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Resumen

Introduccion: En Colombia, la leishmaniasis es una enfermedad endémica y el
departamento del Meta es el segundo mas incidente con una tasa de 441,2 casos x
100.000 habitantes, y uno de los focos activos se encuentra en zona rural de
Villavicencio, al norte del departamento. Estudios realizados han descrito caracteristicas
entomoldgicas; por lo tanto, la identificacion de componentes eco-epidemioldgicos en la
dindmica de transmisién de la enfermedad en la zona es una necesidad. Objetivo:
Determinar la variacion estacional, factores determinantes ambientales que influyen en
la abundancia, e infeccion con Leishmania spp. en especies de Lutzomyia spp. presentes
en zona endémica de leishmaniasis cutdnea del municipio de Villavicencio. Materiales
y métodos: El estudio se desarrollo en tres veredas, La Reforma, Barcelona y Cocuy del
municipio de Villavicencio. Se realizdé un muestreo preliminar usando trampas CDC de
luz en el peridomicilio determinando Unidades de Seguimiento Estacional (USE), se
muestrearon tres USE en intra, peri y extradomiciliar de Junio de 2008 a Mayo de 2009,
y se tomaron 32 variables climaticas explicatorias. La deteccion de infeccion natural
realizo con la técnica de PCR utilizando los iniciadores OL1 y OL2. Resultados: Se
identificaron 20 especies de Lutzomyia, L. antunesi fue la especie mas abundante
(19.689/22094-89,11%). Se encontr6 variacion estacional en la poblacion de Lutzomyia
y L. antunesi, principalmente en bosques (F=5,142; P=0,0003954 y F=4,990;
P=0,0004903 respectivamente), siendo la temporada seca de mayor abundancia
(Diciembre, Enero, Febrero). Se identificaron como determinantes de abundancia la
precipitacion (» = -0,704; P< 0,05) y la Temperatura maxima 24 horas antes del
muestreo (29-30° C) (r = 0,550; P< 0,05). Y se determino infeccion natural con
Leishmania spp. en L. gomezi (10,3%), L. panamensis (4,85%), L. flaviscutellata
(7,53%) y L. antunesi (1,02%), determinando la temperatura méxima 15 dias antes del
muestreo (>30,5° C) como principal factor de riesgo para la presencia de hembras de L.
antunesi PCR positivas (Chi2=18,129; P< 0,0001), OR = 2,4 (IC= 1,586 - 3,649).
Conclusion: los resultados del estudio proporcionan informacion que ayuda a entender
parte de la dindmica de transmision de la enfermedad en la zona e identifica vectores,
determinantes de abundancia y factores de riesgo, herramientas para medidas de

prevencion y control.

Palabras clave: Leishmania, Lutzomyia, variacion estacional, eco epidemiologia, Colombia



Abstract

Introduction: In Colombia, leishmaniasis is endemic disease and the Department of
Meta is the second most incident with a rate of 441,2 cases per 100.000 inhabitants, and
one of the active centers are located in rural area of Villavicencio, north of Department.
Studies have described entomological characteristics; therefore, the identification of
eco-epidemiological components in the dynamics of disease transmission in the area is a
necessity. Objective: To determine the seasonal variation, environmental factors that
influence the abundance and infection with Leishmania spp. in species of Lutzomyia
spp. present in cutaneous leishmaniasis endemic area of Villavicencio. Materials and
Methods: This study was performed in three villages, La Reforma, Barcelona and
Cocuy of the Villavicencio City. Preliminary sampling was conducted using CDC light
traps in peridomestic determining Seasonal Monitoring Units (SMU), three SMU were
sampled in intra-peri and peridomiciliary of June 2008 to May 2009, and were taken 32
climatic explanatory variables. The detection of natural infection performed with PCR
using the primers OL1 and OL2. Results: We identified 20 species of Lutzomyia, L.
antuensi was the most abundant species (19.689/22.094 - 89,11%). Seasonal variation
was found in the population of Lutzomyia and L. antunesi, mainly in forests (F = 5,142;
P = 0,0003954 and F = 4,990; P = 0,0004903, respectively), being the most abundant
dry season (December, January, February). Was identified as a determinant of
abundance the precipitation (r = -0,704, P <0,05) and maximum temperature 24 hours
before sampling (29-30 ° C) (r = 0,550, P <0,05). And it was determined natural
infection with Leishmania spp. in L. gomezi (10,3%), L. panamensis (4,85%), L.
Sflaviscutellata (7,53%) and L. antunesi (1,02%), determining the maximum temperature
15 days before sampling (> 30,5 © C) as the main risk factor for the presence of females
of L. antunesi positive PCR (Chi2 = 18,129; P <0,0001), OR = 2,4 (CI = 1,586 to
3,649). Conclusion: The results of the study provide information that helps to
understand some of the dynamics of disease transmission in the area and identifies

