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En un foco de Leishmaniasis Cutánea en un bosque en la vereda 
Flor Azul, municipio de Mariquita, Departamento del Tolima, 
Colombia, se recolectaron, usando trampas de luz (C D C), 
trampas Shannon. cebo humano, cebo animal (caballo1 y captura 
en huecos de árboles. de febrero de 1979 a mayo de 1981, un tota l  
de 4.081.bb1 y 7.912 9 9 de Lutzomyia (Diptera, Psychodidae), las 
cuales pertenecían a 19 especies. De las 7.912 hembras 
recolectadas se. hizo disección del tubo digestivo a 3.337 
multíparas en busca de flagelados. los cuales se encontraron en: 
una Lutzom yia shannoni  una Lutzom yia gomeziy  cuarenta y dos 
Lutzomyia trapidoi  De estos 44 intestinos con flagelados se 
inocularon 32 hamsters, con el siguiente resultado: 2 hamsters 
murieron por causas desconocidas (el de L. shannoni  y L. 
g o m e z l ;  de 30 hamsters inoculados con flagelados hallados en 
intestino de L. trapidoi  tres fueron positivos para Leishmanai  12 
permanecen en observación y son negativos hasta la fecha y 15 
murieron por causas desconocidas. Las tres cepas de Leishmania 
aisladas de L. trapidoise mantienen en hamsters y en cult ivos en 
medio de las 4 N. 

Del to ta l  de 2.869 hembras de Lutzomyia trapidoi  disectadas. 
2.356 eran multíparas; de éstas se encontraron 42 con flagelados 
en el intestino. Por la localización de los flagelados en el intestino 
anterior de L. trapidoi  en una de las cepas aisladas, por el tan  
corto período de incubación de las cepas inoculadas en el 
hamster y por la facilidad con la cual se cultivan, es posible 
pensar que estas cepas pertenezcan a l  complejo Leishmania 
mexicana.  

Esta es la primera vez que en Colombia se aislan cepas de 
Leishmania del intestino del insecto vector. 
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INTRODUCCION 

El 20 de julio de 1978 cuatro hombres 
fueron de cacería a un bosque da la vereda 
Flor Azul, Municipio de Mariquita. Depar- 
tamento del Tolima, donde permanecieron 
durante toda la noche y según relataron 
posteriormente, fueron picados por una 
enorme cantidad de "capotillos" (término 
vernáculo, entre otros, con que se designa a 
los insectos del genero Lutzomyia en Colom- 
bia). Tres de estas personas tenían como 
residencia habitual la vereda Quebrada- 
honda, contigua a la vereda de Flor Azul y la 
cuarta había vivido durante varios años en 
el área urbana de la población de Mariquita. 

Poco tiempo después estos cuatro hombres 
desarrollaron úlceras cutáneas y el 22 de 
septiembre de 1978, el Grupo de Parasitolo- 
gía. del Instituto Nacional de Salud les 
practicó frotis directo de las lesiones en 
busca de Leishmanio. con resultado positivo. 
Este hallazgo indicaba que en aquel bosque 
había una alta transmisión de Leishmonia. 
Una encuesta epidemiológica posterior, rea- 
lizada a los residentes en casas vecinas al 
bosque mencionado, reveló que había alguna 
incidencia de úlceras activas y cicatrices, 
debidas probablemente a Leishmonia. Se 
decidió entonces realizar en esa área un 
estudio epidemiológico a largo plazo que 
comprendiera la población humana, el 
artrópodo vector, el parásito y el reservorio. 
Los estudios respectivos se iniciaron en 
febrero de 1979 y este trabajo es un informe 
del aislamiento de tres cepas de Leishmania, 
que parasitaban a Lutzomyio tropidoi 
(Fairchild & Hertig, 1952) (Diptera, Psycho- 
didae), en el foco de Leishmauiasis Cutánea 
en la vereda Flor Azul, Mariquita, Tolima. 

