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Resumen 

En Panamá la leishmaniasis es básicamente una zoonosis de animales forestales, 

la cual está presente en áreas boscosas y montañosas de casi todo el país. La detección del 

agente etiológico en el vector y la posterior identificación de la especie es un trabajo 

arduo y que requiere de personal altamente capacitado y con mucha experiencia. 

El propósito del presente trabajo fue el de optimizar y validar la técnica de la 

reacción en cadena de la polimerasa corno una herramienta de diagnóstico de Leishmania 

sp en Lutzomyza sp 

Se aplicó la técnica a Lutzomyias colectadas en tres áreas de la República de 

Panamá (Gamboa, Altos de Campana y Santa Clara n° 2), procesándose 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 isoamílico para porteriormente ser 

sometida las muestras a la PCR. La prueba relsultó 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 (83%) y para Santa Clara n'2 
5 de 51(9.8%) grupos fueron positivos 

El corte con enzimas de restricción (Rsa 1 y Hae 111) permitió identificar las 
muestras positivas cuando fueron comparadas con cepas patrón, identificándose 8 de las 9 
muestras positivas (89%) como Leishmanza panamenszs y una muestra identificada corno 
Lezsionanza sp 

Los resultados de esta tesis nos indican que la técnica de la PCR es un arma de 
gran valor diagnóstico al momento que se va a incriminar a Lutzomyias como vectoras de 
leishrnaniasis así corno para conocer las tasas de iniectación de los vectores por el 
parásito. 
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Introducción 

La leishmaniasis puede ser definida como un grupo de entidades clínicas causada 

por diferentes especies y subespecies de protozoanos del género Lezshmanza La 

transmisión hacia el hombre generalmente ocurre mediante la picada de un insecto 

hematófago que ha adquindo el parásito de un reservono mamífero infectado (zoonosis) 

(7,62) Dependiendo de la especie de Leishmanza involucrada, los cuadros clínicos 

pueden resultar desde la forma cutánea de la enfermedad, hasta las formas de 

Leishmarnasis Mucocutánea y Leishrnarnasis Visceral (3,7) 

De acuerdo a informes de la Organización Mundial de la Salud es una de las 6 

pnnemales enfermedades que afectan a los países tropicales Debido al incremento de los 

casos en los últimos arios, representa un problema de salud pública importante con un 

estimado de 350 millones de personas en nesgo de adquirir la enfermedad y con 20 

millones de personas actualmente infectados según la O MS La enfermedad está 

presente en la costa europea del Mediterráneo y paises vecinos, en el norte de África, en 

el Medio de Oriente y en la parte sur de Asia. En las América ha sido reportada desde la 

parte sur de los Estados Unidos hasta la parte norte de Argentina con excepción de Chile 

y Uruguay Así mismo se han reportado algunos casos en República Dominicana y en 

algunas islas de) Canbe (79,86) 

En Panamá, la enfermedad es básicamente una zoonosis de animales forestales, la cual 

está presente en áreas boscosas y montatiosas de casi todo el país, siendo las regiones de 

salud de Panamá Oeste, Bocas del Toro y Colón las que reportan el mayor iárnero de 

casos (16,23,58,69) La leishmarnasis en Panamá es transmitida por la picada de las 
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hembras de pequeños dipteros hetnatófagos del género Lutzompa (Orden Díptera, 

Familia Psychodidae, Sub-familia Phleboiommae) De las 76 especies de Flebótomos 

descritos en Panamá, solo 7 de las especies antropofilicas han sido encontradas 

naturalmente infectadas con parásitos del género Letshmanza (23,84) 

La detección del agente etiológico en el vector y la postenor identificación de la 

especie es un trabajo arduo y que requiere de personal altamente capacitado y con mucha 

experiencia. 

Tradicionalmente la incriminación de un insecto como especie vectora de 

Ieishmaniasis ha requerido de largos procedimientos que involucran la disección, la 

observación de sus intestinos en busca de formas flageladas y el cultivo de estos en 

medios especiales para protozoarios los que posteriormente serán identificados con 

métodos isoenzimáticos, con anticuerpos monoclonales o con el uso de sondas de ADN 

marcadas (2,17,23) Estos métodos antes mencionados son lentos, labonosos, caros y no 

son convenientes para la aplicación sobre un gran número de muestras Otra alternativa al 

cultivo lo ha ofrecido el inocular promastigotes procedentes de un intestino infectado a 

un animal susceptible (23) Hoy día el desarrollo de nuevos métodos de Biología 

Molecular han ayudado a la detección e identificación de forma rápida de agentes 

ettológicos presentes en insectos vectores brindando un diagnóstico más certero que otras 

técnicas con una alta sensibilidad y una alta especificidad (8,26.38) En la actualidad, la 

Biología Molecular ha tenido grandes éxitos, En 1988, Rogers y colaboradores reportan 

el uso de la técnica de hibridización con sondas del ADN del cinetoplasto (kADN) para 

detectar flagelados del género Leish ama en vectores y diferenciarlos de flagelados no 

patógeno (Endorrypanum), pero para 1990 Rodgers reporta el uso de la amplificación del 
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IcADN como un arma para la detección y diagnóstico de leishmarnasis (76,78). En 1992 

Pascale y colaboradores descnben el clonaje del ADN del cmetoplasto de Lezshmanta 

con la finalidad de ser usadas como sondas para el diagnóstico clínico de la enfermedad 

y para la detección del parásito en su vector (Lutzomyza sp ) (71). 

La biología molecular ha permitido la identificación de la secuencia de 

nucleótidos del ADN del cinetoplasto (1cADN) de los parásitos del orden Kmetoplastida y 

del ADN del einetoplasto de los parásitos de LeIshmanza. Actualmente se han 

desarrollado iniciadores (pnmers) específicos para género utilizadas en la identificación 

de Letshmanza sp mediante la técnica de PCR (13). A partir de 1994 la reacción en 

cadena de la polimerasa ya era utilizada en países como Venezuela, Brasil y Perú para 

estudios de detección de Letshmanza en insectos vectores (Lutzomyza sp) (72,79). 

Actualmente en Panamá, la migración de la población a zonas boscosas con el fin 

de buscar mejores oportunidades dc vida, ha traído como consecuencia la exposición de 

las mismas a diferentes enfermedades entre la que podemos mencionar la leishmarnasis 

(83,84) Entre los años 1988 y 1996, se ha observado un incremento en el número de 

casos de leishmarnasis de 582 a 2577 casos (47,53) Esta situación nos obliga a tomar 

medidas de control eficientes contra la enfermedad y una de las alternativas es el conocer 

las áreas en donde estos insectos estén transmitiendo la leishnianiasis Para tal fin es 

necesano la identificación del parásito en los vectores con una técnica que brinde 

resultados rápidos con una alta sensibilidad y especificidad En este sentido la utilización 

de la técnica de PCR representa un arma diagnóstica de gran valor para estudios 

epidemiológicos en diversas zonas de Panamá 
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El presente trabajo tiene como objetivos - 

1 Validar la técnica de "Biología Molecular de la Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR)" en la detección de agentes etiológicos de leishrnamasis en sus 

vectores 

2 Identificar el parásito detectado por la técnica de PCR, mediante la digestión del 

producto amplificado con endonucleasas de restricción 

3 Determinar la tasa de infección de poblaciones de Lutzomyta sp procedentes de 

tres áreas de la República de Panamá, así como identificar los potenciales 

vectores e infecciones latentes en dichas áreas. 
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1. 	Antecedentes 

Leishmamasis es el nombre que reciben las enfermedades causadas por 

protozoarios del género Leishmama (Phylum Sareomastigophora, Orden Kinetoplastida, 

Familia Trypanosomatidae) los que son transmitidos por la picada de las hembras de 

pequeños dípteros hematófagos del género Lutzomyta en América y Phlebotomus en el 

viejo mundo (Orden Diptera, Familia Psychodidae, Sub-familia Phlebotorninae) 

(3,33,61) 

Las leishmaniasis se encuentran presentes en 100 países de diversos contextos 

geográficos, 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 Leislunamasis Visceral y casi 

1,500,000 de Leishmaniasis Cutánea (3,7) En el mundo, la población en nesgo de 

adquirir la enfermedad, está estimada en cerca de 350 millones de personas (79) La 

mayor parte de los casos viscerales se concentran en el subcontinente de la India y en el 

este de África, mientras que el 90% de los easo's cutáneos aparecen en el suroeste de Asia 

y norte de África. La enfermedad está presente en la costa europea del Mediterráneo y 

países vecinos, en el norte de Afma, en el Medio de Oriente 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 

A rgenttna con excepción de Chile y Uruguay Así mismo, se han reportado algunos casos 

de la República Dominicana y en Isla Martinica 

La mayoría de las leishinamasis son zoonosis que se presentan en áreas rurales o 

penarbanas por lo que el hombre se infecta sólo de manera esporádica con el parásito o 

cuando interviene en el ciclo selvático de la enfermedad (3,7,23) Los grupos de 

población con mayor nesgo de verse afectados por esta enfermedad son aquellos que 

incursionan en zonas endémicas con fines agropecuarios, programas de reforestación, 
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construcción de obras civiles (carreteras, represas) y actividades mineras. La mayoría de 

los casos ocurren en campesinos de escasos recursos y bajo nivel educativo que invaden 

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 atención de salud oportuna y de calidad 

(16) 

Según la especie de Lashmanza que infecte a una persona, podemos estar frente a 

úlceras cutáneas de evolución benigna que en ocasiones se complican hacia formas 

mucocutáneas o de Leishinamasis Cutáneas Difusas En otros casos puede presentarse formas 

de leishmaniasis 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, además hay mayor cantidad de casos reales que enfermos declarados 

oficialmente (16,40,69,84). La leishmaruasis es considerada una de las enfermedades más 

antiguas que ha afectado a la humarudad a lo largo de los siglos Escritos encontrados en 

el Asia Central, que datan de la primera centuna, describen una enfermedad cutánea, 

cuyos signos clínicos son similares con las de la leishmaniasis Durante exploraciones 

arqueológicas realizadas en el Perú y en Ecuador, se obtuvieron piezas de cerámica 

elaboradas entre los años 400 y 900 D C, que muestran rostro con desfiguraciones 

semejantes a las descritas por los histonadores españoles en los indígenas peruanos 

durante la conquista española, que pudieran relacionarse con alguna de las secuelas que 

deja la leishmaniasis luego de su padecimiento. La primera descripción clínica de la 

leishmaniasis en América data del siglo XVI durante la conquista española cuando 

Fernando de Oviedo (1535) y Pedro Pizarro (1571) descnben la enfermedad (15,61) 
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Leishmaniasis en Panamá 

En Panamá, el pnmer caso de leishmaniasis fue reportado en 1910 por el Dr S. T 

Darling, un año después de ser desenta la enfermedad por investigadores brasileños (23) 

La leishmarnasis es un enfermedad de notificación obligatona en nuestro país Hasta el 

año de 1952 se habían notificado solamente 31 casos de esta enfermedad. A partir de 

1981 se observó 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 años de edad (16,23). 