vectors, determinants of abundance and risk factors, tools for prevention and control.

Key words: Leishmania, Lutzomyia, seasonal variation, eco epidemiology, Colombia.
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INTRODUCCION

Las leishmaniasis son un grupo de enfermedades zoondticas y enzooticas causadas por
protozoarios del género Leishmania (Kinetoplastida: Tripanosomantidae) (Ashford,
2000), transmitida en el Nuevo Mundo por insectos dipteros hematéfagos del género
Lutzomyia (Ferro y Morales, 1998). En el mundo existen cerca de 12 millones de
personas que sufren la enfermedad y cada afio se presentan cerca de 2 millones de casos

nuevos (OMS, 2000).

En Colombia, las leishmaniasis son enfermedades endémicas y la forma clinica mas
frecuente es la leishmaniasis cutdnea (LC) con el 95% de los casos. Para el afio 2010, el
nimero de casos registrados de leishmaniasis fue de 11.041, de los cuales 98,6%
(10.890) corresponden a la forma cutanea, 1,1% (116) a la forma mucocutanea, y el
0,3% (35) a la forma visceral (Boletin notificacion obligatoria, SIVIGILA. 2010).
Diversos factores pueden ser atribuidos a la constante aparicion de casos de LC en el
pais: en primer lugar, factores sociales tales como: el desplazamiento forzado, el
conflicto armado, la deforestacion y la expansion de la frontera agraria, los cuales
constituyen importantes factores de riesgo para la transmision de la enfermedad (Vélez
et al. 2001); en segundo lugar, (quitar coma) estd el comportamiento patogénico
especifico de cada especie de Leishmania (Davies et al. 2000), y en tercer lugar y
tomandose como principal factor de enlace de la triada epidemiologica, esta el vector,
que varia en: especies, distribucion geografica y comportamiento, de acuerdo al
ambiente que habite (Travi ef al. 1996; Davies et al. 2000); este ultimo factor, puede ser
influenciado por variables ambientales como la temperatura y precipitacion, logrando
impactar directamente en la abundancia del vector, y asi mismo en la transmision de la
enfermedad (Morrison et al. 1995a, Travi et al. 1996, Gonzalez et al. 1999, Molina et
al. 2008).

En general, el pais posee condiciones ambientales que favorecen la presencia de
especies de Lutzomyia como: temperatura ambiental entre 22 y 30° C y el 85% del
territorio nacional a una altura entre los 0 a 1.750 msnm (King et al., 2004). Se sabe
ademas, que la distribucion geografica de la enfermedad esta limitada por la
distribucion de los flebotomos vectores y ligada a su comportamiento antropofilico y

zoofilico, y la capacidad de permitir el desarrollo interno de especies de Leishmania,
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prevaleciendo principalmente para Colombia, las cepas que producen las formas
patolégicas cutdnea y mucosa, como Leishmania (Viannia) panamensis, L. (V.)

braziliensis y L. (V.) guyanensis (Grimaldi et al. 1989, Saravia et al. 2002).

