de
gran valor diagndstico al momento que se va a incriminar a Lutzomyias como vectoras de
leishmaniasis asi como para conocer las tasas de infectacion de los vectores por el

parasito.
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Introduccion

La leishmaniasis puede ser definida como un grupo de entidades clinicas causada
por diferentes especies y subespecies de protozoanos del género Leishmania La
transmision hacia el hombre generalmente ocurre mediante la picada de un insecto
hemat6fago que ha adquindo el parasito de un reservono mamifero infectado (zoonosis)
(7,62) Dependiendo de la especie de Lershmamia involucrada, los cuadros clinicos
pueden resultar desde la forma cutanea de la enfermedad, hasta las formas de
Leishmamasis Mucocutanea y Leishmaniasis Visceral (3,7)

De acuerdo a informes de la Orgamizacidn Mundial de la Salud es una de las 6
principales enfermedades que afectan a los paises tropicales Debido al incremento de los
casos en los ultimos afios, representa un problema de salud publica importante con un
estimado de 350 millones de personas en nesgo de adquirir la enfermedad y con 20
millones de personas actualmente infectados segin la OM.S La enfermedad esta
presente on la costa curopea del Mediterraneo y paises vecinos, en ¢l norte de Africa, en
el Medie de Onente y en la parte sur de Asia. En las Aménca ha sido reportada desdc la
parte sur de los Estados Unidos hasta la parte norte dc Argentina con excepeidn de Chile
y Uruguay Asi mismo se han reportado algunos casos en Republica Domimicana y cn
alpunas 1slas del Canbe (79,86)

En Panam4, la enfermedad es basicamente una zoonosis de ammales forestales, Ia cual
esta presente en arcas hoscosas y montafiosas de casi todo el pais, siendo las regiones de
salud de Panamd Oeste, Bocas del Toro y Coldn Jas que reportan el mayor nimero de

casos (16,23,58,69) La leishmamasis en Panaméa es transmitida por la picada de las



hembras de pequefios dipteros hematéfagos del género Lutzomyra (Orden Diptera,
Familia Psychodidae, Sub-famiha Phlebotominae) De las 7¢ especies de Flebétomeos
descntos en Panamg&, solo 7 de las especies antropofilicas han sido encontradas
naturalmente infectadas con parasitos del género Leishmania (23,84)

La deteccion del agente etiologico en ¢l vector y la postenior identificacion de la
especte es un trabajo arduo y que requiere de personal altamente capacitado y con mucha
experiencia.

Tradicionalmente la incniminacion de un nsecto como especie vectora de
letshmamasis  ha requendo de largos procedimientos que mvolucran la discccion, la
observacion de sus intestinos en busca de formas flageladas y el cultivo de estos en
medios especiales para protozoanos los que posteriormente seran identificados con
metedos 1soenzimaticos, con anticuerpos monoclonales o con el uso de sondas de ADN
marcadas (2,17.23) Estos métodos antes mencionados son lentos, lahoriosos, cares y no
son convenientes para la aplicacion sobre un gran numero de muestras Otra alternativa al
cultivo leo ha ofrecado el inocular promastigotes procedentes de un intestmo nfectado a
un ammal susceptible (23) Hoy dia el desarrollo de nuevos métodos de Bieclogia
Molecular han ayudado a la deteccion e identificacion de forma rapida de agentes
et1ologicos presentes en Insectos vectores brindando un diagndstico mas certero que otras
técmicas con una alta sensibilidad y una alta especificidad (8,26.38) En la actuahdad, la
Biclogia Molecular ha temdo grandes éxitos. En 1988, Rogers y colaboradores reportan
el uso de la tecmea de hibridizacion con sondas del ADN del cinetoplasto (KADN) para
detectar flagelados del género Leishmama en vectores y diferenciarlos de flagelados no

patogeno (Endotrypanum), pero para 1990 Rodgers reporta el uso de la amplificacion det



kADN como un arma para la deteccion y diagndstico de leishmamasis (76,78). En 1992
Pascale y colaboradores describen el clonaje del ADN del cinetoplasto de Leishmania
con la finalidad de ser usadas como sondas para el diagnostico clinico de la enfermedad
y para la detecci0n del parasite en su vector (Lutzomyia sp ) (71).

La biologia molecular ha permitido la 1dentificacion de la secuencia de
nucledtidos del ADN del cinetoplasto (kADN) de los parasitos del orden Kinetoplastida y
del ADN del cinetoplasto de los parasitos de Leishmama. Actualmente se han
desarrollado 1nictadores (primers) especificos para género utilizadas en la identificacion
de Leishmania sp mediante la técnica de PCR (13). A partir de 1994 la reacciéon en
cadena de la polimerasa ya era utilizada en paises como Venezuela, Brasil y Peri para
estudios de deteccion de Leishmania en insectos vectores (Lutzomyia sp ) (72,79).

Actualmente en Panamd, la migracion de la poblacién a zonas boscosas con el fin
de buscar mejores oportumdades de vida, ha traido como consecuencia la sxposicion de
Jas mismas a diferentes enfermedades entre la que podemos mencionar la leishmaniasis
{83,84) Entre los afios 1988 y 1996, se ha observado un incremento en el numero de
casos de leishmaniasis de 582 a 2577 casos (47,53) Esta situacién nos obliga a tomar
medidas de control eficientes contra la enfermedad y una de las alternativas es el conocer
las areas en donde estos msectos estén transmitiendo la leishimamasis Para tal fin cs
necesano la identificacion del parasito en los vectores con una téenica que brinde
resultados rapidos con una alta scnsibilidad y especificadad En este sentido 1a utilizacion
de la técnuca de PCR representa un arma diagnostica de gran valor para estudios

epidemioldgicos en diversas zonas de Panama



El presente trabajo tiene como objetivos-

1

Validar la técnica de “Biologia Molecular de la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR)” en la deteccién de agentes etiologicos de leishmamasis en sus
vectores

Identificar el parasito detectado por la técnica de PCR, mediante la digestion del
producto amphificado con endonucleasas de restriccién

Determnar la tasa de infeccién de poblaciones de Lutzomyia sp procedentes de
tres areas de la Repubhca de Panama, asi como 1dentificar los potenciales

vectores e infecciones latentes en dichas areas.
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L Antecedentes

Leishmamasis es el nombre que reciben las enfermedades causadas por
protozoarios del género Leishmania (Phylum Sarcomastigophora, Orden Kinetoplastida,
Familia Trypanosomatidae) los que son transmitidos por la picada de las hembras de
pequefios dipteros hematofagos del género Lutzomyia en Aménca y Phlebotomus en el
viggo mundo (Orden Diptera, Famiha Psychodidae, Sub-famiha Phlebotominae)
(3,33,61)

Las leishmamasis se encuentran presentes en 100 paises de diversos contextos
geograficos, con una prevalencia de 12 a 14 millones de casos y una incidencia anual de
unos dos millones casos, de estos 500,000 son de Leishmaniasis Visceral y casi
1,500,000 de Leishmamasts Cutanea (3,7) En el mundo, la poblacion en nesgo de
adquinr la enfermedad, esta estimada en cerca de 350 mullones de personas (79) La
thayor parte de los casos viscerales se concentran en €] subcontinente de la India y en el
este de Africa, mientras que el 90% de los casos cutaneos aparecen en ¢l suroeste de Asia
y norte de Africa. La enfermedad est4 presente en la costa europea del Mediterraneo y
paises vecinos, en el norte de Afnica, en el Medio de Onente y en la parte sur de Asia En
América ha sido reportada desde la parte sur de los Estados Unidos hasta la parte norte de
Argentina con excepe1dn de Chile y Uruguay Asi mismo, s¢ han reportado algunos casos
de la Republica Domincana y ¢n Isla Martinica

La mayoria de las leishmamasis son zoonosis que s¢ presentan en areas rurales o
perwurbanas por lo que ¢l hombre se 1nfecta solo de manera esporadica con el parasito o
cuando interviene en el ciclo selvalico de la enfermedad (3,7,23) Los grupos de
poblacion con mayor nesgo de verse afectados por esta enfermedad son aqucllos que

meursionan en zonas cndémicas con fines agropecuarios, programas de reforestacion,
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construccién de obras civiles (carreteras, represas) y actividades mineras. La mayoria de
los casos ocurren en campesinos de escasos recursos y bajo nivel educativo que mvaden
tierras en busca de asentamiento para explotar la agricultura de subsistencia Muchas de
las comunidades que se forman, se encuentran alejadas de los establecimientos de salud
por lo que presentan dificultades de acceso a una atencién de salud oportuna y de calidad
(16)

Segun la especie de Leishmanma que infecte a una persona, podemos estar frente a
tulceras cutaneas de evolucion bemgna que en ocasiones se complican hacia formas
mucocutaneas o de Leishmamasis Cutaneas Difusas En otros casos puede presentarse formas
de lesshmaniasis con afecciones viscerales, las cuales son fatales sin tratamiento
La prevalencia tiende al aumento, pues se detectan casos en zonas hasta ahora libres de la
enfermedad, ademas hay mayor cantidad de casos reales que enfermos declarados
oficialmente (16,40,69,84). La leishmantasis es considerada una de las enfermedades mas
antiguas que ha afectado a la humanidad a lo largo de los siglos Escritos encontrados en
el Asia Central, que datan de la primera centuna, descnben una enfermedad cutnea,
cuyos signos clinicos son similares con las de la leishmaniasis Durante exploraciones
arqueoldgicas realizadas en el Peri y en Ecuador, se obtuvieron piezas de ceramica
elaboradas entre los afios 400 y 9500 D C, que muestran rostro con desfiguraciones
semejantes a las descritas por los historiadores espailoles en los indigenas peruanos
durante la conquista espafiola, que pudieran relacionarse con alguna de las secuelas que
deja la leishmaniasis luego de su padecimiento. La primera descripcién climica de la
leishmaniasis en América data del siglo XVI durante la conquista espafiola cuando

Fermando de Oviedo (1535) y Pedro Pizarro (1571) describen la enfermedad (15,61)



. Leishmaniasis en Panama

En Panama, el pnimer caso de leishmamasis fue reportado en 1910 porel Dr S. T
Darling, un afio despues de ser descrita la enfermedad por investigadores brasilefios (23)
La leishmamasis es un enfermedad de notificacion obligatoria en nuestro pais Hasta el
afio de 1952 se habian notificado solamente 31 casos de esta enfermedad. A partir de
1981 se observo un incremento en las tasas de incidencia anuales de la enfermedad,
incremento que se mantiene durante la década de los noventas, preocupando de manera
especial el aumento progresivo de la incidencia en los menores de 5 afios de edad (16,23).
Esta situacion demuestra una tendencia hacia el aumento de los casos a nivel nacional,
siendo actualmente la zoonosis parasitaria transmitida por vectores de mayor incidencia
en Panama Su distnibucién geografica afecta a todo ¢l territorio hacional
Para el afio 2000 el mayor mimero de casos se registré en las regiones de salud de
Panama Oeste con 894 casos (36 8% del total), Bocas del Toro con 585 casos (24.1%) y
Colon con 449 (18.5% ) (57) A la leishmaniasis sc le conoce en nuestro medio rural con
vanos nombres populares, entre los que podemos mencionar “picada de bejuco”, “picada
de ya te v1”,  picada bayano”, “picada dc papalomoyo™(16,84) La Leishmania
panamensis en ¢l principal agente etiologico de la Leishmaniasis Cutanea en la Republica
dec Panamad, pero no es la Unuca cspecie mvolucrada en los casos de leishmaniasis en el
pais (23) Petersen y colaboradores en 1987 (73) publicaron un caso de Leishmaniasis
Cutanca causado por Leishmama amazonensis Kreutzer y colaboradores aislaron
Leishmania colombiensis de Lutzomyia gomezi en el area de Coldn (16). Solamente entre

el 2 al S % de los casos de Leishmamasis Cutdnea reportados en Panama4, ¢volucionan
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hacia la forma mucocutanea de la enfermedad Ningun caso de la forma difusa de la
enfermedad ha sido reportado a pesar de la presencia de L mexicana amazonensis en