MATERIALES Y METODOS 

Area de Estudia: 

no necesita sombrío, la mayor parte de los 
cafetales tienen entremezclados árboles de 
varias especies y tamaños, algunos de gran 
altura. además de matas de plátano. 

De vez en cuando se hallan pequeñas 
manchas de bosques, que han sido conser- 
vadas como reservas de leña para las 
hornillas en la producción de la panela, para 
su utilización en el cercado de potreros, etc. 
En uno de estos bosques fue donde se 
infectaron con Leishmonio los cuatro caza- 
dores mencionados, se hicieron la mayor 
parte de las capturas de Lutzomyia y se 
aislaron las tres cepas de Leishmonio. Este 
bosque (Fig. l ) ,  con un área aproximada de 
ocho hectáreas, está situado exactamente en 
el vértice del triángulo que forma la desem- 
bocadura de la quebrada Cachipay en el Río 
Sucio; constituido por bosque secundario, 
aunque conserva algunos Brboles que son 
restos de bosque primitivo. está rodeado 
principalmente por potreros con rastrojo y 
en mínima parte por cafetales. El declive de 
su terreno es muy pronunciado. Dentro de él 
no existe ninguna habitación humana. 

Fig. l .  Rosque  húmedo tropicalde lo urredo Flor  Azr i l ,  
Mariquiio, Tolimo, e n  doridr se cap turaron  los tres 
hembras de L. trapidoi, infectados c o n  promostigotes. 

La Vereda Flor Azul está situada al oeste L, vereda Flor ~~~l este localizada, de de la población de Mariquita. en un brea acuerdo a la clasificación de Holdrige, en montañosa con pequeños y estrechos valles drea de bosque húmedo tropical. ul) .  surcados por algunas corrientes de agua. El 
terreno está dedicado a la agricultura y la Encuesta Entomológico: 
ganadería; se cultiva especialmente café, 
caña y cacao. Aunque es posible encontrar En febrero de 1979 se inició la búsqueda 
café de la variedad llamada "caturra", que de Lutzomyio con el propósito de obtener 
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una información general de las especies que nitrógeno, en donde permanecían hasta el 
se encuentran en el área. Los insectos se día en que se realizaba la disección del tubo 
buscaron en los sitios de reposo en huecos de digestivo de las hembras en busca de los 
árboles y utilizando cebo humano, cebo flagelados. Para la disección de las hembras, 
animal (caballo), trampas de luz tipo C.D.C. y se sacaban los viales del nitrógeno liquido y 
trampa Shamon; los flebotomíneos captura- se colocaban en un baño de agua a 40°C. 
dos se mataron con cloroformo y se conser- para descongelación del medio protector. 
varon en seco. hasta establecer su identifi- Una vez desconnelado el medio. se colocaban 
cación en el laboratorio en Bogot4. Para 
ésta, los ejemplares machos y hembras, por 
separado, eran introducidos por unos 
segundos en un detergente a1 2% en solución 
salina y pasados inmediatamente a solución 
de Nesbitt (21, en donde permanecían de un 
día para otro o más tiempo. si era necesario. 
Una vez aclarados eran disectados y 
montados entre lámina y laminilla con medio 
de Berlese (3). procediendo luego a su 
determinación específica. 

Búsqueda de Promastigotes en los 
Flebotomíneos: 

Los insectos eran atrapados con aspira- 
dores que funcionaban con baterías de 
linterna y de allí eran transferidos a tarugos 
de guadua o bambú; estos eran trasladados 
a un termo met4lico que en su fondo tenía 
una capa de hielo de agua. Inicialmente, los 
tarugos de guadua conteniendo los insectos, 
eran llevados al laboratorio y colocados en 
nevera; al  día siguiente las hembras eran 
disectadas en busca de flagelados. Poste- 
riormente se cambió este método por el de la 
conservación de los insectos en nitrógeno 
líquido, de acuerdo con la técnica de Minter 
y Goedbloed (4). en seguimiento de la cual, 
las hembras eran sacadas de los tarugos de 
guadua con un aspirador, pasadas por unos 
segundos en un detergente al 2% en solución 
salina, para hidratarlas e inmediatamente 
introducidas en viales de policarbonato que 
contenían un medio protector o de soporte, 
compuesto de solución salina fosfatada 
amortiguada (P B S] de pH 7.4 y dimetil 
sulfóxido (D M S O], en la proporción de 90% 
de P.B.S. y 10% de D M S O . Nunca eran 
introducidas más de 30 hembras de 
Lutzomyioen cada vial. Los viales contenien- 
do las hembras eran colocados dentro de un 
tubo de vidrio que se cubría con plastilina. 
Estos tubos. así preparados, eran expuestos 
a los vapores de nitrógeno líquido durante 
15-20 minutos e inmediatamente colocados 
en los soportes met4licos del termo de 