Esta situación demuestra una tendencia hacia el aumento de los casos a nivel nacional, 

siendo actualmente la zoonosis parasitaria transmitida por vectores de mayor incidencia 

en Panamá Su distnbución geográfica afecta a todo el territorio nacional 

Para el año 2000 el mayor número de casos se registró en las regiones de salud de 

Panamá Oeste con 894 casos (36 8% del total), Bocas del Toro con 585 casos (24l%) y 

Colón con 449 (18.5% ) (57) A la leishmaniasis se le conoce en nuestro medio rural con 

vanos nombres populares, entre los que podemos mencionar "picada de bejuco", "picada 

de ya te vi", 	picada bayano", "picada dc papalomoyo"(16,84) La Leishmania 

panarnenns en el principal agente etiológico de la Leishmaniasis Cutánea en la República 

de Panamá, pero no es la única especie involucrada en los casos de leishmaniasis en el 

país (23) Petersen y colaboradores en 1987 (73) publicaron un caso de Leistunamasis 

Cutánea causado por Leishmama aM0120116VISIS Kreutzer y colaboradores aislaron 

Lashmanza colornInensis de Lutzompa gomezt en el área de Colón (16). Solamente entre 

el 2 al 5 % de los casos de Leishmamasis Cutánea reportados en Panamá, evolucionan 
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hacia la forma mucocutánea de la enfermedad Ningún caso de la forma difusa de la 

enfermedad ha sido reportado a pesar de la presencia de L mexicana amazonensis en 

Panamá (16,69) 
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III. 	Agente etiológieo 

El parásito causante de la leishmaruasis fue descrito en 1903 por Leishman, 

Donovan y Wright a partir de biopsias viscerales y cutáneas de enfermos de la India (3) 

Los protozoarios del género Leishmanza son parásitos digénicos realizan parte de su 

ciclo biológico en el tubo digestivo del insecto vector en forma flagelada (promastigote), 

y dentro de las células mononucleares del hospedero vertebrado en forma afiagelada o 

amastigote 

El género Leishmarua se encuentra ubicado dentro del Reino de los Protistas (3,61) de la 

siguiente manera 

Reino 	PROTISTA Haeckel, 1866 

Subrei n o PROTOZOA Goldfuss,1817 

Filo 	SACOMASTIGOPHORA Honigberg-Balatnuth, 1963 

Subfilo 	M.AST1GOPHORA Deising, 1866 

Clase 	ZOOMASTIGOPHORA Calluns, 1909 

Orden 	ICINTTOPLASTIDA Horngberg, 1963 

Suborden TRYPANOSOMATINA Kept, 1880 

Familia 	TRYPANOSOMATIDAE Doflem, 1901 

Género 	Les/mama Ross, 1903 

Cuando una Lutzomyta toma sangre de un vertebrado, inocula los promastigotes 

presentes en la parte anterior de su aparato digestivo Una vez el parásito se localiza en 

los capilares cutáneos del hospedero vertebrado, se produce su fagocitosis por el 

rnacrófago quien lo engloba en una vacuola parasitófora para tratar de eliminarlo La 
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Lezshmanza evade esas reacciones mmunológicas inespecíficas del vertebrado y 

comienza a multiplicarse en su intenor Las células parasitadas que circulan en el intenor 

del hospedero vertebrado son ingurgitados por otra Lutzomyza, en cuyo intestino se 

liberan los amastigotes que recuperan la forma de promastigotes y por varios días se 

multiplican, alcanzando su capacidad infectiva (metaciclogénesis) situándose finalmente 

en las proximidades de la probóscide quedando así dispuestos para ser inoculados, con lo 

que se cierra el ciclo (3,7,33,61,62) 

En los últimos 20 años la taxonomía de los parásitos del género Lezshmanza ha 

pasado por una serie de cambios Inicialmente se pensaba que solamente existía una sola 

especie de Leishmanza la cual causaba todas las formas clínicas de la enfermedad, pero 

algunos investigadores encontraron que había diferencias en la velocidad de crecimiento 

de estos parásitos en los medios de cultivo Al mismo tiempo observaron que existían 

grupos que se comportaban de manera diferente cuando eran inoculados en animales de 

laboratono De esta forma se estableció una pnmera clasificación la cual agrupaba a estos 

protozoarios en parásitos de crecimiento rápido y de crecimiento lento (40) Para 1979, 

Lainson y Shawn hicieron énfasis en el modo de desarrollo del parásito en el tracto 

digestivo del vector Ellos agruparon todas las especies dentro de tres secciones 

hipopilana, penpilana y suprapilanas Las primeras son las más primitivas desde el punto 

de vista evolutivo y en la actualidad están representadas por el género Saurolashmanza 

sp , cuya transmisión se da por contaminación fecal (3) Este género es propio de reptiles 

y no es de importancia médica para el hombre Las especies de la sección peripilana se 

encuentran en una situación intermedia En este grupo la transmisión se da en la porción 

antenor del vector y se agrupa en esta sección las especies del subgénero 1/tamiza, todas 
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del Nuevo Mundo, las cuales parasitan mamíferos pnmitivos como son los armadillos, 

perezosos y osos hormigueros Las leishmarnas del subgénero Leishmanza se multiplican 

en las porciones suprapilóncas próximas a la probóscide, son parásitas de mamíferos más 

actuales, incluido el hombre, lo que indica que son las más recientes en la escala 

evolutiva (3,33,61) 

A. 	Organización genómica del parásito 

Los protozoos pertenecientes al orden Kmetoplastida presentan un ADN 

genómico (ADNg) localizado en el núcleo celular el cual está encargado de todo lo 

concerniente a la replicación del parásito, y un ADN extracromosómico situado en una 

única mitocondna llamado ADN del einetoplasto o kADN Además, presentan ADN en 

forma de minisatélites y elementos circulares El cinetoplasto es una estructura que 

poseen los protozoos pertenecientes al Orden Kmetoplastida el cual se encuentra 

localizado dentro de la membrana mitocondnal. El crietoplasto está constituido por 107  

pares de bases de ADN mitocondnal o kADN el cual es visible al microscopio de luz 

como una masa oscura en forma circular Este ADN rnitocondnal o ADN del cinetoplasto 

representa hasta el 20% de todo el ADN del parásito (3) Este a su vez está formado por 

un gran número de moléculas llamadas maxtcírculos y mmicirculos, los cuales en 

conjunto forman una extructura con forma de red Por cada einetoplasto existen unos 50 

maxicirculos de 30 a 40 ktlobases Se les atribuye las mismas funciones que tiene el ADN 

mitocondnal de otros sistemas celulares como es contener los genes que codifican los 

ARN nbosomales y algunas proteínas de la tnitocondna (3,61). Los mitucírculos son las 

moléculas más pequeñas del kADN Su tamaño esta entre 600y 800 pb de tamaño en los 
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miembros del género Leishmania Estos nurucírculos poseen una región variable en el 

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

B. 	Taxonomía del parásito 

Las distintas especies y subespecies de Leuhmanza son indistinguibles 

morfológicamente, sin embargo, dependiendo de la especie involucrada en la infección se 

puede estar frente a patologías muy diferentes, por lo que la taxonomía de este género 

reviste especial importancia debido a que ayuda a establecer un mejor diagnóstico, 

tratamiento, pronóstico y control de la enfermedad (3,5) Parte del estudio de la 

epidemiología de la leistunamasis es la de demostrar la presencia de promastigotes de 

Leishmanza en los vectores de la enfermedad e identificar la especie infectante. 

El método estándar para la identificación de Letshinania es por Isoenzimas; sin 

embargo, para la aplicación del mismo es necesario el previo aislamiento del parásito, 

sumado a que es una técnica lenta, laboriosa, cara, y consecuentemente no es conveniente 

para la aplicación sobre un gran número de muestras (3,5) 

Los anticuerpos rnonoclonalcs también son usados en la diferenciación de las especies de 

Lashmanui pero presentan una relativa falta de especificidad (2,3,42) Sondas para ADN 

genórruco y ADN del cinetoplasto han sido desarrolladas ofreciendo una identificación 

más rápida y económica, aunque las sondas sólo son aplicables a material proveniente de 

cultivos de parásitos La necesidad de un método rápido, económico y confiable para la 

identificación del parásito es requerido en nuestro medio para propósitos epidemiológicos 

y taxonómicos La identificación de la especie del parásito también proporciona 
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información útil en la clínica para evaluar y escoger el régimen quimioterapéunco 

específico (3,5,43) 1-as actuales pruebas diagnosticas para la leislunatuasts han sido 

desarrolladas basándose en la amplificación in intro de vanos sitios blancos en su ADN 

como por ejemplo el ADN de los mirncírculos del cinetoplasto (2) y los genes del rRNA 

(42) Los minicírculos del IcADN son un blanco ideal para las pruebas de amplificación 

de ADN debido a que están presentes en número cercano a las 10,000 copias por célula y 

poseen una región variable la cual ofrece una discriminación exacta entre las especies 

(66) En adición a esto las secuencias del ADN de los minicírculos del cinetoplasto es 

conocida para muchas de las especies de Leisionanza. 

IV. 	Reacción en Cadena de la Politnerasa 

La Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) es un método "m vitro" de 

amplificación del ADN el cual fue introducido en 1985 El método de la PCR es simple y 

es un arma extremadamente poderoso para el diagnóstico (30) La adopción de una ADN 

polimerasa termoestable (Taq) en 1988 simplificó grandemente el proceso de desarrollo 

de la prueba, permitiendo la automatización de la PCR. Desde entonces un gran número 

de aplicaciones han sido desarrolladas en áreas de diagnóstico e investigación La PCR ha 

sido considerada como una versión simple de los procesos de replicación del ADN que 

ocurren durante la división celular Básicamente esta prueba consiste en tres pasos 

desnaturalización térmica del ADN blanco, atildamiento de los iniciadores y extensión 

de los iniciadores anidados por medio de la enzima ADN polimerasa (17,30). Estos tres 

pasos constituyen un ciclo de la reacción y este ciclo se repite un número de veces Cada 

ciclo dobla aproximadamente el número de moléculas blanco 
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Las electroforesis en gel de agarosa teñida con bromuro de etidio es el método 

más comúnmente utilizado en el análisis de los productos de PCR. Un gel de agarosa al 

1 5% es el adecuado para el análisis de productos con tamaños comprendidos entre 150 y 

1000 pb (30) 

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

1 	Tiempo de anidamiento y de extensión 

2 	Temperatura de anudamiento 

3 Concentración de dNTP 

4 	Concentración de Cloruro de magnesio (MgC12) 

5. Tipo de ADN polimerasa (17,30) 

En el área de la entomología la PCR ha sido utilizada en vanos campos como por 

ejemplo en la mcnmmación de insectos vectores de enfermedades (26,38,39,72), en el 

estudio de poblaciones de insectos (10,32), y en el área de la entomología forense 

(12,64) 