Panama (16,69)
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III.  Agente etiologico

El parasito causante de la leishmamiasis fue descnto en 1903 por Leishman,
Donovan y Wright a partir de biopsias viscerales y cutaneas de enfermos de la India (3)
Los protozoanos del género Leishmania son parasitos digénicos realizan parte de su
ciclo biolégico en el tubo digestivo del msecto vector en forma flagelada (promastigote),
y dentro de las células mononucleares del hospedero vertebrado en forma aflagelada o
amastigote
El género Leishmania se encuentra ubicado dentro del Reino de los Protistas (3,61) de la
siguiente manera

Reino PROTISTA Haeckel, 1866

Subreino PROTOZOA Goldfuss,1817

Filo SACOMASTIGOFHORA Homgberg-Balamuth, 1963
Subfilo MASTIGOPHORA Deising, 1866

Clase ZOOMASTIGOPHORA Calkins, 1909

Orden KINETOPLASTIDA Honigberg, 1963

Suborden TRYPANOSOMATINA Kent, 1880

Familia TRYPANOSOMATIDAE Doflein, 1901

Género Letshmania Ross, 1903

Cuando una Lutzomyia toma sangre de un vertebrado, inocula 10s promastigotes
presentes en la parte antenor de su aparato digestivo Una vez el parasito sc locahza en
los capilares cutdneos del hospedero vertebrado, se produce su fagocitosis por el

macrofago quien lo engloba en una vacuola parasitéfora para tratar de ehminarlo La

hlok



Leishmama evade esas reacciones nmunoldgicas inespecificas del vertebrado vy
comienza a multiplicarse en su interior Las células parasitadas que circulan en el interior
del hospedero vertebrado son ingurgitados por otra Lufzomyia, en cuyo intestino se
liberan los amastigotes que recuperan la forma de promastigotes y por vanos dias se
multiplican, alcanzando su capacidad infectiva (metaciclogénesis) situandose finalmente
en las proximidades de la probdscide quedando asi dispuestos para ser inoculados, con lo
que se cierra el ciclo (3,7,33,61,62)

En los ultimos 20 afios la taxonomia de los parasitos del género Leishmania ha
pasado por una serie de cambios Inicialmente se pensaba que solamente existia una sola
especie de Leishmania la cual causaba todas las formas climicas de la enfermedad, pero
algunos investigadores encontraron que habia diferencias en la velocidad de crecimiento
de estos parasitos en los medios de cultivo Al mismo tiempo observaron que existian
grupos que se comportaban de manera diferente cuando eran moculados en animales de
laboratorio De esta forma se establec1é una primera clasificacion la cual agrupaba a estos
protozoarios en parasitos de crecimiento raprdo y de crecmiento lento (40) Para 1979,
Lainson y Shawn hicieron énfasis en el modo de desarrollo del parasito en el tracto
digestivo del vector Ellos agruparon todas las especies dentro de tres secciones
hipopilana, penpilana y suprapilanas Las primeras son las mas primitivas desde el punto
de vista evolutivo y en la actualidad estan representadas por el género Sauroleishmama
sp , cuya transmision se da por contaminacion fecal (3) Este género es propio de reptiles
y no es de importancia médica para el hombre Las especies de la seccién penpilana se
encuentran en una situacion intermedia En este grupo la transmision se da en la porcién

anterior del vector y se agrupa en esta seccion las especies del subgénero Vianma, todas
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del Nuevo Mundo, las cuales parasitan mamiferos pnmitivos como son los armadillos,
perezosos y 0sos hormigueros Las leishmamas del subgénero Lershmania se multiplican
en las porciones suprapiloricas proximas a la proboscide, son paréasitas de mamiferos mas
actuales, incluido el hombre, lo que indica que son las mas recientes en la escala

evolutiva (3,33,61)

A. Organizacion genomica del parasito

Los protozoos pertenecientes al orden Kinetoplastida presentan un ADN
genomico (ADNg) localizado en el nucleo celular el cual esta encargado de todo lo
concerniente a la replicacion del parasito, y un ADN extracromosémico situado en una
unica mitocondna llamado ADN del cinetoplasto o KADN Ademas, presentan ADN en
forma de minisatéhtes y elementos circulares El ¢metoplasto es una estructura que
poseen los protozoos pertenecientes al Orden Kmetoplastida el cual se encuentra
localizado dentro de la membrana mitocondnial. El cinetoplasto estd constituido por 10
pares de bases de ADN mitocondrial 0 KADN el cual €5 visible al microscopio de luz
como una masa oscura ¢n forma circular Este ADN mrtogondnal o ADN del cinetoplasto
representa hasta el 20% de todo el ADN del pardsito {(3) Este a su vez esta formado por
un gran nimero de moléculas llamadas maxicirculos y mincirculos, los cuales en
conjunto forman una extructura con forma de red Por cada cinetoplasto existen unos 50
maxicirculos de 30 a 40 kilobases Se les atnbuyc las mismas funciones que tiene el ADN
mitocondnal de otros sistemas celulares como es contener los genes que codifican los
ARN nbosomales y algunas proteinas de la mitocondna (3,61). Los minicirculos son las

moléculas més pequefias del kADN Su tamafio esta entre 600 y 800 pb de tamaiio en los
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miembros del género Leishmania Estos municirculos poseen una region variable en el

80% de su longitud y unos 120 pares de bases conservados (3,5,17,61).

B. Taxonomia del parasite

Las distintas especies y subespecies de Leishmania son Indistinguibles
morfologicamente, sin embargo, dependiende de la especie involucrada en la infeccion se
puede estar frente a patologias muy diferentes, por lo que la taxonomia de este género
reviste especial importancia debido a que ayuda a establecer un mejor diagndstico,
tratamiento, pronostico y control de la enfermedad (3,5) Parte del estudio de la
eprdemiologia de la leishmamasis es la de demostrar la presencia de promastigotes de
Leishmania en los vectores de la enfermedad e identificar la especie infectante.

El métode ecstandar para la identificacion de Leishmaria ¢s por 1soenzimas; sin
embargo, para la aphicacion del mismo es necesano el previo aislamiento del parasito,
sumado a que es una técnica lenta, labonosa, cara, y consecuentemente no €s conveniente
para la aplicacion sobre un gran nimero de muestras (3,5)

Los anticucrpos monoclonales también son usados en la diferenciacion de las especies de
Leishmania pero presentan una relativa falta de especificidad (2,3,42) Sondas para ADN
gendmico y ADN del cinetoplaste han sido desarrolladas ofreciendo una identificacion
més rapida y econdmica, aungue las sondas solo son aplicables a material proveniente de
cultivos de parasitos La necesidad de un método rapido, econdémico y confiable para la
identificacion del parasito es requerido en nuesiro medio para propositos epidemiologicos

y taxondmicos La identificacion de la especie del parasito también proporcions
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informacién util en la clinica para evaluar y escoger el régimen quimioterapéutico
especifico (3,5,43) Las actuales pruebas diagnésticas para la leishmaniasis han sido
desarrolladas basandose en la amplificacion in vitro de varios sitios blancos en su ADN
como por egjemplo el ADN de los municirculos del cinetoplasto (2) y los genes del IRNA
(42) Los muncirculos del kADN son un blanco ideal para las pruebas de amphficacién
de ADN debido a que estan presentes en mitnero cercano a las 10,000 copias por célula y
poseen una region vanable la cual ofrece una discriminacidn exacta entre las especies
(66) En adicion a esto las secuencias del ADN de los mincirculos del cinetoplasto es

conocida para muchas de las especies de Leishmana.

Iv. Reaccion en Cadena de 1a Polimerasa

La Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR) es un método “in vitro” de
amplificacion del ADN el cual fue introducido en 1985 El método de la PCR es simple y
€s un arma extremadamente poderoso para ¢l diagnostico (30) La adopcién de una ADN
polimerasa termoestable (7ag) en 1988 simplificé grandemente el proceso de desarrollo
de la prueba, permitiendo la automatizacion de la PCR. Desde entonces un gran nimero
de aplicaciones han sido desarrolladas en areas de diagnéstico e investigacién La PCR ha
sido considerada como una versidn simple de los procesos de replicacion de! ADN que
ocurren durante la divisién celular Bésicamente esta prueba consiste en tres pasos
desnaturalizac1én térmica del ADN blanco, anidamiento de los miciadores y extension
de los niciadores amdados por medio de la enzima ADN polimerasa (17,30). Estos tres
pasos constituyen un ciclo de la reaccidn y este ciclo se repite un nimero de veces Cada

ciclo dobla aproximadamente ¢l niimero de moléculas blanco
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Las electroforesis en gel de agarosa tefiida con bromuro de etidio es el método
mds comunmente utilizado en el analisis de los productos de PCR. Un gel de agarosa al
1 5% es el adecuado para el analisis de productos con tamafics comprendidos entre 150 y
1000 pb (30)

La confiabilidad de la PCR depende de una sene de factores como lo son-

1 Tiempo de amidamiento y de extension

2  Temperatura de anidamiento

3 Concentracion de ANTP

4 Concentracién de Cloruro de magnesio {MgCl;)

5. Tipo de ADN polimerasa (17,30)

En €l area de la entomologia la PCR ha sido utilizada en varios campos como por
ejemplo en la incnminacidn de nsectos vectores de enfermedades (26,38,39,72), en el
estudio de poblaciones de insectos (10,32), y en el area de la entomologia forense

(12,64)

V. Amplificacion del ADN al azar (RAPD) y restriccion de los productos de PCR (PCR-

RFLP).