las hembras individualmente' en solución 
salina isotónica sobre un porta-objetos y se 
extraía el tubo digestivo, con la ayuda visual 
de un microscopio estereoscópico. El tubo 
digestivo era examinado luego, bajo micros- 
copio de luz en contraste de fase. Cuando se 
encontraban flagelados, se maceraba el tubo 
digestivo con ayuda de agujas, se recogía 
este producto en 0.2 ml. de solución salina en 
una jeringa de tuberculina y se inoculaba 
intradérmicamente en la naríz de un 
hamster. 

Cuando era posible. se anotaba la locali- 
zación de los protozoarios en el tubo 
digestivo de las hembras positivas para 
flagelados: además se buscaban los proto- 
zoario~ en la faringe y la proboscis. A 
algunas hembras se les examinaban las 
glándulas accesorias para determinar si 
eran nulíparas o multíparas. En el momento 
de la disección se hacía la determinación 
específica de las especies de Lutzomyia. 

Aislamiento de las Cepas de Leishmania: 

Los hamsters inoculados con los flagelados 
encontrados en el tubo digestivo de los 
insectos fueron sometidos a observación y 
cuando aparecieron signos de eritema y 
edema en la naríz se procedió a hacer frotis 
directo con la linfa extraída por punción, 
para investigar formas amastigotas. En los 
casos positivos. en que la preparación 
mostraba varias formas por campo, la linfa 
se inoculó en nuevos hamster y se sembró en 
el medio de cultivo de las 4 N. Se determinó 
que si la preparación mostraba menos de 
una forma amastigota por campo, se conti- 
nuaría la observación hasta cuando se 
presentaran varias formas por campo. 

RESULTADOS 

De febrero de 1979, mes de iniciación del 
programa, a mayo 30 de 1981. se recolectó 
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un total de 11.993 especímenes de Lutzomyia, 
(4.081 bb y 7.912 ? 1, pertenecientes a 19 
especies. 

En el cuadro No. 1 se muestran los 
resultados de la recolección de machos. Solo 
de tres de las 19 especies de Lutzomyia 
encontradas en el Qrea no se capturaron 
machos: Lutzomyia cercanas a atroclavato, 
ovallesiy serrana. Como era de esperarse, la 
mayoría de los machos fueron capturados en 
los sitios de reposo en los huecos de los 
Qrboles. El hecho de capturarse machos con 
cebo humano se debe a que se acercan 
tratando de copular con las hembras de 
Lutzornyiaque son atraídas por el cebo o por 
le luz de la linterna que usa el capturador. 

CUADRO N' 1 

MACHOS DE LUTZOMYIA RECOLECTADOS EN E L  FOCO DE 

LElSHMANlASlS CUTANEA DE MARIQUITA-TOLIMA 

1- 30 15 24 6 

i 5 2 

"M I 

L p'"'msnais 2 

L Diloro - -  
L rouleni i i  I -- 

L rhonnoni -- 65 8 28 - 
L rp,"Qrr - - 
L tropidoi 
- -  230 24 17 1 

L. trindodenrir 8 -- 
L 7- 5 

L r e r p ~ r t i l i o n i r  18 2 3 - 
L wolkari 2 I I I 
-- 

T O T A L  369 85 89 9 

Con los diferentes métodos de captura 
empleados se recolectó un total de 7.912 
hembras pertenecientes a 18 especies 
[cuadro No. 2). 