Y. 	Amplificación del ADN al azar (RAPD) y restricción de los productos de PCR (PCR- 
RFLP). 

El ADN de un parásito proveniente de biopsias, sangre o incluso de uno de los 

vectores de leishmarnasis, pueden ser detectados aun estando en cantidades muy 

pequeñas (igual a un solo parásito) mediante la amplificación de un fragmento de su 

secuencia gracias al uso de iniciadores en la reacción de polirnenzación de una segunda 

cadena de ADN (3) Una de las variantes existentes de la PCR, lo constituye la llamada 

amplificación del ADN al azar (random amphfied polymorphtc DNA) o RAPE) En esta 
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reacción de PCR se utiliza iniciadores arbitranos diseñados al azar de sólo unas 10 a 12 

bases los cuales sometidos a bajas temperaturas de anidamiento, se facilita la unión de 

estos a la hebra de ADN blanco Esta técnica permite la discriminación entre los distintos 

géneros que forman el orden Kmetoplastida y entre las especies de Lashmama (3,17) Es 

ampliamente utilizada en taxonomía por su rapidez y por no requenr el diseño de 

iniciadores 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 

restricción es comúnmente utilizado como una vía para venficar la identidad de los 

productos de PCR Esta técnica tiene la ventaja de no necesitar la purificación de los 

productos amplificados previo a la restricción y que muchas enzimas de restricción 

funcionan de forma óptima en una mezcla de restricción (17,30) 
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VI. Vectores de leishmaniasis 

A. 	Biología 

Los vectores de la leishmarnasis son insectos pertenecientes al orden Diptera. 

familia Psychodidae, Subfamilia Phiebotammae Al menos 70 de las 700 especies y 

subespecies conocidas son capaces de transmitir este protozoario (62). En el Nuevo 

Mundo, las especies pertenecientes al género Lutzampa son las vedaras de la 

leislimaniasis, mientras que los insectos del género Phlebawmus son los vectores de 

Leishmania en el Viejo Mundo El género Sergenwmyta es vector solamente de 

Saurolezshmama sp , flagelados no patógenos para el humano propios de reptiles 

(3,33,62) Ha habido intentos de reproducir la infección en otros vectores, pero estos no 

han prosperado (3) 

El rol que jugaban las Lutzompas en la transmisión de la leisinnamasis (agrupadas antes 

en el género Phlebotomus) fue demostrado por Cerqueira (1920) y Bcaurepaire-Aragao 

(1922) Al mismo tiempo el papel de los flebótomos del viejo mundo era demostrado por 

Sergent. Parrot y Donatien (1921) (15) 

La clasificación taxonómica de los flebotommos propuesta por Lewis y colaboradores en 

1977 (63) es hasta el momento la clasificación más aceptada En esta clasificación el 

género Lutzomyza incluye casi todas las especies americanas de la subfamtlia, y todas las 

vectoras de leishmarnasis presentes en el Nueve Mundo Además de las leishmaruasis, los 

flebotominos son vectores de la bartonellosis y vanos arbovirus (1,81) 
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En Panamá las Lutzornyza son vectores de los siguientes virus. 

1 Virus Chagres aislado por pnmera vez de un paciente febril en Panamá. Hasta 

1983 se habían reportado cuatro casos humanos con infecciones producidas por 

este virus Se le ha incnminado su transmisión a Lutzomyza ylephdetor y a 

Lutzomyia trapidoi (1) 

2 Virus Punta Toro aislado por pnmera vez en el año de 1966 en los Estados 

Unidos de un paciente proveniente de Panamá. Durante el desarrollo del proyecto 

de la Hidroeléctnca de Bayano el virus fue aislado catorce veces entre 1973 y 

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

Al género Lutzomyza (Franca, 1924) pertenecen diminutos dipteros hematófagos de 

comportamiento nocturno Se distribuyen geográficamente solo en el Continente 

Americano en muy diversos ambientes y a altitudes que van desde el nivel del mar en las 

zonas de selvas tropicales, hasta 3,400 metros sobre el nivel del mar (msnin) en los 

Andes Las "Chitras" al igual que otros flebotommos son de condición terrestre y arbórea 

pero no acuática Suelen reposar en los huecos de los árboles, cuevas, termiteros, 

madrigueras de roedores y de otros animales, grietas y oquedades en rocas o en la corteza 

de ciertos árboles En estas áreas estos insectos encuentran un ambiente con humedad 

favorable, que los protege durante el día de los fuertes vientos (61,84,88) Son activos en 

la noche, durante el crepúsculo y en días oscuros, siempre y cuando no haya viento Su 

vuelo es lento, silencioso, interrumpido y de im alcance limitado que generalmente 

fluctúa entre 100-200 metros, no obstante bajo la influencia del viento alcanzan una 

distancia mayor Las hembras son ávidas picadoras y ciertas especies tienen una atracción 
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especial por animales de sangre caliente, en cambio, otras prefieren alimentarse de 

animales de sangre fría (3,15) A diferencia de las hembras, los machos subsisten 

únicamente de jugos de plantas Los adultos de algunas especies de Lutzomyza presentan 

un fototropismo positivo, por lo que son atraídos por la luz, lo que explica que en 

ocasiones se les encuentre en habitaciones humanas, gallineros, establos y otros recintos 

en áreas rurales (70) Es en estas condiciones en donde puede realizarse la transmisión 

dentro de las áreas habitadas por el hombre. 

Los flebótomos son insectos holometábolos, 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 ptni de largo por 100 um de ancho, estos presentan en su 

superficie esculturaciones en forma de escamas las cuales son de interés taxonómico (3) 

La ovipostura se realiza en lugares oscuros como madrigueras, huecos de árboles, huecos 

en las rocas, etc., con una humedad relativa alta, temperaturas constantes y ncos en 

matenal orgánico que garantiza la fuente de alimento para las larvas luego de que 

eclosionen los huevos (33,62) 

Los adultos de las Lutzomyza presentan un tamaño de 2-3 ruin, castaño claro, patas 

largas y todo el cuerpo recubierto por cerdas La cabeza tiene dos ojos compuestos, 

antenas filiformes y probóscide desarrollada como aparato picador-chupador. El tórax es 

robusto y las alas son lanceoladas, cubiertas por escamas, microtnquias y abundantes 

cerdas El abdomen posee diez segmentos, los tres últimos 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 fecundación y depositar su semen en la esperrnateca de esta (33,62). Los 

últimos segmentos abdominales en la hembra constituyen dos lóbulos laterales y dos 

cercos El apareamiento se produce en el mismo momento de emerger los adultos de la 

pupa, atrayéndose mutuamente por acción de feromonas sexuales y por las diferentes 

frecuencias en el batir de las alas Los machos son fitófagos de forma exclusiva y sólo las 

hembras son hematófagas (3,33,62) 

La saliva de las Lutzomyza poseen apirasa y desintegrinas las cuales son 

sustancias tensioactivas y antiplaquetanas Estas provocan la extravasación de sangre en 

el punto de la picadura y su fácil succión hacia el canal alimenticio (3). 

De las 76 especies de "Ctutras" que se han encontrado en la República de Panamá, tan 

solo 5 de ellas han sido reportadas como vectores, a saber, Lutzomyza panamenszs, Lu 

gomezz, ¿u trapzdoz, Lu ylephdetor y Lu sanguinaria, siendo estas precisamente las más 

abundantes en el suelo panameño (84) Lutzomyza longzpalys, vector de Leishmaniasis 

Visceral, ha sido reportada en vanos sitios de la República de Panamá, aunque esta 

forma de la enfermedad no ha sido reportado en el país ni el vector ha sido encontrada 

naturalmente infectada con Letshmanza chagasz (6,69). 

B. 	Metaciellogénesis 

Cuando un flebótorno toma sangre de un hospedero vertebrado con macrófagos 

parasitados, se necesitan de unas 24 a 36 horas para que los amastigotes sean liberados y 

se transformen en promastigotes Simultáneo a esto, en el insecto comienza a formarse la 

membrana pentrófica en la pnmera hora después de la ingesta, la cual está constituida 

por quitma y las enzimas necesarias para digenr la sangre ingurgitada (3,7) El 
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promastigote en el intenor del insecto digiere la hemoglobina gracias a la acción 

proteolitica de una proteasa presente en su membrana celular llamada gp63 y sintetiza 

enzimas quitmoliticas necesarias para poder escapar de la membrana pentróflea del 

estómago. Una vez que el promastigote sale de la membrana pentrófica, inserta el flagelo 

entre las ancrovellosidades del intestino medio torácico y el cardias. De esta forma el 

flagelado se va movilizando hacia las porciones antenores del tracto digestivo y al 

mismo tiempo se divide y alcanza su capacidad infectiva Ya en la porción anterior del 

tracto digestivo los promastigotes están listos para ser inoculados cuando se produzca la 

siguiente ingesta de sangre (3,7) 

C. 	Capacidad vectorial 

Para que se de la transmisión de la leishinamasis, interactúan una serie de factores 

los cuales se relacionan unos con otros garantizando de esta forma la existencia del 

parásito en el ciclo de la enfermedad (3) Entre estos factores podemos mencionar los 

sigui entes 

La transmisión de la enfermedad debe darse de forma obilgatoria por la picada de 

las Luzzonlyza 

2 	La relación de la especie de Lutzonlyw presente en la zona con la del vertebrado 

del cual se va a alimentar debe ser muy estrecha y especifica 

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

se da cierto nesgo epidenuolÓgico a la picada del insecto 
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La gran mayoría de las especies de flebótomos 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 gonotrófico Debido a que en general los 

adultos viven una media de cuatro semanas, realizan el ciclo gonotrófico tres o cuatro 

veces (3) 

Con el fin de evaluar el riesgo de transmisión en una zona y establecer las medidas de 

control oportunas, es imprescindible definir la capacidad vectonal de las especies de 

flebótomos presentes la cual determina el nesgo epidemiológico La capacidad vectorial 

viene condicionada por. 

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

y un mayor número de flebótomos en la zona. 

2 	El índice de Infectación de las Lutzomyza de la zona Los vectores que poseen una 

mayor expectativa de vida, son aquellos que presentan mayor probabilidades de 

infectarse 

3 Duración del ciclo gonotrófico Una vez que las Luizomyza se infectan con las 

Lezshmanza, son capaces de transmitir el parásito durante toda su vida 

Existen a demás una sene de factores ligados a la etología del insecto El sitio que 

frecuentan para picar ( mira- o extradomiciliano), los sitios utilizados para reposar 

posterior a la mgesta de sangre (endo- y exofilico), y el hábito de picadura (diurno o 

nocturno), pueden explicar la forma en que se presenta la transmisión de la enfermedad 

Este tipo de información es de mucha importancia al momento que se está evaluando la 

medida de control de la enfermedad en una zona determinada La zoofilia o antropofilia 

indica la tendencia del insecto a picar animales o humanos El alcance del vuelo en los 

- 24 - 



flebotomos no es un factor de mayor importancia debido a que este es muy corto Otro 

factor que es importante considerar al evaluar el riesgo epidemiológico de la enfermedad 

está dado por el fototropismo positivo de las Lutzartiyia, motivo por el que acuden en la 

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

VII. Reservorio 

Se define como reservono de una enfermedad aquel animal que garantice la 

existencia del agente etiológico facilitando así su posterior transmisión (3) 

Por regla general un reservono no sufre la enfermedad y de hacerlo es de forma crónica, 

sin embargo, éste no es un requisito indispensable para que se de la transmisión ya que 

esta depende de otros muchos factores como ya hemos mencionado 

El reservono principal de la Leislunaniasis Cutánea en nuestro país es el perezoso de dos 

dedos (Choleopus hoffmanz) (23,44), pero la infección también ha sido encontrada pero 

menos frecuentemente en el perezoso de tres dedos (Bradvpus Infi4scatus), el mono 

nocturno (Aotus trmsgatus), el mono tití (Saguznus gegyrogyz), la rata arrocera 

(Oryitomys capzto), la rata arbórea (Tylomys panamensts), el puercoesphi (Coendu 

rostlisehlidz), la rata espinosa (Proeciumys senuspinosus), la rata acorazada (liopiornys 

ATzninurus), el coatí (Alanza nasua), el cusurnbí (Potos flavus), y el olingo (Bassancyon 

gabbn) El perro (Canes fanizharrs) actúa como hospedero domestico del parásito, sobre 

todo en aquellas áreas donde se mantiene un ciclo activo de transmisión (I ,23,44) 
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Capítulo III 
Materiales y Métodos 
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1. 	Colonización de Lutzomyia gomezi. 