El ADN de un parasito proveniente de biopsias, sangre o mcluso de uno de los
vectores de leishmamasis, pueden ser detectados aun estando en cantidades muy
pequefias (1gual a un solo parasito) mediante la amplificacién de un fragmento de su
secuencia gracias al uso de mniciadores en la reaccidn de polimenzacién de una segunda
cadena de ADN (3) Una de las vanantes existentes de la PCR, lo constituye la llamada

amplificacion del ADN al azar (random amphfied polymorphic DNA) o RAPD En esta
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reaccion de PCR se utiliza imciadores arbitranos disefiados al azar de sélo unas 10 a 12
bases los cuales sometidos a bajas temperaturas de amidamiento, se facilita la union de
estos a la hebra de ADN blanco Esta técnica permite la discnminacidn entre los distintos
generos que forman el orden Kinetoplastida y entre las especies de Leishimania (3,17) Es
amphamente utilizada en taxonomia por su rapidez y por no requenr el disefio de
mmciadores a partir de secuencias conocidas (12,32} Tiene, sin embargo, ciertas
limitaciones en su reproducibilidad dependiendo, por ejemplo, de las marcas de
termocicladores, enzima termoestable usada y otros factores del sistema. El mapeo de
restriccion es comunmente utihizado como una via para venficar la 1dentidad de los
productos de PCR Esta técnica tiene la ventaja de no necesitar la purificacidén de los
productos amplificados previo a la restricciéon y que muchas enzimas de restriccién

functonan de forma oJptima en wuna mezcla de restriccidn  (17,30)
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VI. Vectores de leishmaniasis

A. Biologia

Los vectores de la leishmaniasis son insectos pertenecientes al orden Diptera,
famihia Psychodidae, Subfamiha Phlebotominae Al menos 70 de las 700 especies y
subespecies conocidas son capaces de transmitir este protozoano (62). En el Nuevo
Mundo, las especies pertenecientes al género Lutzomyia son las vectoras de la
leishmansasis, mientras que los insectos del género Phlebotomus son los vectores de
Leishmania en el Viejo Mundo El género Sergemtomyia es vector solamente de
Sauroleishmama sp, flagelados no patogenos para el humano propios de reptiles
(3,33,62) Ha habido intentos de reproducir la infeccidn en otros vectores, pero estos no
han prosperado (3)
El rol que jugaban las Lutzomyias en la transmision de la leishmaniasis (agrupadas antes
en el género Phlebotomus) fue demostrado por Cerquetra (1920) v Beaurepaire-Aragao
(1922) Al mismo tiempo el papel de los flebdtomos del vieyo mundo era demostrado por
Sergent, Parrot y Donatien (1921} (15)
La clasificacion taxonémica de los flebotonmnos propucsta por Lewis y colaboradores en
1977 (63) es hasta el momento la clasificacion mds aceptada En esta clasificacion ¢l
género Lutzemyra meluyc casi todas las especies amencanas de la subfamtha, y todas las
vectoras de leishmatuasis presentes en el Nueve Mundo Ademas de las leishmamasis, los

flebotomines son vectores de la bartoncllosis y vanos arbovirus (1,81)
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En Panama las Lutzomyia son vectores de los siguientes virus.

1 Virus Chagres aislado por pnmera vez de un paciente febril en Panama. Hasta
1983 se habian reportado cuatro casos humanos con mnfecciones producidas por
este virus Se le ha incnminado su transmision a Lutzomyia ylephiletor y a
Lutzomyia trapidor (1)

2 Virus Punta Toro aislado por pnmera vez en el afio de 1966 en los Estados
Umnidos de un paciente proveniente de Panama. Durante el desarrollo del proyecto
de la Hidroeléctnica de Bayano el virus fue aislado catorce veces entre 1973 y

1977 Lutzomyia sanguinaria es el probable vector de esta virosis (1)

Al género Lutzomyia (Franca, 1924) pertenecen diminutos dipteros hematéfagos de
comportamiento nocturno Se distribuyen geograficamente solo en el Continente
Amencano en muy diversos ambientes y a altitudes que van desde €l mvel del mar en las
zonas de sclvas tropicales, hasta 3,400 metros sobre el mivel del mar (msnm) en los
Andes Las "Chitras" al 1gual que otros flebotominos son de condicidn terrestre y arbdrea
pero no acuatica Suelen reposar en los huecos de los arboles, cuevas, termuteros,
madngueras de roedores y de otros animales, grietas y oquedades cn rocas o en la corteza
de ciertos arboles En estas areas estos insectos encucntran un ambicnte con humedad
tavorable, que los protege durante ¢l dia de los fuertes vientos (61,84,88) Son activos en
la noche, durante el crepisculo y en dias oscuros, siempre y cuando no haya viento Su
vuslo ¢s lento, silencioso, interrumpido y de un alcance himitado que generalmente
fluctda entre 100-200 metros, no obstante bajo la influencia del viento, alcanzan una

distancia mayor Las hembras son avidas picadoras y ciertas especies tienen una atraccion
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especial por amimales de sangre caliente, en cambio, otras prefieren alimentarse de
anmimales de sangre fria (3,15) A diferencia de las hembras, los machos subsisten
umcamente de jugos de plantas Los adultos de algunas especies de Lutzomyia presentan
un fototropismo positivo, por lo que son atraidos por la luz, lo que explica que en
ocasiones se les encuentre en habitaciones humanas, gallineros, establos y otros recintos
en areas rurales (70) Es en estas condiciones en donde puede realizarse la transrmsion

dentro de las areas habitadas por el hombre.

Los flebatomos son insectos holometabolos, con metamorfosis completa que incluye
la fase de huevo, cuatro estadios larvanos, una de pupa y la forma de adultos Los huevos
son ovalados, de unas 350 um de largo por 100 um de ancho, estos presentan en su
superficie esculturaciones en forma de escamas las cuales son de interés taxonémico (3)
La ovipostura se realiza en lugares oscuros como madrigueras, huecos de arboles, huecos
en las rocas, etc., con una humedad relativa alta, temperaturas constantes y rcos en
matenal organico que garantiza la fuente de alimento para las larvas luego de que

eclosionen los huevos (33,62)

Los adultos de las Lutzomy:a presentan un tamario de 2-3 mm, castafio claro, patas
largas y todo el cuerpo recubierto por cerdas La cabeza tiene dos 0jos compuestos,
antenas filiformes y probdscide desarrollada como aparato picador-chupador. El torax es
robusto y las alas son lanceoladas, cubiertas por escamas, microtriquias y abundantes
cerdas El abdomen posee diez segmentos, los tres ultimos modificados para constituir la

genitalia En el macho hay una fuerte armadura genital capaz de sujetar a la hembra
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durante la fecundacion y depositar su semen en la espermateca de esta (33,62). Los
ultimos segmentos abdominales en la hembra constituyen dos lébulos laterales y dos
cercos E! apareamiento se produce en €l mismo momento de emerger los adultos de la
pupa, atrayéndose mutuamente por accion de feromonas sexuales y por las diferentes
frecuencias en el batir de las alas Los machos son fitéfagos de forma exclusiva y sdlo las
hembras son hematofagas (3,33,62)

La saliva de las Lurzomyia poseen apirasa y desintegrinas las cuales son
sustancias tensioactivas y antiplaquetarias Estas provocan la extravasacién de sangre en
el punto de la picadura y su facil succion hacia el canal alimenticio (3).

De las 76 especies de "Chutras” que se han encontrado en la Republica de Panama, tan
solo 5 de ellas han sido reportadas como vectores, a saber, Lutzomyta panamensis, Lu
gomezy, Lu trapidoi, Lu ylephiletor y Lu sanguinaria, siendo estas precisamente las mis
abundantes en el suelo panamefio (84) Lutzomyia longipalpis, vector de Leishmaniasis
Visceral, ha sido reportada en varios sitios de la Republica de Panama, aunque esta
forma de la enfermedad no ha sido reportado en el pais m el vector ha sido encontrada

naturalmente infectada con Leishmania chagas: (6,69).

B. Metaciclogénesis

Cuando un flebdtomo toma sangre de un hospedero vertebrado con macrofagos
parasitados, se necesitan de unas 24 a 36 horas para que los amastigotes sean liberados y
se transformen en promastigotes Simultineo a esto, en el insecto comienza a formarse la
membrana pentrofica en la primera hora después de la ingesta, la cual estd constituida

por quiina y las enzimas necesarias para digenr la sangre mgurgitada (3,7) El
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promastigote en el ntenor del msecto digiere la hemoglobina gracias a la accion
proteolitica de una proteasa presente en su membrana celular llamada gp63 y sintetiza
enzimas quitinoliticas necesarias para poder escapar de la membrana pentrofica del
estomago. Una vez que el promastigote sale de la membrana peritréfica, inserta el flageto
entre las microvellosidades del intestino medio toracico y el cardias. De esta forma el
flagelado se va movilizando hacia las porciones anteriores del tracto digestivo y al
mismo tiempo se divide y alcanza su capacidad infectiva Ya en la porcidn anterior del
tracto digestivo los promastigotes estan histos para ser inoculados cuando se produzca la

siguiente ingesta de sangre (3,7)

C. Capacidad vectorial

Para que se de la transmisidn de la leishmaniasis, mteractian una sene de factores
los cuales se relacionan unos con otros garantizando de esta forma la existencia del
pardsito en el ciclo de la enfermedad (3) Entre estos factores podemos mencionar los
siguientes

1 Latransmisidn de la enfermedad debe darse de forma obligatoria por la picada de
las Lurzomyra

2 Larelacion de la especie de Lurzomyia presente en la zona con la del vertebrado
del cual se va a alimentar debe ser muy estrecha y especifica

3. Las Lutzomyia deben presentar una tendencia hacia la antropofilia, de esta forma

se da cierto riesgo epidemioldgico a la picada det msecto

«23.



La gran mayoria de las especies de flebdtomos necesitan ingurgitar sangre para garantizar
el desarrollo de sus huevos El tiempo que se tarda entre la ingesta de sangre y la puesta
de huevos es lo que se conoce como ciclo gonotréfico Debido a que en general los
adultos viven una media de cuatro semanas, realizan el ciclo gonotrofico tres o cuatro
veces (3)

Con ¢l fin de evaluar el riesgo de transmision en una zona y establecer las medidas de
control oportunas, e¢s imprescindible defimur la capacidad vectorial de las especies de
flebotomos presentes la cual determina el niesgo epidemiologico La capacidad vectonal
viene condicionada por.,

1 La densidad de la poblacion, lo que implica una alta frecuencia media de picadura

y un mayor numero de flebotomos en la zona .

2 El indice de infectacion de las Lutzomywa de la zona Los vectores que poseen una
mayor expectativa de vida, son aquellos que presentan mayor probabilidades de
infectarse

3 Duracion del ciclo gonotréfico Una vez que las Lutzomyia se infectan con las
Leishmania, son capaces de transmitir el parasito durante toda su vida

Existen a demas una serie de factores ligados a la etologia del insecto El sitio que
frecuentan para picar ( ntra- o extradomicihario), los sitios utilizados para reposar
postertor a la mgesta de sangre (endo- y exofilico), y el habito de picadura (diurno o
nocturno), pueden explicar la forma en que se presenta la transmisién de la enfermedad
Este tipo de informacién es de mucha importancia al momento que se estd evaluando la
medida de control de la enfermedad en una zona determinada La zoofiha o antropofilia

indica la tendencia del 1nsecto a picar amimales 0 humanos El alcance del vuelo en los
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flebotomes no ¢s vn factor de mayor importancia debide a que este es muy corio Otro
factor que es importante considerar al evaluar el riesge epidemialégco de la enfermedad
esta dado por el fototropismo positive de las Lutzomyra, motivo por el que acuden en la

noche a picar dentro de las viviendas (33,62)

VII. Reservorio

Se define como reservonio de una enfermedad aquel animal que garantice la
existencia del agente etiologico facilitande asi su posterior transmisidn (3)
Por regla general un reservorio no sufre la enfermedad y de hacerlo es de forma cronica,
sin embargo, éste no es un requisito ndispensable para que se de la transmusién ya que
esta depende de otros muches factores como ya hemos mencionado
El reservono principal de la Leishmamasis Cutdnea en nuestro pais es el perezoso de dos
dedos (Choleopus hoffinam) (23,44), pero la infeccidn también ha sido encontrada pero
menos frecuentemente en el perezoso de tres dedos (Rradvpus imfuscatus), ¢l mono
noctumo (dofus frivisgatus), el mono titi (Saguinus geoffrogyt), la rata arrocera
{(Onzomys capre), la rata arborea (Tvlomys panamensis), €l puercoespin (Coendi
rosthschildr), 1a rata espmosa (Preechings sepuspinosus), 12 rata acorazada (Heplomys
gvmanrus), el coati (Masug nasua), el cusumbi (Potoes flavus), y el ohinge (Bassaricyon
gabbu) El perro (Cams famtharts) actila como hospedero doméstice del parasito, sobre

todo en aquellas areas donde se mantiene un ciclo activo de transmasion (1,23,44)



Capitulo III

Materiales y Métodos
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I. Colonizacion de Lurzomyia gomezi.