De las 19 especies encontradas en el Brea 
no se capturó ninguna hembra de Lutzomyia 
triramula. 

CUADRO N' 2 

HEMBRAS DE LUTZOMYIA RECOLECTADA5 EN E L  FOCO DE 

LEISHMANIASIS CUTANEA DE MARIQUITA - ITOLIMAI 

L eercona 0 

L. borroftoi 

bi<oiioto 

L nordestina 

L. ponomansis 

L piloso 

L souionris -- 
L serrana 

L. rnonnani 

L. spinoro 

L. trapdoi -- 
L. irinidadenlir -- 
L. " r s p i r t i l i o n l a  

Nuestros resultados obtenidos concuerdan 
con el hecho. ya bien conocido, que las 
hembras de L. gomezi. L. hortmanni, L.  lichyi 
y L. tropidoison altamente antropofílicas. Se 
recolectó una apreciable cantidad de 
hembras de Lutzomyia shannoni con cebo 
humano [75 de 251); ésta es una especie que 
se alimenta en aves, reptíles, anfibios y 
mamíferos. incluído el hombre. 

Es interesante anotar que fueron recolec- 
tadas con cebo humano 37 hembras de 
L. bifaliata, siendo esta la primera vez, hasta 
donde nosotros sabemos, que se tiene infor- 
mación de la antropofilia de esta especie. En 
la columna correspondiente a las hembras 
recolectadas con cebo humano aparecen 489 
Lutzomyia spp., que no pudieron separarse 
por especie debido a que en el momento de 
su captura no se disponía de nitrógeno 
líquido y fue necesario homogeneizarlas en 
conjunto por la carencia de tiempo para 
disectarlas individualmente; sin embargo, al  
examinar el producto de esta homogeneiza- 
ción. no se observó ningún flagelado. 
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En cuanto a L. trapidoi se recolectó un tigotas (Fig. 2) y entonces se hicieron pases a 
total de 4.770 hembras, de las cuales 3.681 lo nuevos hamsters y siembras en medio de las 
fueron con cebo humano, 324 con trampa de 4 N. 
luz (C D C], 282 can trampa Shannon. 55 con 
cebo animal (caballo) y 428 en huecos de CUADRO N! 3 

Arboles en los sitios de reposo. 
HEMBRAS DE LUTZOMYIA DISECTADAS EN BUSCA DE 

En el cuadro No, 3 se muestra, por FLAGELADOS-VEREDA FLOR AZUL-MARIQUITA (TOLIMAI 

especies, el número de hembras a las cuales 
se les practicó disección del tubo digestivo 
en busca de flagelados. Se disectaron 3.928 
hembras de las cuales 44 fueron positivas, 
para éstos, así: una de 383 Lutzomyia gomezi 
una de 78 Lutzomyia shannoni y 42 de 2.869 
Lutzomyia trapidoi. Esto significa que para 
L. trapidoi la proporción de hembras con 
flagelados fue de 1 por cada 68.3 disectades. 

Los flagelados encontrados en L. shannoni 
y L. gomezi fueron inoculados en hamsters, 
pero Qstos murieron a las 8 y 22 semanas, 
por causas desconocidas. Del total de 2.869 
hembras de Lutzomyia trapidoi disectadas 
2.536 eran multíparas, en las cuales se 
encontraron 42 con flagelados en elintestino. 
De estas 42, se inocularon en hamster los 
macerados intestinales de 30: no se inocula- 
ron los de las 12 restantes debido a que el CUADRO N* 4 

n6mero de flagelados en su intestino era muy CEMS DE LEISHMANIA AISLADAS DE LUTZOMYIA TRAPIDOI 
escaso. De 3 de 10s 30 hamsters inoculados MARIQUITA (TOLIMAI 
se aislaron cepas de parAsitos similares a 
Leishmania: de los 27 hamsters restantes, 15 
murieron por causas desconocidas y 12 se 
mantienen en observación. 