La metodología en esta etapa del trabajo está basada en las investigaciones de 

Dávila (1986), para la colonización de Lutzomyta gomezt 

La colonia fue establecida en el insectano del Programa Centroamericano de Maestría en 

Entomología ubicado en el campus de la Universidad de Panamá y los adultos que 

iniciaron la misma fueron colectados en la comunidad de Buenos Aires, corregimiento de 

Chilibre, situada a aproximadamente 40 km de la ciudad de Panamá y a una elevación 

cercana a los 200 metros sobre el nivel del mar con un bosque húmedo y una vegetación 

de crecimiento secundario pionero 

Para garatizar la colecta de Lutzomyia antropofilicas, se realizaron colectas con cebo 

humano en el área utilizando para ello aspiradores manuales (foto n° 1) El matenal 

colectado fue llevado al laboratorio de entomología de la Universidad de Panamá en 

donde fue separado los especímenes de Lutzomyia gomezt de las otra especie 

antropofilica del área (Lutzortiyia panarnenszs) Para ello fue utiliza un estereoscopio y un 

aspirador manual el cual poseía un tubo de vidrio transparente que permitía observar los 

especímenes Los envases de cría utilizados eran de plástico con forma cilíndrica y con 

una capacidad de 1 din3  Su fondo sus paredes estaban recubiertos de yeso. El fondo de 

yeso tenia un espesos de aproximadamente 1 5 cm De esta forma se garantizaba un 

microambiente óptimo para la ovipostura, eclosión y posterior desarrollo de las etapas 

larvales. En el centro de la tapa de los envases se realizó un corte circular de 

aproximadamente 11 cm de diámetro en el cual fue colocada una tela de nylon de 

organza que garantizara la ventilación de los insectos y la alimentación de los adultos con 
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una solución saturada de sacarosa (foto n° 2) Los azúcares son un requisito indispensable 

para mantener a los adultos vivos después de la emergencia de los mismos y antes de su 

alimentación con sangre. Adicional a esto se abnó un onficio de 0.5 cm de diámetro por 

donde se introducirían los adultos Cada envase recibió 50 especímenes entre machos y 

hembras La jaula utilizada para la alimentación de las hembras adultas era de un pie 

cúbico con una manga de tela en uno de sus lados lo que permitía la entrada de los 

envases de cría sin que se escaparan Jos adultos de la misma Previo a la introducción de 

las chitras se colocó un animal amarrado sobre un pedazo de madera del cual se 

alimentarían los insectos En nuestra expenencia el animal utilizado fue un cobayo 

(Cavia poreellus) del que por espacio de dos horas (1900. 	a las 21.00 horas) se 

alimentarían los adultos Posterior a la alimentación y a la mañana siguiente los adultos 

eran sacados de la jaula y puestos en los envases de cría con la ayuda de un aspirador de 

boca Este trabajo se realizaba con mucho cuidado debido a que las Lutzoinylas en este 

momento eran bastantes delicadas debido a la turgencia observada en sus abdómenes 

como resultado de la alimentación Los adultos eran mantenidos con solución de sacarosa 

saturada colocada en rollos de algodón para uso odontológico Este 	era cambiado cada 

tres días La mayoría de los huevos eran ovipositados en el fondo del envase de cría Los 

que eran depositados en las paredes eran transferidos al fondo con la ayuda de un pincel 

de cerdas de camello humedecido en agua destilada Para realizar esta operación fue 

necesano el uso de un estereoscopio El alimento utilizado para las formas inmaduras fue 

el utilizado por Dávila (27) el cual consistía en una mezcla de comida de perro, comida 

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

Una vez a la semana se colocaba pequeñas cantidades del alimento en los envases de cría 

Los envases con crecimiento de hongos fueron sometidos a un tratamiento con Nistatma 

(micostatin de uso pediátrico) en una concentración de 500 U/1, concentración que no 

afectaba el desarrollo larval de los insectos. 
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Foto n° 1. Colecta de Lutzomyitz gomes1 en el 
corregimiento de Clulibre utilizadas en el 
levantamiento de la colonia 
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Foto n° 2. Envase de cría de Lutzomyra gomem y 
Jaula utilizada en la alimentación de los insectos 
adultos de la colonia 
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ti. 	Sitios de colectas 

Las áreas utilizadas en el presente trabajo se seleccionaron tomando en cuenta dos 

aspectos 

1 	La importancia de la leishinaniasis en zonas específicas (Santa Clara n° 2 y Altos de 

Campana) 

2 	La importancia ecoturistica de las áreas (Gamboa y Altos de Campana) 

Las colectas realizadas en las áreas de Gamboa y de Altos de Campana fue realizada 

por personal del Instituto Conmemorativo Gorgas como parte del proyecto de 

investigación titulado "Elaboración de una normativa de salud para el sector ecoturistico" 

el cual se realiza en dicho instituto Las colectas realizadas en la comunidad de Santa 

Clara n° 2 fue realizada por mi persona junto a la colaboración del Sr. Roberto Rojas, 

persona con más de 30 años en el trabajo de campo con Lutzomyza y otros insectos 

vectores de enfermedades 

A. 	Caracterización del área de Gamboa 

Para los fines de éste trabajo, el área de muestreo se ubicó de acuerdo a la 

posición geográfica del Camino Oleoducto específicamente el Río Frijoles, el cual está 

entre 90' 9' 50" N y 790  44 55" 0 (mapa n° 1) Gamboa se encuentra ubicado en la 

provincia de Panamá, distrito de Panamá, corregimiento de Ancón La comunidad está 

enteramente rodeada de áreas naturales de un gran valor ecológico, hidrológico e 

histórico, como lo son el Río Chagres y el Parque Nacional Soberanía Es importante 
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mencionar que Gamboa es uno de los puntos centrales de la Cuenca Hidrográfica del 

Canal de Panamá, por lo tanto es un lugar estratégico en funcionamiento de esta 

En el área encontramos montañas bajas y cerros altos, con altitudes relativas entre 100 y 

280 msnm, el relieve oscila entre mediana y fuertemente inclinado La precipitación 

anual sobrepasa los 2500 mm de agua, con una estación seca generalmente en los 

pnmeros tres meses del año, en donde la precipitación no sobrepasa los 660 min. 

De acuerdo con el Sistema de Clasificación de Zonas de Vida del Mundo o 

Formaciones Vegetales de Holdndge, el área está clasificada como Bosque Húmedo 

Tropical (BHT) La vegetación observada en el área es principalmente de un Bosque 

Húmedo Tropical Semideciduo, pero también se incluyen en la zona herbazales, 

ciénagas, márgenes de lago, riveras, bosques secundarios y algo de áreas de rastrojo 

(fotos n° 3-4) 
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Foto ric9-4. Vista panorámica de los sitios de colecta utilizados por el 
personal del Instituto Conmemorativo Gorga s en las colectas de adultos 
de Lutzomyra sp en el área de Gamboa 
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B. 	Caracterización del área de Altos de Campana 

Campana se encuentra ubicada geográficamente entre los 8°39'44" Norte y los 

79°49'57" Oeste (mapa n° 2) a 60 Km de la ciudad de Panamá Políticamente se 

encuentra en la provincia de Panamá, entre los distntos de Capira y Chame, y los 

corregimientos del Cacao, Campana, Buenos Aires, Chica y Sorá Presenta una superficie 

de aproximadamente 4816 hectáreas. En su paisaje regional sobresalen picos y cimas de 

montañas altas, con altitudes que sobrepasan los 600 msnm y más, se caractenzan por 

presentar pendientes abruptas, suelos delgados bien drenados, pedregosos y rocosos. En 

algunos lugares el suelo está fuertemente erosionado debido a sus numerosas pendientes 

y susceptibilidad a los deslizamientos El promedio anual de precipitación pluvial 

sobrepasa los 2700 mm al año. La temperatura media del mes más fresco es infenor a los 

18°C, pero la diferencia entre la temperatura media del mes más cálido y el mes más 

fresco es de menos de 5°C y está determinada por la altura del lugar, que en algunas 

zonas es mayor de 900 insrun. 

En el Parque Nacional Campana se pueden encontrar 2 diferentes Zonas de Vidas 

según el sistema de clasificación de Holdridgc El Bosque Húmedo Premontano el cual 

podemos encontrarlo en zonas bajas de hasta aproximadamente los 600 TTISUITI y el 

Bosque, muy Húmedo Premontano el cual lo ubicarnos en las zonas más elevadas del 

parque, encontrando algunos remanentes de bosque virgen y bosque secundario avanzado 

(foto n° 5-6). 
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Foto n° 5-6. Vista panorámica dr. los sitios de colecta utilizados por el 
personal del Instituto Conmemorativo Gorgas en las colectas de adultos de 
Lutzompa sp en el área de Altos de Campana 
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C. 	Caracterización del área de Santa Clara n° 2 

El poblado de Santa Clara n° 2 está ubicado en el corregimiento de Santa Clara, 

distnto de Arraiján, provincia de Panamá El área está indicada dentro del clima tropical 

húmedo, lo que significa que llueve alrededor de todo el año La temperatura media anual 

se da a los 26 76 °C y una humedad relativa de 81%, según la estación meteorológica de 

Cnstóbal La precipitación promedio en el área es de 2,000 a 3,000 mm anuales El área 

posee una altitud relativa de 120 a 150 msnrn y presenta un relieve de pequeñas colinas, 

llanos, las pendientes van de ligeras a medianamente inclinadas Este tipo de suelo no es 

arable, con limitaciones severas pero apto para pastos, bosques y tierras de reservas El 

área específica de muestreo es de fincas familiares con vegetación secundana pionera 

(rastrojos, arbustos, etc ) (foto n° 7-8) 

De acuerdo a datos estadísticos suministrados por el Departamento de 

Epidemiología de la Región se Salud de Panamá Oeste, para el año 2000 en el distrito de 

Arraiján se reportaron 56 casos de leishinamasis, de los cuales 23 de estos casos 

procedían del Corregimiento de Santa Clara (57) (gráfica d 1) 
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Foto no 7-8. Vista panorámica del área de colecta en la comunidad de 
Santa Clara n° 2 (Annan) 
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111. 	Métodos de colecta e identificación del material colectado 

Para la recolección de las muestras de Lutzornyta en las áreas de interés, se 

utilizaron dos métodos 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 pequeño tamaño y a la 

versatilidad de esta en el trabajo de campo Fue diseñada ongmalmente para la captura de 

mosquitos transmisores de arbovirosis. Su uso se extendió posteriormente a la captura de 

otros insectos hematófagos 

Está constituida por un tubo de plexiglás con dos hendiduras para la inserción de 

dos brazos que sostienen el pequeño motor del ventilador y que al mismo tiempo 

alimenta un pequeño bombillo colocado sobre la trampa, cuya luz es reflejada en un plato 

metálico que sirve de techo a la trampa La luz de la trampa funciona como atrayente para 

las Lutzonlyia 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 batería de 6 

voltios o 4 pilas de 15 y cada una (70) 

Los flebótornos atraídos por la luz son aspirados dentro de la jaula pasando a través de las 

aspas del ventilador La trampa se deja generalmente funcionando durante toda la noche o 

en el período en que las chitras presenten mayor actividad, 
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Numerosos estudios han demostrado que las trampas que, además de luz, utilizan CO2  

como atrayente, son más eficiente en la captura de flebótomos El CO2  actúa como un 

fuerte atrayente para los insectos hematófagos. 