La metodologia en esta etapa del trabajo estd basada en las investigacicnes de
Déawila (1986), para la colomzacion de Lutzomyia gomezi
La colonma fue establecida en el insectario del Programa Centroamericano de Maestria en
Entomologia ubicado en el campus de la Universidad de Panaméa y los adultos que
imiciaron la misma fueron colectados en la comunidad de Buenos Aires, corregimiento de
Chilibre, situada a aproximadamente 40 km de la ciudad de Panama y a una elevacion
cercana a los 200 metros sobre el nivel del mar con un bosque humedo y una vegetacion
de crecimiento secundarnio pionero
Para garatizar la colecta de Lutzomyia antropofilicas, se realizaron colectas con cebo
humano en el area utilizando para ello aspiradores manuales (foto n° 1) El matenal
colectado fue llevado al laboratorio de entomologia de la Universidad de Panama en
donde fue separado los especimenes de Lwizomywa gomez: de las otra especie
antropofilica del area (Luizomyia panamensis) Para ello fue utiliza un estereoscopio y un
aspirador manual el cual poseia un tubo de vidrio transparente que permitia observar los
especimenes Los envases de cria utilizados eran de plastico con forma cilindnca y con
una capacidad de 1 dm® Su fondo sus paredes estaban recubiertos de yeso. El fondo de
yeso tenfa un espesos de aproximadamente 15 cm De esta forma s¢ garantizaba un
microambiente Optimo para la ovipostura, cclosion y posterior desarrollo de las ctapas
larvales. En el centro de la tapa de los cnvases se realizé un corte circular de
aproximadamente 11 ¢m de diametro en el cual fue colocada una tela de nylon de

organza que garantizara la ventilacion de los insectos y la ahmentacion de los adultos con
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una solucion saturada de sacarosa (foto n° 2) Los azuicares son un requisito indispensable
para mantener a los adultos vivos después de la emergencia de los mismos y antes de su
ahmentacion con sangre. Adicional a esto se abrio un orificio de 0.5 cm de diametro por
donde se introducirian los adultos Cada envase recibié 50 especimenes entre machos y
hembras La jaula utihzada para la alimentacion de las hembras adultas era de un pie
cibico con una manga de tela en uno de sus lados lo que permitia la entrada de los
envases de cria sin que se escaparan los adultos de 1a misma Previo a la introduccion de
las chitras se colocé un amimal amarrado sobre un pedazo de madera del cual se
ahmentarian los insectos En nuestra experiencia el amimal utihzado fue un cobayo
(Cavia porcellus) del que por espacioc de dos horas (19-00 a las 21-00 horas) se
alimentarian los adultos Posterior a la alimentaci6n y a la mafiana siguente los adultos
eran sacados de la jaula y puestos en los envases de cria con la ayuda de un aspirador de
boca Este trabajo se realizaba con mucho cuidado debido a que las Lutzomsias en este
momento eran bastantes dehicadas debido a la turgencia observada en sus abdémenes
como resultado de la alimentacidon Los adultos eran mantemdos con solucién de sacarosa
saturada colocada en rollos de algoddn para uso odentolégico Este era cambiado cada
tres dias La mayoria de los huevos eran ovipositados en el fondo del envase de cria Los
que eran depositados en las paredes eran transfernidos al fondo con la ayuda de un pincel
de cerdas de camello humedecido en agua destilada Para realizar esta operacion fue
necesano el uso de un estereoscopro  El alimento utilizado para las formas inmaduras fue
el utihzado por Davila (27) el cual consistia en una mezcla de conmda de perro, connda

de rata, hojas secas y heces de conejo Esta mezcla era pulvenizada con la ayuda de un
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mortero y posteriormente esterihizado para eliminar los hongos presentes en la misma

Una vez a la semana se colocaba pequefias cantidades del alimento en los envases de cria

Los envases con crecimiento de hongos fueron sometidos a un tratamiento con Nistatina
(mrcostatin de uso pediatrico) en una concentracion de 500 U/l, concentracion que no

afectaba el desarrollo larval de los insectos.
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Foto n° 1. Colecta de Lutzomyra gomez: en el
corregimiento de Chihbre utithzadas en el
levantamiento de la coloma
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Foto n° 2. Envase de cria de Lutzomyia gomezt y
jaula utilizada en la alimentacion de los insectos
adultos de la coloma
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Il. Sitios de colectas

Las &reas utilizadas en el presente trabajo se seleccionaron tomando en cuenta dos

aspectos

1 Laimportancia de la leishmamasis en zonas especificas (Santa Clara n° 2 y Altos de
Campana)

2 Laimportancia ecoturistica de las areas (Gamboa y Altos de Campana)

Las colectas realizadas en las dreas de Gamboa y de Altos de Campana fue realizada
por personal del Instituto Conmemorativo Gorgas como parte del proyecto de
mnvestigacion titulado “Elaboracion de una normativa de salud para el sector ecoturistico™
el cual se realiza en dicho nstituto Las colectas realizadas en la comunidad de Santa
Clara n° 2 fue realizada por mi persona junto a la colaboracién del Sr. Roberto Rojas,
persona con mas de 30 afios en el trabajo de campo con Lutzomyia y otros insectos

vectores de enfermedades

A. Caracterizacion del 4rea de Gamboa

Para los fines de éste trabajo, el area de muestreo se ubicé de acuerdo a la
posicién geografica del Camino Oleoducto especificamente el Rio Frijoles, €l cual esta
entre 90°9° 50" N y 79°44° 55°° O {mapa n° 1) Gamboa se encuentra ubicado en la
provincia de Panamd, distrito de Panama, corregimiento de Ancén  La comunidad esta
enteramente rodeada de areas naturales de un gran valor ecoldgico, hidrolégico e

hestdrico, como lo son el Rio Chagres y el Parque Nacional Soberania Es importante
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mencionar que Gamboa es uno de los puntos centrales de la Cuenca Hidrografica del
Canal de Panama, por lo tanto es un lugar estratégico en fiuncionamiento de esta
En el area encontramos montafias bajas y cerros altos, con altitudes relativas entre 100 y
280 msnm, el relieve oscila entre mediana y fuertemente inchinado La precipitacion
anual sobrepasa los 2500 mm de agua, con una estacion seca generalmente en los
primeros tres meses del aflo, en donde la precipitacion no sobrepasa los 660 mm.

De acuerdo con el Sistema de Clasificacion de Zonas de Vida del Mundo o
Formaciones Vegetales de Holdridge, el area esta clasificada como Bosque Humedo
Tropical (BHT) La vegetacion observada en el area es principalmente de un Bosque
Humedo Tropical Semideciduo, pero también se incluyen en la zona herbazales.
ciénagas, margenes de lago, riveras, bosques secundarios y algo de areas de rastrojo

(fotos n® 3-4)
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Foto n®3-4, Vista panoramica de los sios de colecta utilizados por el
personal del Instituto Conmemorativo Gorgas en las colectas de adultos
de Lutzomyia sp en el drea de Gamboa
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B. Caracterizacion del area de Altos de Campana

Campana se encuentra ubicada geograficamente entre los 8°39°44” Norte y los
79°49°57" Oeste (mapa n° 2) a 60 Km de la ciudad de Panama Politicamente se
encuentra en la provincia de Panama, entre los distritos de Capira y Chame, y los
corregimientos del Cacao, Campana, Buenos Aires, Chica y Sora Presenta una superficie
de aproximadamente 4816 hectareas. En su paisaje regional sobresalen picos y cimas de
montafias altas, con altitudes que sobrepasan los 600 msnm y mas, se caracterizan por
presentar pendientes abruptas, suelos delgados bien drenados, pedregosos y rocosos. En
algunos lugares el suelo esta fuertemente erosionado debido a sus numerosas pendientes
y susceptibilidad a los deshzamientos El promedio anual de precipitacién pluvial
sobrepasa los 2700 mm al afic. La temperatura media del mes mas fresco es inferior a los
18°C, pero la diferencia entre la temperatura media del mes mas calido y €l mes mas
fresco es de menos de 5°C y esta determinada por la altura del lugar, que en algunas

zonds es mayor de 900 msnm.

En el Parque Nacional Campana se pueden encontrar 2 diferentes Zonas de Vidas
segin ¢l sistema de clasificacion de Holdridge Bl Bosque Himedo Premontano el cual
podemos encontrarlo en zonas bajas de hasta aproximadamente los 600 msnm y &l
Bosque muy Himedo Premontano el cual lo ubicamos en las zonas miés elevadas del
parque, encontrando algunos remancntes de bosque virgen y bosque sccundario avanzado

(foto n® 5-6).
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Foto n® 5-6. Vista panoramica de¢ los sitios de colecta utihizados por el
personal del Instituto Conmemorativo Gorgas ¢en las colectas de adultos de

Lutzomyia sp en el arca de Altos de Campana
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G Caracterizacion del area de Santa Clara n° 2

El poblado de Santa Clara n° 2 esta ubicado en el corregimiento de Santa Clara,
distrito de Arrajjan, provincia de Panama El area esta indicada dentro del chma tropical
humedo, lo que significa que llueve alrededor de todo el afio La temperatura media anual
se da a los 26 76 °C y una humedad relativa de 81%, segin la estaci6n meteorclogica de
Crnistobal La precipitacion promedio en el area es de 2,000 a 3,000 mm anuales El area
posee una altitud relativa de 120 a 150 msnm y presenta un relieve de pequeiias colinas,
llanos, las pendientes van de ligeras a medianamente inclhinadas Este tipo de suelo no es
arable, con limitaciones severas pero apto para pastos, bosques y tierras de reservas El
area especifica de muestreo es de fincas famihares con vegetacion secundana pionera
(rastrojos, arbustos, etc ) (foto n® 7-8)

De acuerdo a datos estadisticos sumimstrados por el Departamento de
Epudermologia de la Region se Salud de Panama Oeste, para el afio 2000 en el distrito de
Arranan se reportaron 56 casos de leishmaniasis, de los cuales 23 de estos casos

procedian del Corregimiento de Santa Clara (57) (grafican® 1)



Foto n° 7-8. Vista panoramica del 4rea de colecta en la comumdad de
Santa Clara n° 2 (Arrajjan)
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1. Meétodos de colecta e identificacion del material colectado

Para la recoleccion de las muestras de Lutzomyra en las areas de interés, se
utilizaron dos metodos de colecta
1. Colectas con trampa de luz tipo CDC (Communicable Disease Center).