La historia del aislamiento de estas cepas 
puede verse en el cuadro No. 4. Todas ellas 
provenían de hembras de L. trapidoi recolec- 
tadas en el bosque en donde se infectaron los 
cuatro cazadores. en capturas nocturnas 
con cebo humano y conservadas ennitrógeno 
líquido. La hembra capturada el 6 de 
noviembre de 1980 fue disectada el 23 de 
diciembre de 1980 y sus flagelados inocula- 
dos inmediatamente al hamster. La hembra 
recolectada el 4 de febrero de 1981 fue 
disectada el 5 de marzo de 1981 y la 
inoculación se hizo el mismo día. La tercera 
hembra, capturada en febrero 9 de 1981 fue 
disectada y practicada la inoculación en 
marzo 17 de 1981. 

El 6 de mayo de 1981 se comprobó. por 
frotis directo de la linfa, que los tres 
hamsters eran positivos para formas amas- 

En el cuadro No. 5 se muestra cómo 
evolucionaron en el hamster las tres cepas 
aisladas. Al hamster inoculado con la cepa 
No. 1 se le observó eritema y edema nasales 
el día 56 post-inoculación con los promasti- 
gotes [Fig. No. 2): al  de la cepa No. 2, el día 
46 y al de la cepa No. 3 el día 34. 
Seguramente, si en este momento se hubiera 
hecho un frotis directo, se habrían podido 
demostrar las formas amastigotae. sin 
embargo. Qste solo se realizó el 6 de mayo, a 
los 134, 62 y 50 días de haberse hecho la 
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inoculación con las cepas 1, 2 y 3, respecti- 
vamente. De las tres cepas se han hecho ya 
dos pases en hamster, con los resultados que 
se pueden ver en el citado cuadro No. 5. Por 
otra parte las tres cepas se mantienen 
cultivadas en medio de las 4 N [Fig. 4). 

En el caso de la cepa No. 1 se hhbía 
logrado establecer la localización de los 
flagelados en los intestinos medio y anterior 
del tubo digestivo de la hembra de L. trapidoi 
para las otras 2 cepas no se pudo establecer 
la localización en el intestino. En ninguna de 
las tres cepas se observaron flagelados, ni 
en la faringe ni en la proboscis del insecto 
vector. 

Por la localización de los flagelados en el 
tubo digestivo [5), observada en una de las 
hembras de L. trapidoi positivas para 
Leishmania; por la facilidad con que cultiva- 
ron las tres cepas y por el relativamente 
corto período de incubación en el hamster, 
es posible pensar que estas cepas pertenez- 
can al complejo Leishmania mexicana; será 
necesario, para tipificarlas, recurrir a 
métodos bioquímicos. 

Fig. 2 .  A m o s t i g o t e s  d e  
Leishmania s p .  pro ve^ 

nien tar  d e  e x t e n d i d o   di^ 
r e c t o  d e  la norir  d e  tin 

h o m s t e r  inoc i i lado  c o n  
p r o m o s t i g o t e s  e n e o n t r o ~  
d o s  e n  un  f l e b o t o m i n e o  
n o t u r o l m e n t e  i n f e c t a d o ,  
L. trapidoi. 

CUADRO N" 

EVDLUCION EN EL HAMSTER DE 3 CEPAS DE LEISHMANIA 

AISLADA DE UITZOMYIA TRAPIDOI - MARIQUITA (TOLIMA) 

En Panamá, L. trapidoi ha sido incrimina- 
da como vector de Leishmania braziliensis 
panarnensis (6-7). En Colombia, hasta donde 
nosotros sabemos, es la primera vez que se 
aislan cepas de Leishmanio a partir de un 
insecto vector. En la vereda Flor Azul. entre 
las 19 especies encontradas hasta ahora en 
el área, L. trapidoi es una de las más 
abundantes, altamente antropofílica, pica 
además a caballares y se recolecta en 
abundancia en el peridomicilio humano. 