La combinación de los dos atrayentes, luz y CO2  puede obtenerse colocando Junto a la 

trampa CDC un bloque de CO2  o hielo seco 

Estudios realizados por algunos investigadores demostraron mediante expenencias de 

campo que la utilización de hielo seco como fuente de CO2  en trampas de luz incrementa 

la captura de flebótomos (70). 

Las colectas en las áreas de Gamboa y Altos de Campana fueron realizadas por 

personal del Instituto Conmemorativo Gorgas como parte del proyecto "Elaboración de 

una normativa sanitaria para el sector ecotudstico" Las colectas en el área de Santa Clara 

ri° 2 se realizaron en cuatro estaciones de muestreo 3 utilizando trampas tipo CDC y una 

utilizando cebo 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 leishrnaniasis Las trampas fueron colocadas a un metro y rnedko 

del suelo y junto a estas se colocaban dentro de sacos de tela los bloques de CO2 de 1 5 

libras (foto n° 9-10) Las trampas funcionaban entre las 18 00 y 23 00 horas de la noche 

Para este estudio solo se realizaron colectas de formas adultas, con mayor énfasis en 

especies antropofilicas de comprobado potencial como vectores de leishrnamasis en 

Panamá y otros países de la región 
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Fotos nc)  9-10. Trampas CDC con bloques de CO2 (hielo seco) utilizadas cn 
las colectas de Luizornyia sp en comutudad de Santa Clara n° 2 (Arnuián) 
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B. 	Colectas con cebo humano. 

La colecta con cebo humano fue realizada por un técnico panameño con más de 

20 años de expenencia en este tipo de colectas 

IV. 	Identificación de especímenes 

Las Lutzomyzas colectadas con las trampas CDC fueron separadas de los demás 

insectos con la ayuda de un estereoscopio y junto con los especímenes de las colectas 

humanas se procedió a la identificación de este material utilizando para esto las claves de 

Chamons (18,19) y Young (88,89) Postenor a la identificación todo el matenal era 

puesto por especie en tubos córneos de 1 5 mi de capacidad en grupos de entre 16 a 20 

individuos para luego ser congelados a —20 °C hasta el momento de iniciar el protocolo 

de extracción de ADN de las muestras de Luizomyzas 
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V. 	Laboratorio para el desarrollo de la PCR 

Las pruebas en las que se maneja la amplificación de los ácidos nucleicos 

presentan la ventaja de ser técnicas altamente sensibles y específicas pero es necesario 

tomar precauciones para prevenir errores en nuestros resultados La contaminación de las 

muestras o de los productos amplificados con ADN foráneo es una de las causas de error 

a la cual se le debe dar mucha importancia. Para evitar la contaminación durante la 

realización de la prueba de PCR, dividimos físicamente el Laboratono en tres áreas: una 

área de pre-PCR, el área de la PCR y una última áreas a la que llamamos post-PCR. 

1 	Área de pre-PCR en esta área se extrajo el ADN de las muestras de Lutzomyra 

que previamente habían sido preparada en los laboratonos del Programa de 

Maestría en Entomología de la Universidad de Panamá 

2 	Área de PCR. esta contó con una campana de flujo laminar la cual era encendida 

y limpiada con etanol al 70% y agua destilada 15 minutos antes de preparar las 

reacciones de amplificación en ella También esta área contaba con el 

Termociclador en el cual se darían las reacciones de la PCR 

3 Área de post-PCR: en estas áreas se analizaron los productos amplificados 

mendiante la electiofolesis en gol de poliacnlarinda teinclos con bromuro de 

etidio Otra medida importante en los procedimiento para evitar la contaminación 

fue que las micropipcias utilizadas en cada área eran de uso exclusivo de estas. 

Todas las puntas de las micropipetas y la enstalería utilizadas era autoclavada a 121 °C 

por 15 minutos previo a su uso Las puntas una vez utilizadas eran desechadas, En todo 

momento se utilizó agua destilada y desionizada (con una resistencia de 18 MO). 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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VI. 	Extracción del ADN de los grupos de Luizomyia fenol-cloroformo alcohol-isoanulico. 

Los insectos presentan una barrera natural que protege sus tejidos y órganos de 

daños que le pueda producir diferentes agentes presente en su medio Esta barrera de 

protección es el exoesqueleto constituido principalmente por guaina Para poner en 

contacto los tejidos internos de las chicas con los reactivos utilizados en el proceso de 

extracción del ADN, fue necesano romper esta barrera natural. Para ello cada tubo de 

muestra fue tratado con 1 mi de nitrógeno líquido el cual congelaría a los insectos, 

facilitando de esta forma el daño mecánico de su exoesqueleto 

La maceración se realizó utilizando pestle (Sigma Co.) (foto rió  11). Después de 

dos minutos de maceración agregamos 500 ¡A del buffer de hm (10 mM 	pH 8.0, 

I rnM EDTA + 1% SDS) y cada tubo fue puesto en un baño húmedo a 65 °C por espacio 

de 30 minutos, agitando por inversión cada 10 minutos Pasado los 30 minutos a cada 

muestra se le agregó 500 )11 de fenol cloroformo alcohol-isoamilico Estas se agitaron por 

espacio de 2 minutos de forma manual hasta obtener una emulsión completa. Las 

muestras fueron centrifugadas por 5 minutos a 10,000 rpm y el sobrenadante formado 

posterior a la centnfugación fue colocado en un nuevo tubo cónico de 1.5 ml previamente 

identificado. A continuación para precipitar el DNA agregamos a cada tubo con muestra 

0.5 ml de alcohol isopropílico más 50 µ1 de acetato de sodio 3 M pH 5 2 agitamos por 

inversión manual observando la aparición de pequeñas cantidades de ADN observables 

como hebras de color blanco suspendidas en la fase líquida. Cada tubo fue centrifugado 

por un minuto a 10,000 rpm para formar un botón sólido y compacto de ADN en el fondo 

del tubo. Eliminamos el sobrenadante y procedimos a lavar el ADN con 500 Id de etanol 

frío al 70%, resuspendiendo el botón y centrifugando nuevamente por un minuto a 10,000 
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rpm Finalmente el sohrenadante se eliminaba y los tubos eran secados colocándolos en 

un baño seco a 65 °C Una vez seco se añadió 20 ul de TE (10 mM Tris-C1 pH 8 O, 1 tnM 

EDTA) a las muestras 

Para evaluar el proceso de extracción de ADN de los grupos de Lutzornyla sp , se 

procedio a realizar una electroforesis en gel de aQarosa para confirmar la presencia de 

ADN en las muestra procesadas Postenor a esto todas las muestras fueron almacenadas 

en el laboratono dentro de un congelador a —20 °C hasta el momento de su uso 

Foto a° 11. Sistema ultimado para la maceración 
de los grupos de Lutzomyla sp consistente en un 
tubo cónico de 1 5 ml y un pequeño dispositivo 
para macerar (pestle) 
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VII. Optimización de la Reacción en Cadena de la Polimerasa para Leishmank sp. 

La metodología de amplificación del ADN del cinetoplasto de Leishmania se 

unció con la optimización del sistema de amplificación Para ello fue importante 

determinar la especificidad y la sensibilidad de la Reacción en Cadena de la Polimerasa 

(PCR), así como determinar si existe algún efecto mhibitono de la ADN polimerasa por 

parte de alguna sustancia presente en los vectores de Leishmaruasis 

A. Especificidad de la prueba de PCR 

Para evaluar la especificidad de la prueba de PCR para Leishmanza sp, los 

iniciadores (pnmers) fueron probados con el ADN del cinetoplasto seis especies de la 

familia Trypanosomandae. nypanosoma cruzz, Dypanosoma rangeli, Herpetomona sp, 

Leptomona sp. y Crythidia sp sumado a estas especies se amplificó el ADN del 

cmetoplasto de seis especies de Leishmania (1, mexicana, L panamenns, L aristulesz, L 

hertigi, L amazonensis y L garnhamz) Las reacciones en esta parte del trabajo se 

prepararon por duplicado utilizando •para ello dos juegos de iniciadores (primers) el 

pnmer par llamado KEN1 (GCG TTC AAA GAT TGG GC) y KEN2 (CGC CCG AAA 

GTT CAC C) el cual amplifica el ADN de especies miembros de la Familia 

Trypanosomandae y el segundo par llamado Leishl (CAA ACT GGG GGT TGG TGT 

AA) y Leish2 (TTT TGA ACG GGG TTT CTG) los cuales reconocen una secuencia 

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

B. Sensibilidad de la prueba de PCR 

Para evaluar la sensibilidad de la prueba de PCR para Leishmanta utilizamos 92 x 
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107  parásitos de una cepa de Lezshrnanza panamenszs. A esta cantidad se le extrajo ADN 

por el método de fenol-cloroformo alcohol isoarnílico y el ADN resultante fue 

resuspendido en un volumen de 50 p.1 de TAE Del ADN extraído se tomaron 5 111 y se 

colocaron en 45 ul de agua para PCR, dando como resultado una dilución de la muestra 

de 1 / 10 Esta dilución equivale a 9.2 x 105  parásitos de Led/imanta o bien a 9.2 x 10-9  

gramos de ADN del einetoplasto de acuerdo a trabajos de Harris y colaboradores (43) A 

partir de esta dilución se procedió a hacer las siguientes diluciones seriadas-  1/100, 