En Colombia se han registrado mas de 140 especies de Lutzomyia (Montoya y Ferro,
1999, Wolf y Galati, 2002, Bejarano et al. 2004, Cabrera et al. 2009) que se distribuyen
en una gran variedad de hébitats que van desde el desierto al bosque lluvioso y los
ambientes antropicos (Tesh y Guzman, 1996). Del total de especies existentes, solo se
han incriminado como vectores de leishmaniasis cutdnea cuatro especies, L. trapidoi
(Morales et al., 1981), L. hartmanni (Kreutzer et al. 1991), L. umbratilis (Young et al.
1987) y L. spinicrassa (Young et al. 1987). Recientemente se han logrado
aproximaciones en la incriminacion de las especies L. panamensis, L. gomezi 'y L. yuilli
encontradas naturalmente infectadas con Leishmania (V.) panamensis en un foco activo
en los municipios de Otanche y Pauna en el departamento de Boyaca (Santamaria et al.

2006).

La relacion entre vectores y enfermedad se observa frecuentemente en las regiones de la
Orinoquia y la Amazonia colombiana, regiones que poseen extensas zonas selvaticas, de
sabana, morichales, bosques de galeria (Mendoza, 2008), y una gran diversidad de
especies de Lutzomyia 64 % (88 de 140) vectores y no vectores de Leishmania. En estas
dos regiones divergen de igual forma las diferentes cepas de Leishmania del subgénero
Viannia responsables de los casos de LC, que sumado a factores sociales han favorecido
la transmisiéon del pardsito principalmente en ambientes selvaticos, evidenciado
especialmente en personas pertenecientes a las fuerzas militares y en el aumento de los
reportes de casos en los municipios del sur del departamento del Meta, los

departamentos de Guaviare, Vaupés, Guainia, Caquetd y Putumayo (Tabla 1).

En la Orinoquia y Amazonia colombiana se han realizado varios estudios encaminados
a conocer la diversidad de especies de Lutzomyia en algunas areas de transmision de la
enfermedad. En los departamentos de Casanare y Meta se identificaron principalmente
las especies: L. fairtigi, L. micropyga, L. antunesi, L. flaviscutellata, L. panamensis y L.
gomezi (Molina et al. 2008, Vasquez-Trujillo et al. 2008). En estudios realizados en
zonas periurbanas, rurales y selvaticas del departamento del Amazonas, fueron halladas:

L. davisi, L. chagasi, L. carrerai, L. yuilli, L. shawi, L. umbratilis y L. antunesi como

14



posibles responsables de la transmision del parasito (Ferro et al. 1997, Wolff et al.
2003). Recientemente en el departamento del Guaviare fueron identificadas como
posibles vectores: L. hirsuta, L. yuilli, L. davisi, L. carrerai, L. antunesi, L.

flaviscutellata y L. olmeca bicolor (Cabrera et al. 2009).

En el departamento del Meta se han realizado estudios enfocados principalmente a
conocer la flebotofauna existente asociada a zonas de transmision de LC. Se han
reportado 35 especies de Lutzomyia de las cuales seis tienen antecedentes vectoriales: L.
davisi, L. hirsuta, L. yuilli, L. antunesi, L. gomezi y L. panamensis (Antunes, 1937;
Montoya-Lerma y Ferro, 1998, Barreto et al. 2000). En el area rural del municipio de
Villavicencio se realizé un estudio entomoldgico con el fin de conocer las especies de
flebotomos que podrian estar involucradas en la transmision de la LC, esto motivado
por la notificacion de 13 casos autdctonos en el afio 2005, propuso finalmente a L.
antunesi como probable vector (Vasquez-Trujillo et al. 2008); en este estudio se
tomaron como criterios para incriminacion: la abundancia relativa, el contacto vector-
humano, presencia del parésito y de la especie de insecto en la misma zona geografica,
y la identificacion del parasito en el insecto y animales domésticos (Killick-Kendrick,

1990; Young y Lewyer, 1987)

A pesar de que estas investigaciones han aportado en el conocimiento sobre fauna de
flebotomos existente en la zona, la abundancia e infeccion natural con Leishmania, las
variables ambientales y su relacion con la abundancia estacional y tasa de infeccion, aun
no han sido estudiadas en el departamento del Meta. Por tal razdn, se crea la necesidad
de conocer aspectos ecoldgicos de las especies de Lutzomyia, orientado a obtener una
mayor comprension de la eco-epidemiologia y con esto, proponer bases estructuradas

para la formulacion de programas de prevencion y control de este tipo de patologias.