2 Colectas utilizando cebo humano.

A. Colectas con trampas de luz tipo CDC.

La trampa CDC es una trampa muy utilizada debido a su pequefio tamafio y a la
versatilidad de esta en el trabajo de campo Fue disefiada onginalmente para la captura de
mosquitos transmusores de arbovirosis. Su uso se extendid posteriormente a la captura de
otros insectos hematdfagos

Esta constitutda por un tubo de plexiglas con dos hendiduras para la insercion de
dos brazos gque sostienen el pequefio motor del ventilador y gque al mismo tiempo
metalico que sirve de techo a la trampa La luz dc 1a trampa funciona como atrayentc para
las Lutzomywa debido al fototropismo positivo que estas presentan En la otra extremidad
del cilindro, se fija el mango de una jaula de tela de malla fina sostenida por dos aros
paralelos La energia para el funcionamiento del motor es provista por una bateria d¢ 6
voltios o 4 palas de 1 5 v cada una (70)

Los flebdtomos atraidos por la luz son aspirados dentro de la jaula pasando a través de las
aspas del ventilador La trampa se deja gencralmente funcionando durante toda la noche o

en ¢l periodo en que las chitras presenten mayor actividad.
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Numerosos estudios han demostrado que las trampas que, ademas de luz, utilizan CO»
como atrayente, son mas eficiente en la captura de flebotomos El CO; actua como un
fuerte atrayente para los insectos hematoéfagos.

La combinacion de los dos atrayentes, luz y CO; puede obtenerse colocando junto a la
trampa CDC un bloque de CO; o hielo seco

Estudios realizados por algunos ivestigadores demostraron mediante expernencias de
campo que la utilizacion de hielo seco como fuente de CO; en trampas de luz incrementa

la captura de flebotomos {70).

Las colectas en las areas de Gamboa y Altos de Campana fueron realizadas por
personal del Instituto Conmemorativo Gorgas como parte del proyecto “Elaboracion de
una normativa sanitana para gl sector ecoturistico” L.as colectas en el drea de Santa Clara
n° 2 se realizaron en cuatro estaciones de muestreo 3 utilizando trampas tipo CDC y una
utiizando ¢ebo humano como atrayente (mapa n° 3) Los puntos de colecta fueron
seleccionados en los alrededor de una vivienda en donde los miembros de la familia
estaban afectados por leishmaniasis Las trampas fueron colocadas a un metro y medio
del suelo y junto a estas se colocaban dentro de sacos de tela los bloques de CO, de 15
lhibras {(foto n°® 9-10) Las trampas funcionaban entre las 18 00 y 23 00 horas de la noche
Para cste cstudio solo se realizaron colectas de formas adultas, con mayor énfasis en
gspecies antropofilicas de comprobado potencial como vectores de leishmaniasis en

Panama y otros paises dc 1a regidn
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Fotos n® 9-10. Trampas CDC con bloques de CO; (huelo seco) utihzadas en
1as colectas de Lutzomyia sp en comurudad de Santa Clara n° 2 (Arrmjan)
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B. Colectas con cebo humano.
La colecta con cebo humano fue realizada por un técnico panamefio con més de

20 afios de experiencia en este tipo de colectas

IV. Identificacion de especimenes

Las Lutzomyias colectadas con las trampas CDC fueron separadas de los demas
1nsectos con la ayuda de un estereoscopio y junto con los especimenes de las colectas
humanas se procedi6 a la identificacion de este material utilizando para esto las claves de
Chamotis (18,19) y Young (88,89) Posterior a la identificacién todo el matenal era
puesto por especie en tubos comcos de 1 5 ml de capacidad en grupos de entre 16 a 20
individuos para luego ser congelados a —20 °C hasta el momento de mciar el protocolo

de extraccion de ADN de las muestras de Lutzomyias
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V. Laboratorio para el desarrollo de la PCR

Las pruebas en las que se maneja la amplificacidn de los acidos nucleicos
presentan la ventga de ser técnucas altamente sensibles y especificas pero es necesario
tomar precauciones para prevenir errores en nuestros resultados La contaminacion de las
muestras o de los productos amplificados con ADN foraneo es una de las causas de error
a la cual se le debe dar mucha importancia. Para evitar la contaminacién durante la
realizacion de la prueba de PCR, dividimos fisicamente el Laboratorio en tres areas: una
area de pre-PCR, el drea de 1a PCR y una tltima areas a la que llamamos post-PCR.

1 Area de pre-PCR en esta area se extrajo el ADN de las muestras de Lutzomyia
que previamente habian sido preparada en los laboratorios del Programa de
Maestria en Entomologia de la Universidad de Panama

2 Area de PCR. esta contd con una campana de flujo laminar la cual era encendida
y hmpiada con etanol al 70% y agua destifada 15 minutos antes de preparar las
reacciones de amplificacion en ella También esta 4drea contaba con el
Termociclador en ¢l cual se darian las reacciones de ta PCR

3 Arca de post-PCR: en estas reas s¢ analizaron los productos amplificados
mendiante la electroforesis en gel de polhacrilanuda tefudos con bromuro de
eticho Otra medida importante en 1os procedimiento para cvitar la contammacidn
fue que las micropipetas utihizadas en cada area eran de uso exclusivo de estas.

Todas las puntas de las micropipetas y la cnistaleria uhhzadas era autoclavada a 121 °C

por 15 minutos previo a su uso Las puntas una vez utihzadas cran desechadas, En todo

momento se utihzd agua destlada y desiomizada (con una resistencia de 18 MQ)), Las
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superficies de las mesas de trabajo de todo el laboratorio eran limpiados cuidadosamente

con etanol al 70% y agua destilada
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VL Extraccion del ADN de los grupos de Lutzomyia fenol-cloroformo alcohol-isoamilico.

Los insectos presentan una barrera natural que protege sus tejidos y érganos de
dafios que le pueda producir diferentes agentes presente en su medio Esta barrera de
proteccion es el exoesqueleto constiindo prnincipalmente por quitina Para poner en
contacto los tejdos internos de las chutras con los reactivos utihzados en el proceso de
extraccion del ADN, fue necesano romper esta barrera natural. Para ello cada tubo de
muestra fue tratado con 1 ml de mtrogeno liquido el cual congelaria a los insectos,
facilitando de esta forma el dafio mecanico de su exoesqueleto .

La maceracion se realizd utihzando pestle (Sigma Co.) (foto n® 11). Después de
dos minutos de maceracién agregamos 500 ul del buffer de lisis (10 mM Tris-Cl pH 8.0,
I mM EDTA + 1% SDS) y cada tubo fue puesto en un bafio himedo a 65 °C por espacio
de 30 minutos, agitando por inversién cada 10 minutos Pasado los 30 minutos a cada
muestra se le agrego 500 pl de fenol cloroformo alcohol-isoamilico Estas se agitaron por
espacio de 2 minutos de forma manual hasta obtener una emulsién completa. Las
muestras fueron centrifugadas por 5 minutos a 10,000 rpm y el sobrenadante formado
postertor a la centnfugacion fue colocado en un nuevo tubo cdnico de 1.5 ml previamente
dentificado. A continuacion para precipitar el DNA agregamos a cada tubo con muestra
0.5 ml de alcohol 1sopropilico mas 50 ul de acetato de sodio 3 M pH 52 agitamos por
inversién manual observando la aparicién de pequefias cantidades de ADN observables
como hebras de color blanco suspendidas en la fase liquida. Cada tubo fue centnfugado
por un minuto a 10,000 rpm para formar un botdn sélido y compacto de ADN en el fondo
del tubo. Elminamos el sobrenadante y procedimos a lavar el ADN con 500 pl de etanol

frio al 70%, resuspendiendo el botdn y centrifugando nuevamente por un minuto a 10,000
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rpm Finalmente el sobrenadante se eliminaba y los tubos eran secados colocdandolos en
un bafio seco a 65 °C Una vez seco se afiadi6 20 ul de TE (10 mM Tns-Ci pH 8 0, | mM
EDTA) a las muestras

Para evaluar el proceso de extraccién de ADN de los grupos de Lurzomyta sp , se
procedio a realizar una electroforesis en gel de agarosa para confirmar la presencia de
ADN en las muestra procesadas Posterior a esto todas las muestras fueron almacenadas

en el laboratorio dentro de un congelador a =20 °C hasta ¢l momento de su uso

Foto n® 11. Sistema unlizado para la maceracion
de los grupos de Lutzomyia sp consistente £n un
tubo cémeo de 15 ml y un pequefio dispositivo
para macerar (pestle)
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VII. Optimizacion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa para Leishmania sp.

La metodologia de amplificacién del ADN del cinetoplasto de Leishmama se
micié con la optimizacidn del sistema de amplhficacién Para ello fue umportante
determunar la especificidad y la sensibilidad de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), asi como determunar s1 existe algun efecto inhibitorto de 1a ADN polimerasa por

parte de alguna sustancia presente en los vectores de Leishmantasis

A. Especificidad de la prueba de PCR

Para evaluar la especificidad de la prueba de PCR para Leishmania sp, los
imciadores (primers) fueron probados con el ADN del cinetoplasto seis especies de la
farmiba Trypanosomatidae. Trypanosoma cruzi, Trypanosoma rangeli, Herpetomona sp ,
Leptomona sp. y Crythidia sp sumado a estas especies se amplifico el ADN del
cinetoplasto de seis especies de Leishmama (1. mexicana, L panamensis, L aristidesy, L
hertig,, L amazonensis v L garnhami) Las reacciones en esta parte del trabajo se
prepararon por duplicado utihzando para ello dos juegos de miciadores (primers) el
primer par llamado KEN1 (GCG TTC AAA GAT TGG GC) y KEN2 (CGC CCG AAA
GTT CAC C) el cual amplhfica el ADN de especies miembros de la Famulia
Trypanosomatidae y el segundo par llamado Leishl (CAA ACT GGG GGT TGG TGT
AA) y Lewsh? (TTT TGA ACG GGG TTT CTG) los cuales reconocen una secuencia

presente en el cinetoplasto de las especies del género Letshmania sp.

B. Sensibilidad de la prueba de PCR

Para evaluar la sensibilidad de la prueba de PCR para Letshmama utihzamos 9.2 x
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107 parasitos de una cepa de Leishmania panamensis. A esta cantidad se le extrajo ADN
por el método de fenol-cloroformo alcohol 1soamilico y el ADN resultante fue
resuspendido en un volumen de 50 ul de TAE Del ADN extraido se tomaron 5 pl y se
colocaron en 45 pl de agua para PCR, dando como resultado una ditucién de la muestra
de 1/ 10 Esta ditucién equivale a 9.2 x 10° parésitos de Lershmania o bien a 9.2 x 10°
gramos de ADN del cinetoplasto de acuerdo a trabajos de Harnis y colaboradores (43) A
partir de esta dilucion se procedi6 a hacer las siguientes diluciones seradas- 1/100,
1/1000, 1/10000, 1/100000 y 1/1000000. Este procedimiento fue repetido utilizando una
suspension de ADN de Lutzomyia gomez: procedentes de la coloma para realizar las
diluciones. De esta manera se estaria evaluando el efecto inhibitorio que algin

componente del vector pudiera tener sobre la PCR para Leishmania sp.

G Amplificacion del ADN de Leishmania sp.