1/1000, 1/10000, 1/100000 y 1/1000000. Este procedimiento fue repetido utilizando una 

suspensión de ADN de Lutzornyza gomezi procedentes de la colorua para realizar las 

diluciones. De esta manera se estaría evaluando el efecto inlubitono que algún 

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

C. 	Amplificación del ADN de Leislunania sp. 

Para la amplificación del ADN de Leishmanza se utilizó reactivo de la compania 

Pharmacia (Ready — To — Go PCR). Este reactivo era para ser usado en terrnocicladores 

para tubos de 0 2 ml y el volumen final de la reacción fue de 25 111. Para la preparación de 

la reacción de PCR se utilizaron puntas con filtro, previamente autoclavadas Las pipetas 

utilizadas fueron de uso exclusivo en la preparación de las reacciones de PCR y todas las 

reacciones fueron preparadas en el mtenor de una campana de flujo laminar la cual 

encendida 15 minutos antes de su uso y limpiada en su intenor con alcohol a1 70%. Las 

perlas contenidas en los tubos para PCR, (Ready — To -- Go PCR) contenían de forma 

hofilizada el tampón para la reacción, dmucleólidos, cloruro de magnesio y la Taq 

polimerasa. A este solo era necesario agregar agua bidestilada (libre de DNAsa y RNAsa), 
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los iniciadores para Lezshmania y el ADN blanco o de la muestra. Antes de iniciar la 

preparación de las reacciones el termociclador (2400 Perkin Ebner) era encendido 

venficando que su funcionamiento era el correcto Cada grupo de amplificación consistía 

de 22 muestras, un control negativo y un control positivo Los tubos de reacción eran 

rotulados antes de iniciar la preparación de la mezcla Dentro de la cámara de flujo 

laminar se colocaban los reactivos, las muestras, controles, puntas con filtro y pipetas. Se 

procedió a preparar una mezcla madre para las 24 reacciones Esta era preparada de la 

siguiente manera: 

Volumen por 	reacción 	Volumen total 

Agua bidestilada 	 20 µI 	 480 111 

Iniciador 1 	 1 µI 	 24 µI 

Iniciador 2 	 1 111 	 24 gl 

El volumen final de la mezcla de reacción o mezcla madre fue de 528 pl 

A cada tubo de reacción se le agregó 22 µI de la mezcla madre e inmediatamente se 

añadió el ADN de las muestras y los ADN controles Los tubos se mezclaron 

gentilmente, se taparon y fueron colocados en el plato del termociclador (foto n° 14-15). 

El control negativo utilizado en las pruebas era ADN de Lutzomyza gomezz procedente de 

una colonia de laboratono y por consiguiente libre de infecciones por protozoarios del 

genero Lezshmanza. El control positivo contenía ADN de cepas patrones de Loshmanza 

panamensis procedente de cultivos Una vez colocados los tubos en el termociclador, se 

inició la amplificación del ADN CCM un período de denaturalización inicial a 94 DC por 3 
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minutos, seguido de 40 ciclos los cuales contaban con tres fases: desnaturalización a 94 

°C por 30 segundos, anidamiento a 56 °C por un minuto y extensión a 72 °C por un 

minuto Concluido los 40 ciclos, finalizó la amplificación con una extensión final a 72 °C 

por 5 minutos Los productos de la amplificación fueron detectados mediante su 

separación utilizando para ello una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en TBE (Tns-

Borato-EDTA), 

VIR. Preparación del gel de agarosa al 13% 

Las electroforesis en gel de agarosa teñida con bromuro de etidio es el método 

más comúnmente utilizado en el análisis de los productos de PCR Un gel de agarosa al 

1 5% es el adecuado para el análisis de productos con tamaños comprendidos entre 150 y 

1000 pb (30) 

Para la preparación del gel de agarosa se pesaron 1,5 gramos de agarosa (Sigma 

Co) esta fue depositada en un erlenrneyer limpio y seco de 200 ml de capacidad En este 

se agregó TBE (Tns-Borato-EDTA) al 0 5% hasta alcanzar la marca de 100 ml del 

erlenmeyer Se tapó con papel aluminio para evitar la evaporación del contenido al ser 

sometida a calor en un plato caliente. En este permaneció hasta que se disolviera toda la 

agarosa Posteriormente se dejó enfriar hasta aproximadamente 40 °C y se le agregó 5 1.11 

de bromuro de etidio (10 mg/ml) La agarosa se vertió en el molde y se dejó enfriar a 

temperatura ambiente. Una vez el molde se había solidificado, fue colocado dentro de la 

cámara de electroforesis la cual contenía en su interior tampón 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 pi de las mismas con 2 ul de tampón de carga 5X (Loudmg buffer, Sigma Co). El gel 

fue sometido a una comente eléctrica de 100 V por 45 minutos Como marcador de peso 

molecular se utilizó un producto de 100 pb (111.1/m1 en TE a 	de 7 5) (foto n° 12). 

X. Visualización de los productos amplificados 

Culminada la electroforesis el gel fue sacado de la cámara y colocado 

directamente sobre un transiliumnador de luz ultravioleta (UY) para poder visualizar los 

fragmentos del ADN amplificado (foto á° 13), para que finalmente pudieran ser 

fotografiado con una cámara Polaroid con películas 667 

XL 	Confirmación de los productos amplificados 

Todas las muestras positivas fueron nuevamente amplificadas siguiendo el mismo 

procedimiento descrito anteriormente con la variante de que en vez de usar iniciadores 

específicos para el género Leishmania sp se utilizaron iniciadores para la Familia 

Kinetoplastidae. 
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Foto n0  12. Fuente de poder y cámara para electroforesis utilizada en la 
separación de los productos amplificados 

Foto o° 13. Transilummador de luz ultravioleta utilizado en la 
visualización de los fragmentos de ADN 
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Foto no 14. Termociclador utilizado en la 
amplificación del ADN de las muestras de 
Lutzornyia sp 

Foto n° 15. Area utilizada para la amplificación del 
ADN de Letshrnanta sp en donde se observa la 
campana de flujo laminar y el termocielador 
empleado en este procedimiento 
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PCR-RFLP o Restricción de los productos de PCR 

El mapeo de restricción es comúnmente utilizado como una vía para verificar la 

identidad de los productos de PCR. Esta técnica tiene la ventaja de no necesitar la 

purificación de los productos amplificados previo a la restricción y que muchas enzimas 

de restncción funcionan de forma óptima en una mezcla de restricción 

Antes de la digestión del ADN amplificado de las muestras se procedió a la 

amplificación 

de 6 cepas de Lashmania las que serían comparados con las muestras 

Las cepas correspondían a 

• Leishmania mexicana mexicana 

• Leishmanza mexicana aristidesz 

• Leishinania mexicana garnhamz 

• Lershmania mexicana amazonenszs 

• Leishinanza guyanensis panamensis 

• Leishmania mexicana hertigi 

En un tubo cónico esténl de 1.5 ml se preparó un mezcla madre para la digestión de los 

productos amplificados de las muestras más el ADN amplificado de las cepas patrones 

antes citadas. En el mismo se agregó 60 111 de agua, 30 111 de buffer H (Boehnnger Co) 

para digestión y 15 pi de cada enzima (Ilae M y Esa I). Esto hizo un volumen final de 

120 vil. En 15 tubos de 0 5 ml previamente autoclavados y rotulados se colocó 8 111 de la 

mezcla madre para digestión. Posteriormente se agregó 15 µ1 del ADN amplificado de 
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cada muestra y 15 111 del ADN amplificado de cada cepa patrón. Esta mezcla fue 

incubada en un baño húmedo a 37 °C durante toda la noche Los productos obtenidos de 

la digestión fueron visualizados por el método antes descnto de electroforesis en gel de 

agarosa al 1 5% en TBE 

- 59 - 



Capitulo IV 
Resultados 
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. 	Colonización de Lutzmnyla gomezi, 

La colonia de Lutzomyia gomezi se mantuvo por 4 generaciones en el insectano 

del Programa Centroamencano de Maestría en Entomología Los insectos hembras 

fueron la fuente de ADN de vectores de Leishmamasis libre de flagelados de la familia 

Trypanosomatidae (Leishmania sp y Endotrypanum sp.). 

11. Identificación morfológica de las Lutzomyias. 

A. 	Áreas de Gamboa y Altos de Campana 

Las Lutzornyias colectadas e identificadas por personal del 	Instituto 

Conmemorativo Gorgas fueron separadas en grupos tomando en cuenta su área de colecta 

y la especie de Lutzornyia colectada Solo fueron procesadas por la técnica de PCR 

aquellas especies antropotilicas y que han sido reportadas como vectoras de 

lei shmarnasi s. 

Para el área de Gamboa un total de 99 Lutzomyia hembras de fueron colectadas 

Lu panamensis (n 34), Lu sangumarla = 2 Lu gomal )i 20), Lu Trapidoi 

(n = 19) y Lu olmeea bicolor (n — 6) Cuadro n° 1 

Para el área de Altos de Campana un total de 859 Lutzoinyta hembras fueron 

colectadas: 

Lu ylephilator (n =-; 570), Lu pananzei 	(n 	188). Lu sanguinaria (n — 47), Lu 

trapidoi --- 42), Lu gomezi (n 12) Cuadro n° 2 
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Cuadro n° 1 

Lutzomyia sp. colectadas en 
Gamboa 

Especie N° de 
Individuo 

N° de 
grupos 

Lutzomyla panamensis 34 2 

Lutzomyia sanguinaria 20 1 

1 Lutzomyia gomezi 20 

Lutzonlyia trapidoi 19 

Lutzomyza olmeca bicolor 6 1 

Total 99 6 

Cuadro tió  2 

Laizomyia .sp. colectadas en 
Altos de Campana 

Especie N° de Individuo N de  grupos 
Lulzornyia ykphdator 570 29 

Lutzomyza panamerzsis 188 11 

Lutzornyia sanguinaria 47 3 

Lutzomyía trapidol 42 2 

Lutzompa gornen 12 

Total 859 46 
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B. 	Área de Santa Clara n° 2 

Las colectas e identificaciones en la comunidad de Santa Clara n° 2 fueron 

realizadas por nosotros como parte del presente trabajo De un total de 1051 hembras de 

Lutzomyla colectadas en 4 diferentes estaciones de colecta, un total de 9 especies fueron 

identificadas Lu gomezi (n = 635), Lu panamensis (n = 254), Lu trapidoz (n = 38), Lu 

sanguinaria (n = 36), Lu pessoana (n = 17), Lu triramula (n = 26), Lu campos' (n = 

19), Lu runoldes (n = 23) y Lu ohneca (n = 3) En tres de las estaciones de colectas se 

utilizaron trampas de luz tipo CDC, mientras que en una cuarta estación se encontraba 

una de las personas con más expenencia en este menester en Panamá. Los resultados de 

las colectas por ambos métodos se muestran en el cuadro n° 3. Solamente fueron 

consideradas las especies de interés en la transmisión de la leishmaniasis para ser 

sometidas a la prueba de PCR (Cuadro IP 4) Esporádicamente se colectaron otros 

géneros de la familia Psychodidae y algunos otros dípteros entre los cuales podemos 

mencionar Culicidae (Anopheles sp , Culex sp y Psorophora sp ), Ceratopogonidae 
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Cuadro n° 3 

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

Especies Método de Colecta 
Trampa de 

Luz tipo CDC 
Cebo 

Humano 

1 
Total 

Lu pessoang  17 0 17 
Lu sanguinaria 11 25 36 
Lu panamensis 39 205 246 

i Lu trapidoz 21 35 56 
Lu gomezi 130 495 625 
Lu olmeca bicolor 3 0 3 
Lu camposi 19 0 19 
Lu trzramula 	! 26 0 26 
Lu runozdes 23 0 23 

Total 	 ! 269 827 1051 
., 

Cuadro n° 4 

Lutzomyia sp. colectadas en 
Santa Clara n° 2 

Especie N° de Individuo N° de pool o 
grupos , 

Lutzomyia gomezz 635 32 
Lutzomyza panamenszs 254 13 
Lutzomyia trapidoi 38 3 
Lutzomyia sanguinaria 36 2 
Lutzomyza pessoana 

_ 17 1 

Total 980 51 
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III. Extracción del ADN de Lutzotnyia sp. colectadas en el campo. 