Planteamiento del problema

A nivel nacional, el departamento del Meta es la segunda region con mayor incidencia
de LC en el pais (441,2 casos x 100.000 habitantes, SIVIGILA 2010). A nivel
ecorregional (Orinoquia colombiana), el Meta es el departamento de mas alta
incidencia, superado unicamente por los departamentos pertenecientes a la Amazonia
colombiana (Tabla 1). Al sur del departamento del Meta se concentra el 95% de los

casos de LC, siendo los municipios de Uribe, La Macarena, Vista Hermosa y Puerto
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Concordia los mas afectados al presentar incidencias entre 100 a 500 casos x 100.000
habitantes para el 2008 (Oficina de Vigilancia en Salud Publica, Secretaria de Salud
Seccional del Meta), ocasionado principalmente al estar involucrados en forma directa
en el conflicto armado, ademds de otros aspectos sociales y biologicos de la zona
selvatica (Velez et al, 2001). Estos municipios aportan para la Orinoquia el 97% de
casos de LC, y a nivel nacional el 22% de los cosas de LC aproximadamente desde el
afno 2005, con un mayor registro de casos en las fuerzas militares nacionales presentes

en la selva.

Al norte del departamento del Meta, en el Pidemionte (conformado por los municipios
de Guamal, Acacias, Villavicencio, Restrepo y Cumaral), el municipio de Villavicencio
es el que mas casos de LC aporta, con una incidencia de 0,18 casos x 100.000 habitantes
para el afio 2005 en la zona rural comprendida por las veredas Apiay, Barcelona, Cocuy
y La Reforma (Datos, Oficina de Vigilancia en Salud Publica, Secretaria Seccional de
Salud del Meta, 2008). El comportamiento epidemioldgico en el municipio ha
disminuido en numero de casos, pero es estable en la presentacion con 1 a 3 casos
autdctonos por ano hasta el 2010, en el que se presentd un caso en la vereda Barcelona,

siendo esta zona la principal area endémica del norte del departamento del Meta.

Tabla 1. Incidencia de leishmaniasis cutanea por entidad territorial, 2010

Departamento Incidencia x 100.000 hab.

Guaviare* 766,6
Meta 441,2
Vaupés* 180,1
Caqueta™ 168,7
Antioquia + 168,3
Santander + 145,8
Chocd 135,3
Tolima + 127,8
Caldas + 118,5
Putumayo* 105,2

Diversos factores pueden influir en la constante confirmacion de casos de leishmaniasis
cutanea en zona rural del municipio de Villavicencio. En primer lugar, estan los factores
sociales, pues estas zonas presentan un constante patrullaje de soldados y caninos en
entrenamiento provenientes de zonas selvaticas en donde existe mayor probabilidad de

contacto con los vectores, muchos de los casos se asociaron con viviendas precarias y
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construidas en zonas ilegales (desplazamiento e invasion de bosques). En segundo lugar
esté la flebotofauna existente, dominada principalmente por L. antunesi, y otras especies
consideradas probables vectores como L. gomezi y L. panamensis (Vasquez-Trujillo et
al. 2008). Teniendo en cuenta que el vector es el principal eslabon en la transmision de
la LC y que su abundancia puede estar influenciada por factores climaticos, la
asociacion entre ambos determinard el comportamiento eco-epidemiologico de la

enfermedad.

Investigaciones realizadas en Colombia, han encontrado que las especies de Lutzomyia
presentes en las diferentes regiones del pais muestran un comportamiento de variacion
estacional, aumento en invierno o verano dependiendo de la especie o ninguna
variacion; manteniendo su abundancia relativamente estables durante todo el afio. En
zona rural del municipio de Villavicencio durante el afio 2005 se realiz6 un estudio que
involucro6 la busqueda activa de casos en humanos y caninos, identificando la presencia
de Leishmania (V) guyanensis (Vasquez-Trujillo. 2006). Para el afio 2006, se realizé un
estudio entomologico en la vereda La Reforma con el fin de conocer las especies de
fleb6tomos que podrian estar involucradas en la transmision de la enfermedad, donde se
propuso a L. antunesi como posible vector por su abundancia e infeccion natural con

Leishmania spp. (Vasquez-Trujillo et al. 2008).