Para la amplificacion del ADN de Leishmania se utihzd reactivos de la compafiia
Pharmacia (Ready — To — Go PCR). Este reactivo era para ser usado en termocicladores
para tubos de 0 2 ml y el volumen final de la reaccion fue de 25 pl. Para la preparacion de
la reaccion de PCR se utilizaron puntas con filtro, previamente autoclavadas Las pipetas
utilizadas fucron de uso exclusivo en la preparacidn de las reacciones de PCR y todas las
reacciones fueron preparadas en el mterior de una campana de flujo lamnar la cual
encendida 15 minutos antes de su uso y himpiada en su interior con alcohol al 70%. Las
perlas contcnidas en Jos tubos para PCR, (Ready — To - Go PCR) contenian de forma
liofilizada ¢l tampon para la reaccidn, dinucledtidos, cloruro de magnesio y la Tag

pohimerasa. A este solo cra necesario agregar agua bidestilada (libre de DNAsa y RNAsqa),
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los miciadores para Leishmamia y el ADN blanco o de la muestra. Antes de mniciar la
preparacion de las reacciones el termociclador (2400 Perkin Elmer) era encendido
venficando que su funcionamiento era el correcto Cada grupo de amplhificacion consistia
de 22 muestras, un control negativo y un control posiivo Los tubos de reaccién eran
rotulados antes de mciar la preparacién de la mezcla Dentro de la camara de flujo
laminar se colocaban los reactivos, las muestras, controles, puntas con filtro y pipetas. Se
procedi6 a preparar una mezcla madre para las 24 reacciones Esta era preparada de la

siguiente manera:

Volumen por reaccién Yolumen total
Agua bidestilada 20 ul 480 pl
Iniciador 1 1 pl 24 ul
Iniciador 2 1 pl 24 ul

El volumen final de la mezcla de reaccion o mezcla madre fue de 528 ul

A cada tubo de reaccion se le agregod 22 pl de la mezcla madre e inmediatamente se
afladié ¢l ADN de las muestras y los ADN controles Los tubos se mezclaron
gentlmente, se taparon y fucron colocados en el plato del termociclador (foto n® 14-15),
El control negativo utilizado en las pruebas era ADN de Lutzomyia gomez: procedente de
una coloma de laboratonio y por consigwente hibre de infecciones por protozoanos del
género Leishmania. El control positivo contenia ADN de cepas patrones de Leishmania
panamens:s procedente de cultivos Una vez colocados los tubos en el termociclador, se

wnuci6 la amphficacion del ADN con un periodo de denaturalizacién inicial a 94 °C por 3
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minutos, seguido de 40 ciclos los cuales contaban con tres fases: desnaturalizacidn a 94
°C por 30 segundos, amdamiento a 56 °C por un rmnuto y extension a 72 °C por un
minuto Concluido los 40 ciclos, finalizé la amplificacion con una extension final a 72 °C
por 5 minutos Los productos de la amplificacion fueron detectados mediante su
separacion utilizando para ello una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en TBE (Tns-

Borato-EDTA).

VIII. Preparacion del gel de agarosa al 1.5%

Las electroforesis en gel de agarosa tefiida con bromuro de etidio es el método
mas comunmente utilizado en el analisis de los productos de PCR Un gel de agarosa al
1 5% es el adecuado para el analisis de productos con tamafios comprendidos entre 150 y
1000 pb (30)

Para la preparacion del gel de agarosa se pesaron 1,5 gramos de agarosa (Sigma
Co ) esta fue depositada en un erlenmeyer impio y seco de 200 m! de capacidad En este
se agregé6 TBE (Tris-Borato-EDTA) al 0 5% hasta alcanzar la marca de 100 ml del
erlenmeyer Se tapd con papel aluminio para evitar Ia evaporacién del contemido al ser
sometida a calor en un plato caliente. En este permanecid hasta que se disolviera toda la
agarosa Postenormente se dejé enfnar hasta aproximadamente 40 °C y se le agregd 5 ul
de bromuro de etidio (10 mg/ml) La agarosa se vertié6 en el molde y se dejé enfnar a
temperatura ambiente. Una vez el molde se habia sohdificado, fiue colocado dentro de la

camara de electrofores:s la cual contenia en su interior tampén TBE al 0.5%
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IX.  Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Para cargar las muestras y los controles en el gel de agarosa fue necesario mezclar
8 pl de las mismas con 2 pl de tampdn de carga 5X (Louding buffer, Sigma Co ). El gel
fue sometido a una cormente eléctrica de 100 V por 45 minutos Como marcador de peso

molecular s¢ utilizo un producto de 100 pb (1ul/ml en TE a pH de 7 5) (foto n® 12).

X Visualizacion de los productos amplificados

Culmimnada la electroforesis el gel fue sacado de la camara y colocado
directamente sobre un transiluminador de luz ultravioleta (UV) para poder visualizar los
fragmentos del ADN amphficado (foto n® 13), para que finalmente pudieran ser

fotografiado con una camara Polaroid con peliculas 667

Xl.  Confirmacion de los productos amplificados

Todas las muestras positivas fueron nuevamente amplificadas siguiendo el mismo
procedimiento descrito anteriormente con la vanante de que en vez de usar iniciadores
especificos para el género Leishmama sp se utilizaron miciadores para la Familia

Kinstoplastidae.
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Foto n° 12. Fuente de poder y camara para electroforesis utilizada en la
separacion de los productos amplificados

Foto n® 13. Transilumnador de luz ultravioleta utilizado en la
visualizacion de los fragmentos de ADN
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Foto n° 14. Termociclador utlizado en la

amplificaciton del ADN de las muestras de
Lutzomyta sp

Foto n° 15. Area uulizada para la amphficacidn del
ADN de Letshmama sp en donde se observa la
campana de flujo laminar y el termociclador
empleado on cste procedinuento

-57.



XIl. PCR-RFLP o Restriccion de los productos de PCR

El mapeo de restnccidén es cominmente utilizado como una via para venficar la
identidad de los productos de PCR. Esta técnica tiene la ventaja de no necesitar la
punficacion de los productos amplificados previo a la restriccion y que muchas enzimas
de restriccion funcionan de forma éptima en una mezcla de restriceion

Antes de la digestion del ADN amplificado de las muestras se procedid a la

amplificacion

de 6 cepas de Leishmanta las que serian comparados con las muestras
Las cepas correspondian a

¢ Leishmania mexicana mexicana

o Leishmanma mexicana aristides:

e Leishmania mexicana garmhami

o Leishmama mexicana amazonensts

o Leishmania guyanensis panamensis

o Leishmania mexicana hertig

En un tubo coénico esténl de 1.5 ml se prepard un mezcla madre para la digestion de los
productos amphificados de las muestras mas e} ADN amplificado de las cepas patrones
antes citadas. En el musmo se agregd 60 ul de agua, 30 ul de buffer H (Boehringer Co )
para digestion y 15 pl de cada enzama (Hae /Il y Rsa I). Esto hizo un volumen final de
120 pl. En 15 tubos de 0 5 ml previamente autoclavados y rotulados se colocd 8 ul de la

mezcla madre para digestion. Postenormente se agregé 15 pl del ADN amplificado de
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cada muestra y 15 pl del ADN amplificado de cada cepa patréon. Esta mezcla fue
Incubada en un bafio himedo a 37 °C durante toda la noche Los productos obtenidos de

la digest1ion fueron visualizados por el método antes descrito de electroforesis en gel de

agarosa al 1 5% en TBE
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Capitulo IV

Resultados
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I. Colonizacién de Lutzomyia gomezi.

La coloma de Lutzomyia gomezt se mantuvo por 4 generaciones en el insectano
del Programa Centroamernicano de Maestria en Entomelogia Los insectos hembras
fueron la fuente de ADN de vectores de Leishmaniasis libre de flagelados de la famiha

Trypanosomatidae (Leishmama sp 'y Endotrypanum sp.).

I1. Identificacion morfolégica de las Lutzomyias.

A.  Areas de Gamboa y Altos de Campana

Las Lutzomyias colectadas e 1dentificadas por personal del  Instituto
Conmemorative Gorgas fueron separadas en grupos tomando en cuenta su &rea de colecta
y la especie de Lutzomya colectada Solo fueron procesadas por la técnica de PCR
aquellas especies antropofilicas y que han sido reportadas como vectoras de

leishmaniasis.

Para ¢l drea de Gamboa un total de 99 Lurzomra hembras de fucron eolcciadas
Lu panamensis (n = 34), Lu sangumaria (n = 20}, Lu gomezt (n = 20), Lu Trapido
(n =19y Lu olmeca bicolor (n = 6) Cuadron® |

Para cl drea de Altos de Campana un total de 859 Lutzomwia hembras fueron
colectadas:
Lu ylephlator (n = 370), Lu panamensis (n = 188), Lu sanguinaria (n = 47), Lu

trapidol (n = 42), Lu gomezi (n = 12) Cuadron® 2
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Cuadron® 1

Lutzomyia sp. colectadas en
Gamboa
Especie N.O fle
Individuo grupos

Lutzomyia panamensis 34

Lutzomyia sangwinaria ” 20

Lutzomyia gomezi 20

Lutzomyia traprdo:

Lutzomyia olmeca bicolor

Cuadron® 2

Lutzomyia sp. colectadas en
Altos de Campana

N? de

Espetie N° de Individuo
2rupos

Lutzomyia ylephilator 570

Lutzomyia panamensis 188

Lutzomyla sanguinaria 47

Lurzomyia rrapzdmw 42

Lurzomyia gomezi

62



B. Area de Santa Clara n° 2

Las colectas e 1dentificaciones en la comumdad de Santa Clara n° 2 fueron
realizadas por nosotros como parte del presente trabajo De un total de 1051 hembras de
Lutzomyia colectadas en 4 diferentes estaciones de colecta, un total de 9 especies fueron
identificadas Lu gomezi (n = 635), Lu panamensis (n = 254), Lu trapidor (n = 38), Lu
sangwinaria (n = 36), Lu pessoana (n = 17), Lu triramula (n = 26), Lu camposi (n =
19), Lu runoides (n = 23) y Lu olmeca (n = 3) En tres de las estaciones de colectas se
utilizaron trampas de luz tipo CDC, mientras que en una cuarta estaciéon se encontraba
una de las personas con mas experiencia en este menester en Panama. Los resultados de
las colectas por ambos métodos se muestran en el cuadro n° 3. Solamente fueron
consideradas las especies de interés en la transmusion de la leishmamasis para ser
sometidas a la prueba de PCR (Cuadro n° 4) Esporddicamente se colectaron otros
géneros de la familia Psychodidae y algunos otros dipteros entre los cuales podemos

mencionar Cuhcidae (dnopheles sp, Culex sp y Psorophora sp ), Ceratopogonidae
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Cuadron® 3

Especies coletadas en el area de Santa Clara n° 2
contra método de colecta

Especies

Meétodo de Colecta

Trampa de
Luz tipo CDC

Humano

Cebo

Lu pessoana

17

0

Lu sangunarin

11

25

Lu panamensis

39

2035

Lu trapidoi

21

35

Lu gomezi

130

495

Ml Lu olmeca bicolor

3

Lu camposi

19

Lu triramula

26

Lu runoides

23

0
0
0
0

Total

269

Cuadron® 4

Lutzomyia sp. colectadas en

Santa Claran® 2

Especie

N° de Individuo

N° de pool o
grupos

Lutzomyia gomezi

635

32

Lutzomyia panamensis

254

Lutzomyia trapido

38

Lutzomyia sanguinaria

36

Lutzomyra pessoana

17

Total




IIl.  Extraccién del ADN de Lutzomyia sp. colectadas en ¢l campo.