El metodo de extraccion fue evaluado sometiendo el ADN extraído 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 metodología de extracción en este 

trabajo (foto n° 16) 

Foto n° 16. Evaluación del método de extracción 
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 Leishmanza utilizamos 9.2 x 

107  parásitos de una cepa de Letshmanza panamensts A esta cantidad se le extrajo ADN 

por el método de fenol-cloroformo alcohol isoamilico y se resuspendió el ADN en un 

volumen de 50 Id de TAE El estimado de las cantidades de kADN que resultaban de las 

diluciones se detallan en el cuadro n° 5 La mayor dilución ensayada fue de 1 en 

1,000,000 utilizando como diluente agua pnmero y ADN de Lutzomyta gomezz en 

segundo lugar 

Cuadro n° 5 

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

Diluciones Cantidad de Po ásito Cantidad de kADN 
(en gramos)  

1 / 10 9 2 X 10 9.2 X 10 9̀  

1 / 100 9 2 X 10 9 2 X 10-  ' 
1 ./1000 9.2 X 1153-  92 X 10'1  

1 1 10000 9.2X102  9.2 X 10- 
1 1 100000 9 2 X 10 9.2 X 10-13  

1 / 1000000 92 9 2 X 10-1  

Las amplificaciones en ambos modelos resultaron positiva por Leishmanta sp hasta la 

máxima dilución ensayada utilizando en ellas solamente los iniciadores (prirners) Leish1 

y Leish2, obteniéndose un producto de amplificación de aproximadamente 800 pb (foto 

n° 19). 
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La especificidad de la prueba de PCR para Leishrnama fue probada sometiendo el ADN 

del cinetoplasto de Trypanosoma cruzz, Trypanosoma rangeh, Herpetomona sp, 

Leptomona sp y Crythidia sp junto con el de seis especies de Leishrnania (L mexicana, 

L panamensis, L aristidesz, L hertigz, L amazonensis y L garnharm) a los dos juegos 

de iniciadores (pnrners) descritos en la metodología. Todos los productos de la 

amplificación con los iniciadores para género de Leishmanza fueron de aproximadamente 

de 800 pb Los productos obtenidos con los iniciadores para familia fueron de 

aproximadamente 800 pb (fotos n 17-18) 

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

Cuadro n° 6 

Especificidad de la prueba de PCR para Leishmank 
con los iniciadores Leishl y Leish2 

Iniciadores 
Muestras KENI / KEN2 Leishl / Leish2 

Trypanosoma cruz' Positivo Negativo 

Trypanosoma rangeh Positivo Negativo 

Herpetornona sp Positivo Negativo 	, 

eptomona sp. Positivo Negativo 

Crythidia sp I Positivo 
, 

Negativo 

eishmanza mexicana Positivo Positivo 

eishmanza panamensis Positivo Positivo 

eishmania aristidesi Positivo Positivo 

eishmania hertigz 
_...._ 

Positivo Positivo 

ershrnanza arnazonensis Positivo Positivo 

eishrnania garnhamz Positivo Positivo 
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Foto nit' 17. Electroforesis en gel de agarosa para PCR-
Leishmama Especificidad de la reacción de PC11. con los 
iniciadores Leishl y Leish2 (MPM, marcador de peso 
molecialar, 1, L mexicana, 2, L arimiden, 3, L panarnensis, 
4, L garnhaym, 5, L amagonensis) 
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Foto n° 18. Eleetroforesis en gel de asarosa 
para PCR-Lelshmania Especificidad de la 
mamón de ?CR. con los miciadores Leish1 y 
Leish2 (1v1PM; marcador de peso molecular, 1, 
L mexicana, 2, L panamensts, 3, enfindia sp , 
4, Leptornona sp , 5, Herperomona sp , 6, T 
cnizi,7; 7' rangeli 
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Foto n° 19. Electroforesis en gel de agarosa para PCR-
Lershmanza. Sensibilidad de la reacción de PCR con los 
iniciadores Leishl y Leish2 utilizando diluciones del ADN de 
Lezshmanza panamensis 
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V. 	Evaluación del método de PCR para la detección de Leishmania sp. en 

Lutzomyia sp. colectadas en el campo. 

El método de PCR para Letshmanza fue validado sobre Lutzomyzas colectadas en 

tres áreas de la República de Panamá un área de interés ecoturístico (Gamboa), un área 

de interés epidemiológico (Santa Clara n° 2, Arraiján) y una última área de interés tanto 

ecoturístico como epidemiológica (Altos de Campana) El ADN de Letshmanza fue 

amplificado en 9 de los 103 grupos (8 9%) de Lutzompas hembras analizadas (foto n° 

20-21) 

En el corregimiento de Santa Clara n'2, distrito de Arraiján, 5 de 56 (8.9%) pooles de 

Lutzonzyzas hembras resultaron positivos por la PCR. Cuatro (4) de los grupos 

pertenecían a Lutzomyza gomezz y uno (1) a Lutzomyza panamensis 

Para el área de Altos de Campana, 4 de 42 (9.5%) de los grupos de Lutzomyzas hembras 

resultaron positiva por la PCR Todas las muestras positivas pertenecían a grupos de 

Lutzomyza panamensts 

Para el área de Gamboa se analizaron un total de 6 grupos de hembras, las que hicieron 

un total de 99 Lutzompas Todas las muestras de esta área resultaron negativas por la 

PCR 
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Foto n° 20. Electroforesis en gel de agarosa para PCR-
Leishmania (MPM, marcador de peso molecular), (C-, control 
negativo), (C+, control positivo), (P-76 y P-82, grupo de 
Lurzomwa 76 y 821. 

Foto n° 21» Electroforesis en gel de aga.rosa para PCR-Leishrnanta 
(M, marcador de peso molecular), (C-, control negativo), (C÷, 
control positivo), (P-92, grupo de Lutzompa 92) 
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VI. 	Identificación de los productos amplificados por la PCR de Leishtnanza 

Las especies de Leishmanza sp utilizadas en la prueba de especificidad fueron 

digeridas con las enzimas de restricción Rsa I y Hae III para determinar si los patrones 

resultantes por la digestión eran diferentes entre especies Estas fueron analizadas 

mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1 5% (foto nó 22) y mediante una 

electroforesis en gel de poliacnlamicla (foto n° 23) 

Foto n° 22. Análisis de los fragmentos amplificados por la 
?CR para Leishinania sp con electroforesis en gel de agarosa 
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Foto n° 23. Análisis de los fragmentos 
amplificados por la PCR de Leishnzanza sp con 
electroforesis en gel de poliacnlamida. 

La digestión de los fragmentos obtenidos de los productos de la PCR con las enzimas de 

restricción indicaron que 8 de las 9 muestras (88 9%) que resultaron positivas por la 

amplificación de ADN de Leishmanza sp , presentaban un patrón de restricción idéntico 

al patron de restricción de nuestra cepa patrón de Le2shmanta panamenszs (foto ti° 24, 

Cuadro n° 7) 

21 patrón de restricción observado en la muestra n° 17 el cual procedía de Altos de 

Campana presentó un patrón distinto al de las otras muestras (foto n° 25) a él se 

observaron 5 fragmentos de restricción muy similares a los observados en la cepa de 
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Leahmanza garnhanu Esta muestra fue catalogada como Lezshmanza sp y al igual que 

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

amplificado de un pool de Lutzomyza panamenszs 

Cuadro n ° 7 

Resultados de la PCR-RFLP 

Muestra li 	Localidad Especie vectora Especie de 
Leishmania sp. 

1 Santa Clara n 2 Lutzomyza gomen Lezshmanza panamensis 

_ Santa Clara n 2 Lutzornyta gomen Leishmanza panamenszs 

14 Altos de Campana Lutzontyza panamenszs Leishmanza panamenszs 
17 
23 

Altos de Campana Lutzonlyza panamenszs Leishmanza sp 
Altos de Campana Lutzomyza panamenszs Leishmanza panamensts 

1 
25 Altos de Campana Lutzotnyza panamensis Leishmanza panamenns 
76 Santa Clara n2 Lutvonyia panamenszs Loshmanza !mamen= 
82 Santa Ciaran 2 Lutzornyza gomen Lezshmanza panamenszs 
92 Santa Clara n 2 La/20mm gomezi Letshmanza panamensis 

-.1 
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Foto tic' 24 

Foto u 25 

Foto n 24 y 25. Identzficaczón de Lershmanza sp por PCR-RFLP en muestras de 
Luizomyza sp colectadas en el campo IVIWM, marcador de peso molecular, Lan; 
L ~mana, Lg, L garnhann, Lar, L arzstzdesz, Lam, amazonenszs, Lp, 
L panamenszs, Lh, L hertzgz, muestra 1 (L panamenszs), muestra 3 
(L panarnensa), muestra 23 (L panamensa), muestra 25 (L panamensa), 
muestra 14 (L panamensa), muestra 17 (Lealunanza sp), muestra 76 
(L panoraensa), muestra 82 (L panamensa), muestra 92 (L panamenszs) 
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Capítulo II 
Discusión 
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Un control eficiente de la leishrnamasis en las áreas en donde la enfermedad es 

endémica, requiere de un conocimiento completo de su ecología y epidemiología 

Uno de los mayores obstáculos que encuentran los epidemiólogos e investigadores de 

esta enfermedad es la identificación de sus reservonos y especies vectoras. Por lo tanto, 

al encontrar fiebótomos naturalmente infectados con el protozoano e identificar tanto la 

especie del vector como la del parásito sumado a otros datos de interés epidemiológico 

como lo es la taza de infección del insecto, es posible estimar el nesgo de la población de 

adquirir la enfermedad en un área endémica 

El uso del Ic.ADN para la detección e identificación de parásitos de Lezshmanza 

dentro de sus vectores ha sido usado por Ready (75), Rodríguez (77) y Rogers (78). 

Antenonnente en Panamá no existía un método molecular para incnininar vectores de 

leishmatuasis que presente una alta sensibilidad, especificidad y que sea poco laborioso, 

sin embargo nos hemos visto en la necesidad de adoptar algunos métodos de diagnósticos 

para los estudios epidemiológicos como lo son la disección de vectores, el aislamiento y 

la identificación del parásito 

La alta sensibilidad de la prueba de PCR para el diagnóstico de Leishmanza en los 

vectores Luizonlyza sp ha sido utilizada tanto en especies del Nuevo Mundo corno en 

especies del Viejo Mundo (29) Reportes como los de Noyes (66) describen la utilidad de 

la PCR en la incnininación de vectores 

Nosotros utilizamos la técnica de PCR para detectar el ADN de los minicirculos del 

cinetoplasto de los protozoarios del género Letshmanza en Lutzonona colectadas en el 

campo Durante la optirnización de la técnica pudimos probar la especificidad de los 

iniciadores utilizados para el género Loshmanza sp Pese a la presencia del ADN del 
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cinetoplasto de otros géneros de la familia Tiypanosomatidae, estos iniciadores 

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 grart importancia debido a 

que existen reportes que incntminan a especies de Lutzwityla de nuestro país como 

hospederos de flagelado como EndotrypanuPn .sp y Trypanosoma sp. 