D I A S  POST-INOCULACION PWMASTIGOTES 

CEPA 
F E W A  DE MNI- Primer Pow Srlundo mr. 

1 

2 

3 

Diclemb 23/60 

Morro 5/81 

Marzo 17/81 

56 

46 

34 

O,RECm 

134 

62 

50 

Edemo 

3 8  

41 

28 

gota$ 

68 

75 

84 

Edema 

29 

- 

22 

wfur 

35 

- 
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v i .  J .  1loriistr~r.s 
inoculo<lor iritrn 
dbrrr,ic<i",rnIr C.,? 

la nariz, c o n  pro 
n i a s t i ~ o t r s  proi ie-  
nirritps d r l  i n i r s ~  
tiriu intrdii~ d r  
L. trapidoi. 0 b s i . r  
r<,sr r .1  occnci iodo 
r d i ~ i n "  coi ,  t i i rgrr i  
cin d e  la nariz. 

vig. 4. Promustigo. 
res en cultiiio o p n r ~  
tir d e  lo biopsia n a ~  
rol d e  u n  homsier  
inori i lado con pro-  
rnostipotes hol lados 
eri L. trapidoi. 
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En la figura No. 5 se muestra la distribu- 
ción conocida de  L. tropidoi en Colombia 
(8-9-10). Esta especie ha sido hallada en 
Antioquia: Río Anorí, Mutatá [Río Porroso) y 
Chigorodó (Currulao); Boyacá: Puerto Boya- 
cá;  Chocó: Alto Curiche, Teresita y Río 
Atrato (Sautatá); Santander: San Vicente de  
Chucurí: Tolima: Mariquita (Fbtima y Flor 
Azul): Valle: Anchicayb, Buenaventura. Río 
Raposo, Hogar del Niño y Palmeras del 
Pacífico. 

Tolima departament. Colombia, using ligth 
traps [C D C). Shannon traps,  human bait. 
animal bait [horse) and manual catches of 
resting sandflies with aspirators were  
captured a total of 4.081 6 6  and 7.912 ? ? of 
Lutzomyia [Diptera. Psychodidae) from 
February 1979 to May 1981 belonging to 
nineteen species. 

Examination of 3.337 dissected females 
exhibited promastigotes in 42 out of 2.356 
specimens of L. trapidoi. The resting 981 
females belonged to other different species 
including L. shonnoniand L. gomezi of which 
one specimen of the former and one from the 
letter were positive for flagellates. 

Thirty two golden hamsters were 
inoculated intradermally in the nose with 
promastigotes from thirty L. trapidoi one L. 
shonnoni and one L. gomezi. Three 
Leishmanio strains were isolated from 
promastigotes of L. trapidoi. Ali the three 
strains a r e  successfully maintained in 
hamster and in 4 N culture medium. 

Because of the localization of the flagella- 
tes in the midgut of one L. tropidoi infected 
females and the short incubation period in 
the hamsters inoculated with the 3 isolated 
strains and the rapid growth in the culture 
medium, it is posible to suppose that these 
strains belong to the Leishmanio mexicano 
complex. It will be necessary to use bioche- 
mica1 methods to characterize and identify 
these strains of Leishmonio. 

Pig. 5. Distribución g e o ~  
grifico conocidn d e  L. u This is the first time in Colombia, that  
trapidoi e n  Colr>rnbin.  strains of Leishmonio a r e  isolated from 

sandflies captured using human bait. 

Lutzomyia tropidoipertenece alsubgénero 
Nyssomyio Barretto, 1962 y dentro de las 
siete especies de este subgénero encontradas 
hasta ahora en Colombia, la hembra de .L. 
trapidoi se  distingue fácilmente por la 
estructura de las espermatecas (Fig. No. 6), 
pues los anillos de éstas son aproximada- 
mente del mismo tamaño y los ductos 
comunes son prácticamente inexistentes. 

SUMMARY 

In a focus of cutaneous leishmaniasis a t  
the Flor Azul settlement, Mariquita county, 
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