El metodo de extraccion fue evaluado sometiendo el ADN extraido a una
electroforesis en gel de agarosa para visualizar la presencia del ADN de las muestras
Para tal proposito se tomaron de manera aleatoria 30 muestras, las cuales fueron
sometidas a la electroforesis observando en todas las muestras analizadas la presencia de
bandas de ADN De esta forma pudo evaluarse la metodologia de extraccion en este

trabajo (foto n° 16)

ADN Lu gomezi
BADN Lu gomezi
BADN Lu gomez:
: ADN Lu gomezi

M P M

Foto n° 16. Evaluacién del método de extraccién
de ADN a Lutzomyia sp mediante electroforesis
en gel de agarosa

65



IV,  Sensibilidad y especificidad de la prueba de PCR para Leishmania

Para evaluar la sensibilidad de la prueba de PCR para Leishmama utilizamos 9.2 x

107 parasitos de una cepa de Leishmania panamensis A esta cantidad se le extrajo ADN

por el método de fenol-cloroformo alcohol 1soamilico y se resuspendié el ADN en un

volumen de 50 ul de TAE El estimado de las cantidades de kKADN que resultaban de las

diluciones se detallan en el cuadro n® 5 La mayor dilucidn ensayada fue de 1 en

1,000,000 utihzando como diluente agua pnimero y ADN de Lutzomyia gomezi en

segundo lugar

Cuadro n® 5

Sensibilidad de la PCR para Leishmania sp. utilizando L. panamensis

Diluciones Cantidad de Parésito Cantidad de kKADN
(¢n gramos)
1710 92X 10° 9.2X 107
1/ 100 92X 10" I
171000 92X 1¢° 92X 100
1/ 106000 92X 10’ 92X 1077 |
i 92 92X 10T i

171000000

Las amplificaciones en ambos modelos resultaron positiva por Lewshmansa sp basta la

méxima dilucidn ensayada utilizando en ellas solamente los mmciadores (primers) Leishl

y Leish2, obteniéndose un producto de amplificacién de aproxamadamente 800 pb (foto

n® 19).



La especificidad de a prueba de PCR para Leishmama fue probada sometiendo €l ADN
del cimnetoplasto de Trypanosoma cruzi, Trypanosoma rangel, Herpetomona sp,
Leptomona sp y Crythidia sp junto con el de seis especies de Leishmama (L mexicana,
L panamensis, L aristides:, L hertigi, L amazonensis y L. garnhamt) a los dos juegos
de 1nicradores (primers) descritos en la metodologia. Todos los productos de la
amplificacion con los miciadores para género de Leishmania fueron de aproximadamente
de 800 pb Los productos obtemdos con los iciadores para familia fueron de
aproximadamente 800 pb (fotos n° 17-18)

Los resultados de las reacciones se aprecian en el cuadro n° 6:

Cuadron® 6

Especificidad de la prueba de PCR p
con los iniciadores Leishl y Leish2
Iniciadores

KEN1 / KEN2 Leishl / Leish2

Trypanosoma cruz Positivo Negativo

Trypanosoma rangei Positivo Negativo

Herpetomona sp Positivo Negativo

|\Leptomona sp. Positivo Negativo

Crythidia sp Positivo Negativo

¥ cishmania mexicana Positivo Positivo

etshmania panamensis Positivo Positivo

ershmania aristidesi Positivo Positivo

eishmania hertign Positivo Positivo

eishmanta amazonensis Positivo Positivo

eishmama garnham Positivo Positivo
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Foto n° 17. Electroforesis en gel de agarosa para PCR-
Leishmama Especificidad de 1a reaccién de PCR con los
mictadores Leishl y Leish2 (MPM, marcador de peso
molecular, 1, L mexicana, 2, L aristidesy, 3, L panamensis,
4, L garnhum, 3, L amazonensis)
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Foto n° 18. Electroforesis en gel de agarosa
para PCR-Leishmama Especificidad de la
reaceion de PCR con los miciadores Leishl y
Leish2 (MPM; marcador de peso molecular, 1,
L mexwcana, 2, L punamensis, 3, Cnthudha sp,
4, Leptomonu sp, 5, Herpetomona sp, 0, T
cruzy, 7, T rangel:



Foto n° 19. Electroforesis en gel de agarosa para PCR-
Leishmama. Sensibilidad de la reaccién de PCR con los
iniciadores Leish1 y Leish2 utilizando diluciones del ADN de

Leishmana panamensis
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V. Evaluacion del método de PCR para la deteccién de Leishmania sp. en

Lutzomyia sp. colectadas en el campe.

El método de PCR para Leishmama fue validado sobre Lutzomyias colectadas en
tres areas de la Repiiblica de Panamé un area de interés ecoturistico (Gamboa), un area
de interés epidemioldgico (Santa Clara n° 2, Arraijan) y una ultima 4rea de interés tanto
ecoturistico como epidemiologica (Altos de Campana) El ADN de Leishmania fue
amphificado en 9 de los 103 grupos (8 9%) de Lutzomyias hembras analizadas (foto n°
20-21)

En el corregimiento de Santa Clara n°2, distrito de Arraijan, 5 de 56 (8.9%) pooles de
Lutzomyras hembras resultaron positivos por la PCR. Cuatro (4) de los grupos
pertenecian a Lutzomyra gomez: y uno (1) a Lutzomyia panamensis

Para el drea de Altos de Campana, 4 de 42 (9.5%) de los grupos de Lutzomyias hembras
resultaron positiva por la PCR Todas las muestras positivas pertenecian a grupos de
Lutzomyvia panamensis

Para ¢l 4rea de Gamboa se analizaron un total de 6 grupos de hembras, las que hicieron
un total de 99 Lutzemyas Todas las muestras de esta area resultaron negativas por la

PCR
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Fote n° 20. Electroforesis en gel de agarosa para PCR-
Leishmama (MPM, marcador de peso molecular), (C-, contrel
negative), (C+, control positivo), (P-76 y P-82, grupo de
Lurzomvia 76 v §2).

Foto n° 21. Electroforesis en gel de agarosa para PCR-Leishmana
(M, marcador de peso molecular), (C-, control negativa), (C+,
control positivo), (P-92, grupo de Lutzomyia 92)
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VI. Identificacion de los productos amplificados por la PCR de Leishmama

Las especies de Leishmania sp unlizadas en la prueba de especificidad fueron
digeridas con las enzimas de restriccion Rsa [y Hae IlI para determunar si los patrones
resultantes por la digestidn eran diferentes entre especies Estas fueron analizadas
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1 5% (foto n° 22) y mediante una

electreforests en gel de poliacnilarmida (foto n° 23)

Marcador de P M

L panamensis

L amazonensis

L aristides:

L mexicana

L garhami
rieNicanu

bt

Foto n° 22. Analisis de los fragmentos amplificados por la
PCR para Leishmama sp con clectroforesis en gel de agarosa
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L. garnhanu
L. panamensis
L. amazonensss

3
3
9
g
&
N

L. arisnidest
8 L. mexicana

Foto n® 23. Analsis de los fragmentos
amplificados por la PCR de Lewshmania sp con
electroforesis en gel de poliacnilamida.

La digestion de los fragmentos obtenidos de los productos de la PCR con las enzimas de
restriccion indicaron que 8 de las 9 muestras (88 9%) que resultaron positivas por la
amplificacion de ADN de Leishmania sp, presentaban un patrén de resiriceidn déatico
al patron de resinceién de nuestra cepa patron de Laishmarnia panamensis (foto n® 24,

Cuadro n® 7)
El patron de resticcion observado en la muestra n® 17 el cual procedia de Altos de
Campana presentd un patron distinto al de las otras muestras (foto n® 25) En él se

observaron 5 fragmentos de restriceién muy sumlares a los observados en la cepa de
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Leishmama garnhami Esta muestra fue catalogada como Leishmama sp y al igual que

las otras muestras positivas procedentes de Altos de Campana este producto fue

amplificado de un pool de Lutzomyia panamensis

Resultados de 1a PCR-RFLP

Cuadron®?7

Mucsira

Localidad

Especie vectora

Especie de
Leishmania sp.

1

Santa Claran 2

Lutzomyia gomezi

Leishmania panamensis

3

Santa Claran 2

Lutzomyia gomez

Leishmanta panamensis

14

Altos de Campana

Lutzomyia panamensts

Leishmania panamensis

17

Altos de Campana

Lutzomyia panamensts

Leishmama sp

23

Altos de Campana

Lutzomyra panamensis

Leishmama panamensis

25

Altos de Campana

Lutzomyra panamensis

Lewshmania panamensis

76

Santa Claran 2

Luizomyra panamensis

Leishmania panamensis

82

Santa Claran 2

Lutzomyia gomezi

Leishmama panamensis

92

Santa Claran 2

Lutzomyia gomezi

Lershmania panamensis
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Foto n® 24

Foto n® 24 y 25. [dentificacion de Leishmama sp por PCR-RFLP en muestras de
Lutzomya sp colectadas en el campoe MWM, marcador de peso molecular, Lm;
L mexicana, Lg, L garnhanu, Lar, L aristdesi, Lam, amazonensis, Lp,
L panamensis, Lh, L hernigi, muestra 1 (L panamensis), muestra 3
(L panamensis), muestra 23 (L panamensis), muestra 25 (L panamensis),
muestra 14 (L  panamensis), muestra 17 (Leishmama sp), muestra 76
(L panamensis), muestra 82 (L panamensis), muestra 92 (L parnamensis)
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Capitulo 11

Discusion
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Un control eficiente de la leishmamasis en las areas ¢n donde la enfermedad es
endémica, requiere de un conocuniento completo de su ecologia y epidemiologia
Uno de los mayores obsticulos que encuentran los epidemidlogoes e investigadores de
esta enfermedad es la identificacion de sus reservorios y especies vectoras. Por lo tanto,
al encontrar flebotomos naturalmente 1nfectados con el protozoano e wdentificar tanto la
especie del vector como la del parasito sumado a otros datos de interds epidermologico
como lo es la taza de infeccion del insecto, €s posible estimar el nesgo de la poblacion de
adquirir Ja enfermedad en un area endémica

El uso del kADN para la deteccidn ¢ Wdentificacion de parésitos de Lewshmania
dentro de sus vectores ha sido usado por Ready (75), Rodriguez (77) y Rogers {78).
Antenormente en Panatnd no existia un método molecular para mcnminar vectores de
lershmamiasis que presente una alta sensiblidad, especificidad y que sea poco labonoso,
sin embargo nos hemos visto en la necesidad de adoptar algunos métodos de diagndsticos
para los estudios epidemioldégicos como lo son la diseccion de vectores, el aislamiento y
la 1denttficacién del pacasito

La alta sensibilidad de la prueba de PCR para el diagnostico de Leishmania en los
vectores Lutzomyia sp ha sido utihizada tanto en especies del Nuevo Mundo como en
especies del Vieyo Mundo (29) Reportes como los de Noyes (66) describen la utihdad de
Ia PCR en la inctiminacion de vectores
Nosotros utilizamos la técruca de PCR para detectar €] ADN de los mimcirculos del
cinetoplasto de los protozoanos del género Letshmania en Lutzomyra colectadas en el
campo Durante la optimizacidn de la técnica pudimos probar la especificidad de los

miciadores utihzados para el género Lewshmama sp Pese a la presencia del ADN del

J8.