Flarns y colaboradores (43) reportaron la existencia de 15 especies de Leishmania sp en 

América por lo que en nuestro país es necesario contar con un método de detección de 

Lashmama sp en vectores capaz de detectar tanto las especies reportadas en el país 

como las especies pertenecientes a la zona que no hayan sido reportadas en Panamá 

Los resultados obtenidos al determinar la sensibilidad pudimos observar que en 

base a las diluciones del ADN de Leishmanza panamensts hechas con agua para PCR, y 

las hechas con el ADN de Ltntomyza gomem procedente de la colonia, no hubo un efecto 

inhibitono del ADN del insecto o de alguna sustancia presente en él Al extraer ADN con 

el método de fenol-cloroformo alcohol-isoarnilico se logra eliminar todas las sustancia 

que pueden jugar un rol de inhibidores de la actividad de la enzima Taq polimerasa, 

resultado comparable al obtenido por Aransay y colaboradores (5) 

Durante la optimización de la técnica no se observaron resultados falsos positivos por 

contaminación cruzada y esto fue debido a que se siguió de forma estricta lo 

recomendado por Denms Lo (30) en cuanto al control de calidad y al control de la 

contaminación en el área 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 parásitos en muestras de vectores traídas 

directamente del campo sin que se encuentre un inhibidor de la reacción de amplificación 

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

Las muestra colectadas por personal del Instituto Conmemorativo Gorgas como 

parte del proyecto "Elaboración de una Normativa Sarutana para el Sector Eco turístico" 

procedieron de dos áreas de la República de Panamá. Los resultados del área de Gamboa 

no pueden ser tomados como una muestra representativa de la zona ya que Escobar 

(1989) describió la gran abundancia de vectores de leishmamasis en esa área. En dicha 

zona no se pudo contar con un número elevado de Lutzamyza sp. si comparamos el 

número de clutras colectadas con las otras dos áreas de Panamá (Gamboa = 99, Altos de 

Campana -859, Santa Clara n' 2 = 980) los seis grupos analizados para Gamboa no 

arrojaron resultados positivos En contraste con lo que observamos para el área de Altos 

de Campana podemos decir que pese a que la especie Lutzotnyza ylephiletor es la más 

abundante en la zona (66% de las especies colectadas), resultó Lutzomyta panamensis 

(19 4% de las especies colectadas) la única especie infectada por parásitos del género 

Lelshmama sp Este resultado puede ser explicado si tomamos en cuenta que el reservono 

que mantiene el ciclo selvático de la infección es mayormente prefendo por las especies 

de Luzzomyta panamenszs que por las especies de Lutzomyla ylephdetor 

La Región de Salud de Panamá Oeste reportó para el dio 2000 el mayor número 

de casos de leashmarnasis en el país (894 casos), lo que hace de esta región como 
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pnontana en el establecimiento de medidas de control. Los resultados obtenidos de las 

colectas en Santa Clara n 2 indicaron que la especie más persistente durante todas las 

noches de muestro fue Lutzompo gomezz, obteniéndose ejemplares en todas las colectas 

con trampa de luz tipo CDC y utilizando cebo humano 

Las colectas en esta área tuvieron corno objetivo la captura de Luizomyia sp y su 

posterior investigación como vectores positivos de leishmaniasis En esta zona la especie 

más abundante durante el muestro resulto la única especie infectada por parásitos de 

Leishmarna pantunensts, de acuerdo a los resultados obtenidos en la PCR-RFLP Es 

importante señalar que a pesar de encontrar un porcentaje de 9 8% de grupos de trabajos 

positivos, la leishmantasis no es el único problema que enfrenta la comunidad en relación 

con insectos vectores En las dos viviendas próximas a los sitios de colecta se encontró 

Rodnius pallecens, vector más importante en Panamá de la enfermedad de Chagas, 

mientras que en las horas del día Sunuhum sp pican de forma ávida a los miembros de 

las casas, afectando de manera significativa a los niños del área debido al gran número de 

picadas que se observa en ellos 

Los productos de la amplificación de la PCR fueron usados para la identificación 

de las especies de Leishrnanza que estaban infectando a los vectores La habilidad para 

amplificar un mínimo de 8 especies de Leishmanurt es importante, haciendo de esta una 

técnica útil en las áreas de baja endemicidad donde estas especies están presentes Otro 

aspecto importante de mencionar es que la técnica propuesta toma lugar en un simple 

tubo y por esto no es necesaria la manipulación extra en los primeros pasos de la 

amplificación. Las muestras de Lutzornyia que estaban alimentadas con sangre no le fue 
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aplicado ningún tratamiento adicional, consecuentemente hemos comentado que el 

sistema de extracción de ADN utilizado eliminó cualquier inhibidor que pueda afectar la 

actividad de la enzima Taq polimerasa y por ende la amplificación de la secuencia 

blanco Este mismo ADN extraído de los insectos vectores puede ser usado en la 

identificación de la especies de Lutzomyza que estaba infectada si utilizamos la técnica de 

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

Con respecto a la tasa de infección de las Lutzomyza, Chnstensen y colaboradores 

realizaron 10,012 disecciones de hembras de Lutzomyza pertenecientes a 33 especies 

Sólo 812 Lutzomyza de 11 especies resultaron positivas por la presencia de flagelados El 

porcentaje de Leishmanza positivas resultó en un 0.06% del total de disecciones (6 

aislamientos positivos) (23) La tasa de infección observada en nuestro estudio fue de 

8 73% Esta alta tasa de infectación observada puede ser atribuida a la alta sensibilidad 

del ensayo Sumado a esto está el hecho de que las muestras fueron colectadas en la 

misma zona y que las Lutzonlyza infectadas resultaron de la misma especie para Altos de 

Campana (Lutzomyza panamensis)y de dos especies para Santa Clara no 2 (Lutzomyza 

gomal, la más abundante del área y Lutzomyza panamenszs) En adición a esto muchas 

de las muestras infectadas fueron colectadas en una misma zona, lo que podría indicarnos 

que en un momento dado la infección de los insectos podrían tener un mismo origen. 

La detección del ADN de Leishmanza en una especie de Lutzomyza no necesariamente 

nos indica que esta sea vector de leishrnaniasis 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 rnononucleares infectadas) de promastigotes infectando en intestino de las 

chitras 

De esta forma la técnica descrita es usada para investigar la presencia de 

Lashmanza en poblaciones de vectores y reservonos, pero no debe ser utilizada como 

una única arma para la identificación e incriminación de una especie de Lutzomyza como 

vectora de leishmarnasis La infección expenmental de Lutzomyza puede ser utilizada 

como una prueba de transmisión para demostrar que una especie sospechosa es vectora 

de la enfermedad y lo más importante, que participa en el ciclo de transmisión de la 

misma 

La técnica de PCR utilizada para la identificación de insectos vectores de 

leishmaniasis, ha facilitado el diagnóstico entomológico y por ende evita la labonosa 

disección de las chicas. A esto le sumamos el hecho de que un gran número de muestras 

pueden ser analizadas al mismo tiempo, facilita los resultados epidemiológicas en zonas 

de interés 

Es importante citar que el sistema evaluado en esta experiencia permitirá no solo 

reconocer las especies autóctonas de Leishmanza sp si no que también es capas de 

reconocer el ADN de especies que hasta el momento no han sido reportadas en nuestro 

país De esta forma la prueba de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) llegaría a 

constituirse en un arma efectiva en la vigilancia de nuevas especies de Leishmarua sp. 

que no han sido reportadas en Panamá y que existen en países vecinos En este sentido 

podemos mencionar que a pesar que el vector más importante de la Leishinamasis 

Visceral en América (Lutzompa longzpalpts) está presente en nuestro vanos lugares de 
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nuestro país, la presencia de Lashmanza chagasz no ha sido probada en nuestro medio, 

siendo necesaria una técnica de diagnóstico en vectores como la PCR para mantener un 

programa de vigilancia en nuestras zonas boscosas dirigido a detectar la presencia del 

agente etiológico de la leislunamasis visceral 
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Capítulo VI 
Conclusiones y Recomendaciones 
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Conclusiones 

Consideramos que el presente trabajo cumplió con el objetivo principal del mismo el 

cual era el de validad la técnica de PCR para la detección de Letshmania sp en insectos 

vectores de leishmarnasis De los resultados y discusión arrojados por el estudio podemos 

concluir lo siguiente 

1 La Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) para Letshmanza sp puede ser 

aplicada sobre un gran número de vectores de leishmarnasis sin que sea necesaria la 

disección de los insectos Esto es de gran importancia en estudios epidemiológicos de 

la enfermedad cuando es necesario determinar las especies de Lutzomyza sp 

infectadas 

2 El método de extracción de ADN utilizando fenol-clorofortno resulto ser eficiente y 

sin ningún efecto adverso a la reacción de amplificación cuando fue aplicado sobre 

los grupos de Lutzornyza sp 

3 La prueba de PCR para Letshrnanza sp no mostró tener irilubidores de la Taq 

polirnerasa cuando fue utilizada en muestras de Lurzomytas colectadas en el campo 

4 La PCR es Lula técnica que podría reemplazar los métodos convencionales de 

detección e identificación de patógenos en insectos vectores de enfermedades 
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5 La PCR-RFLP nos permite diferencias entre las diferentes especies de Lashmanza 

que han sido en Panamá 

6 	Este sistema de detección e identificación presenta la versatilidad de no sólo poder ser 

utilizado sobre insectos, sino que puede ser utilizado sobre muestras procedentes de 

animales reservonos de la enfermedad así como sobre muestras de pacientes 

7 La comunidad de Santa Clara ri° 2 junto al parque de Altos de Campana puede ser 

considerada como un área de nesgo para adquinr la leislunamasis, de acuerdo a los 

resultados arrojados por el estudio 

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

son concluyente debido al reducido número de grupos analizados 

9 El porcentaje de infección observado en las Lutzomyzas procedentes de la comunidad 

de Santa Clara n° 2 coincide con elevado número de casos de ese sector 
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Recomendaciones 

1 Estimular el desarrollo de estudios sobre reservonos de leishmaniasas en la 

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

2 Realizar estudios sobre dinámica de poblacional de los vectores e identificación de 

reservonos de leishmartaasis en la comunidad de Santa Clara n° 2. 

3 Crear una línea de investigación dentro del Programa Centroamencarao de Maestría 

en Entomología en el cual se desarrollen proyectos de Entomología Molecular 

4 Realizar un mayor número de colectas en el área de Gamboa para contar con una 

muestra más representativa del lugar y poder aplicar la técnica de PCR 
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