cinetoplasto de omwos géneros de la facmiha Trypanosomatidae, estos imciadores
reconocieron solo las secuencia del ADN de este género y no para las especies
relacionadas Este resultado nos permite confiar en las amplificaciones de las muestras
colectadas en el campo Este aspecto de nuestro sistema es de gran importancia debido a
que existen reportes que incnminan a especies de Lutzomyra de nuestro pais como
hospederos de flagelado como Endotrypanum sp y Trypanosoma sp.
Hams y colaboradores (43) reportaron la existencia de 15 especies de Leishmania sp en
Ameénca por lo que en nuestro pais es necesano contar con un método de deteccion de
Letshmania sp en vectores capaz de detectar tanto las especies reportadas en el pais
como las especies pertenecientes a la zona que no hayan sido reportadas en Panamé

Los resultados obtenidos al determunar la sensibihidad pudimos observar que en
base a las diluciones del ADN de Leishmania panamensis hechas con agua para PCR y
las hechas con el ADN de Lutzomyw gomez: procedente de la colora, no hubo un efecto
nhibitonio del ADN del insecto o de alguna sustancia presente en €l Al extraer ADN con
¢l método de fenol-cloroformo alcohol-isoamilico se logra elimnar todas las sustancias
que pueden jugar un rol de intubidores de la actividad de la enzima Tag polimerasa,
resultado comparable al obtenido por Aransay y colaboradores (5)
Durante la optimizacion de la técuca no se observaron resultados falsos positivos por
contaminacidn cruzada y esto fue debido a que se sigwd de forma estnicta lo
recomendado por Denmis Lo (30) en cuanto al control de cahidad y al control de la

contaminacién en €l dreu de trabajo
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La alta sensibilidad y especificidad de la prueba de PCR son necesarias, debido a
que el sistema es capaz de detectar los parasitos en muestras de vectores traidas
directamente del campo sin que se encuentre un mnhibidor de la reaccion de amplificacién

en ellas, sumado a la poca accesibilidad al cinetoplasto del parasito

Las muestra colectadas por personal del Instituto Conmemorativo Gorgas como
parte del proyecto “Elaboracion de una Normativa Sanitana para el Sector Eco turistico”
procedieron de dos areas de la Republica de Panama. Los resultados del area de Gamboa
no pueden ser tomados como una muestra representativa de la zona ya que Escobar
(1989) describio la gran abundancia de vectores de leishmaniasis en esa area. En dicha
zona no se pudo contar con un numero elevado de Lutzomyia sp. s1 comparamos el
numero de chitras colectadas con las otras dos areas de Panama (Gamboa = 99, Altos de
Campana = §59, Santa Clara n° 2 = 980) los seis grupos analizados para Gamboa mno
arrojaron resultados positivos. En contraste con lo que observamos para el drea de Altos
de Campana podemos decir que pese a que la especic Lutzomyra ylephiletor €5 1a mas
abundante en la zona (66% de las especies colectadas), resultd Lutzomywa panamensis
{19 4% dec las cspecies colectadas) la unica especie infectada por pardsitos del género
Lewshmanra sp Este resultado puede ser explicado s1 tomamos en cuenta que el reservone
que mantiene ¢l ciclo selvatico de la infeceion es mayormente prefendo por las especies

de Lurzomyia panamensis que por las especies de Lutzomyra ylephiletor

La Regidn de Salud de Panama Oeste report6 para ¢l afio 2000 el mayor hiimero

de casos de leishmamasis en ¢l pais (894 casos), lo que hace de esta region como
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prionitaria en el establecimiento de medidas de control. Los resultados obtenidos de las
colectas en Santa Clara n® 2 indicaron que la especie mas persistente durante todas las
noches de muestro fue Lutzomya gomez:, obteméndose ejemplares en todas las colectas
con trampa de luz tipo CDC y utilizando cebo humano

Las colectas en esta area tuvieron como objetivo la captura de Lutzomyia sp y su
postenor 1nvestigacion como vectores posttivos de leishmaniasis En esta zona la especie
mas abundante durante €] muesiro resulto la linwea especie wfectada por parisitos de
Leishmania panamensis, de acuerdo a los resultados obterudos en la PCR-RFLP Es
umportante sefialar que a pesar de encontrar un porcentaje de 9 8% de grupos de trabajos
positivos, la lershmamasis no es el unico problema que enfrenta la comumdad en relacion
con insectos vectores En las dos viviendas proximas a 1os sitios de colecta se encontrod
Rodmus pallecens, vector mas wnportante en Panami de la enfermedad de Chagas,
myentras que en las horas del dia Simulium sp pican de forma avida a los miembros de
las casas, afectando de manera significativa a los nifios del drea debido al gran mimero de

picadas que se observa en ellos

Los productos de la amplificacion de la PCR fueron usados para la 1dentificacion
de las especies de Leishmania que estaban infectando a los vectores La habilidad para
amplificar un mimmo de 8 especies de Leishmania es mportante, haciendo de esta una
técruca Uil en las dreas de baja endemicidad donde estas especies estdn presentes Otro
aspecto umportante de mencionar es que {a técnica propuesta toma lugar en un simple
tubo y por esto no es necesaria la manmipulacidn extra en los primeros pasos de la

amplificacion. Las muestras de Lutzomyia que estaban alimentadas con sangre no le fue
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aplicado mingin tratamiento adicional, consecuentemente hemos comentado que el
sistema de extraccidn de ADN utilizado eliminé cualquier inhibidor que pueda afectar la
actividad de la enzima Tag polimerasa y por ende la amplificacion de la secuencia
blance Este musmo ADN extraido de los insectos vectores puede ser usado en la
1dentificacidn de la especies de Lutzomyra que estaba infectada s1 utilizamos la técnica de

PCR-RFLP como lo descnbe Aransay y colaboradores(5).

Con respecto a la tasa de infeccién de las Lutzomyia, Chnstensen y colaboradores
realizaron 10,012 disecciones de hembras de Lutzomyia pertenecientes a 33 especies
Solo 812 Lutzomyra de 11 especies resultaron positivas por la presencia de flagelados El
porcentaje de Leishmanmia positivas resultd en un 0.06% del total de disecciones (6
aislamientos positivos) (23) La tasa de infeccion observada en nuestro estudio fue de
8 73%  Esta alta tasa de mnfectacién observada puede ser atnbuida a la alta sensibilidad
del ensayo Sumado a esto esta el hecho de que las muestras fueron colectadas en la
misma zona Y que las Lurzomyra infectadas resultaron de la misma especie para Altos de
Campana (Lutzomyia panamensis)y de dos especies para Santa Clara no 2 (Lutzomyia
gomezi, la mas abundante del area y Lutzomyia panamensis) En adici6n a esto muchas
de las muestras infectadas fueron colectadas en una misma zona, lo que podria mndicarnos
que en un momento dado la infeccién de 1os insectos podrian tener un mismo origen.,

La deteccion del ADN de Leishmania en una especie de Lutzomyia no necésanamente
nos indica que esta sea vector de leishmaniasis debido a que esta prueba no distingue

entre la presencia de amastigotes (que pidieran estar presentes en un alimento con sangre
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con células mononucleares infectadas) de promastigotes infectando en intestino de las

chitras

De esta forma la técnica descrita es usada para investigar la presencia de
Leishmama en poblaciones de vectores y reservoros, pero no debe ser utihzada como
una unica arma para la 1dentificacién e incnminacion de una especie de Luzzomyia como
vectora de leishmamasis La infeccion expenimental de Lurzomyia puede ser utilizada
como una prueba de transmsion para demostrar que una especie sospechosa es vectora
de la enfermedad y lo mas importante, que participa en el ciclo de transmision de la
misma

La técnica de PCR utihzada para la identificacion de insectos vectores de
leishmaniasis, ha facilitado el diagnéstico entomologico y por ende evita la laboriosa
disecc1dn de las chatras. A esto le sumamos el hecho de que un gran niimero de muestras
pueden ser analizadas al mismo hempo, facilita los resultados epidemioldgicas en zonas
de interés
Es importante citar que el sistema evaluado en esta expetiencia permitira no solo
reconocer las especies autdctonas de Leishmanmz sp s1 no que también es capas de
reconocer ¢l ADN de especies que hasta el momento no han sido reportadas en nuestro
pais De esta forma la prueba de Reaccion en Cadena de la Pohimerasa (PCR) llegaria a
constituirse en un ama efectiva en la vigilancia de nuevas especies de Leishmama sp.
que no han sido reportadas en Panama y que existen en paises vecinos En este sentido
podemos mencionar que a pesar que ¢l vector mas importante de la Leishmamasis

Visceral en Aménca (Lutzomyia longipalpis) esta presente en nuestro vanos lugares de
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nuestro pais, la presencia de Leishmanmia chagas: no ha sido probada en nuestro medio,
stendo necesaria una técnica de diagnostico en vectores como la PCR para mantener un
programa de vigilancia en nuestras zonas boscosas dingido a detectar la presencia del

agente etiologico de la leishmaniasis visceral
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Capitulo VI

Conclusiones y Recomendaciones
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Conclusiones

Consideramos que ¢l presente trabajo cumplié con el objetivo principal del mismo el

cual era el de validad la técnuca de PCR para la deteccion de Leishmania sp en insectos

vectores de leishmamasis De los resultados y discusion arrojados por el estudio podemos

concluir lo sigmente

rJ

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para Leishmania sp puede ser
aphcada sobre un gran nimero de vectores de leishmamasis sin que sea necesarna la
disecci6n de los insectos Esto es de gran importancia en estudios epidemioldgicos de
la enfermedad cuando es necesano determinar las especies de Lutzomyia sp

infectadas
El método de extraccidn de ADN utilizando fenol-cloroformo resulto ser eficiente y
sin mingin efecto adverso a la reaccidn de amphficacién cuando fue aplicado sobre

los grupos de Lutzomvia sp

La prueba de PCR para Lewshmama sp no mosird tener mhbidores de la Tag

polimerasa cuando fue utilizada en muestras de Luzzontyias colectadas en el campo

Ia PCR es una técmca que podria reemplazar los métodos convencionales de

deteccion ¢ 1dentificacion de patdgenos en insectos vectores de enfermedades
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La PCR-RFLP nos permite diferencias entre las diferentes especies de Leishmama

que han sido en Panama

Este sistema de deteccion e 1dentificaci6n presenta la versatilidad de no sélo poder ser
utihzado sobre nsectos, sino que puede ser utilizado sobre muestras procedentes de

animales reservonos de la enfermedad asi como sobre muestras de pacientes
La comumdad de Santa Clara n° 2 junto al parque de Altos de Campana puede ser
considerada como un area de nesgo para adquinr la leishmamasis, de acuerdo a los

resultados arrojados por el estudio

Los resultados negativos observados en los grupos de insectos del drea de Gamboa no

son concluyente debido al reducido numero de grupos analizados

El porcentaje de infeccién observado en las Lutzomyias procedentes de la comumidad

de Santa Clara n° 2 comncide con elevado niimero de casos de ese sector
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Recomendaciones

Estmular el desarrollo de estudios sobre reservonos de leishmamasis en la

comunidad de Santa Clara n® 2 y en el parque Altos de Campana.

Realizar estudios sobre dinamica de poblacional de los vectores e 1dentificacion de

reservorios de leishmaniasis en la comumdad de Santa Clara n® 2.

Crear una linea de investigacidn dentro del Programa Centroamencano de Maestria

en Entomologia en el cual se desarrollen proyectos de Entomologia Molecular

Rgalizar un mayor numero de colectas en el drea de Gamboa para contar ¢con una

muestra mas representativa del lugar y poder aplicar la técmca de PCR
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