Pese a que estas investigaciones han demostrado la presencia de parasitos, especies de
vectores y posibles reservorios, ain no se ha realizado ninglin estudio para identificar la
variacion estacional y los factores climaticos que influyen en la abundancia de los
vectores y la tasa de infeccion natural de Leishmania, componentes eco-
epidemiologicos importantes en la dinamica de transmision de la enfermedad en la

zona.

Teniendo en cuenta tanto el comportamiento endémico de la zona rural del municipio de
Villavicencio y la falta de estudios que complementen el conocimiento de la eco-
epidemiologia de la LC hasta ahora expuesto, se hace necesaria la realizacion de
estudios basicos de abundancia, variacién estacional y asociacion climatica, con el
objetivo de entender mejor la dindmica de transmision de la enfermedad en el nivel

local y la identificacién de los meses de mayor riesgo de transmision, informacion util
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para el desarrollo de programas de prevencion, enfocados especialmente en las épocas

de mayor riesgo de contacto humano.
Hipotesis
Las poblaciones de Lutzomyia del area rural de Villavicencio presentan variacion

estacional en su abundancia y tasa de infeccion natural con pardsitos del género

Leishmania spp., y existen variables climaticas asociadas a estos cambios estacionales.

Objetivo general

Determinar la variacion estacional en la abundancia e infeccion con Leishmania spp. en
especies de Lutzomyia spp. presentes en las veredas Barcelona, Cocuy y La Reforma,

zona endémica de LC del municipio de Villavicencio.

Objetivos especificos

1. Determinar la variacién estacional en la abundancia de las especies de

Lutzomyia presentes en tres veredas del municipio de Villavicencio.

2. Identificar los determinantes ambientales que influyen en la abundancia

estacional de las especies de Lutzomyia encontradas.
3. Definir para las especies de Lutzomyia spp. con antecedentes vectoriales tasas de

infeccion estacional con Leishmania spp y asociacion con determinantes

ambientales.
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1. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

1.1 Leishmaniasis

La leishmaniasis es una enfermedad infecciosa que afecta a humanos, animales
domésticos y silvestres, de distribucion cosmopolita (Africa, Asia, Europa y América),
en areas templadas tropicales y subtropicales, la causa un protozoario difésico del
género Leishmania transmitido por la picadura de hembras de insectos dipteros
hematofagos del género Phlebotomus en el Viejo Mundo y Lutzomyia en América, los
cuales producen en los humanos lesiones en piel, mucosas o las visceras (Greene, 1993),
en los perros lesiones cutdneas y viscerales y en los animales silvestres pequefias

lesiones o ningun signo aparente (Ashford, 1996).

En funcion de la localizacion y caracteristicas de los reservorios, la transmision de las
diferentes especies de Leishmania pueden localizarse en el dosel con las especies L. (V.)
guyanensis, L. (V.) hertigi, L. (V.) panamensis, L. (V.) shawi o al nivel del suelo con L.
(V.) aristidesi, L. (Leishmania) amazonensis, L. (V.) lainsoni, L. (L.) mexicana, L. (V.)
naiffi. Las especies de Leishmania cuyos reservorios son humanos (L. (L.) donovani, L.
(L.) tropica) o caninos (L. (V.) peruviana) que viven en asociacidon estrecha con el
hombre, su modelo de transmision es peridoméstica, o incluso domestica siguiendo la

conducta del vector y su ciclo se localiza en zona rural y urbana (Dedet, 2001).

1.2 Ciclo de vida del parasito

El ciclo inicia cuando los insectos se infectan al ingerir sangre de un hospedador
parasitado; la sangre contiene macréfagos o monocitos infectados con las formas
amastigotas del género Leishmania en el interior de las vacuolas lisosomales (Awasthi
et al. 2004). En el intestino de los flebotomos, los parasitos completan una compleja
serie de transformaciones morfologicas y funcionales que llevan a la diferenciacion a
promastigotes. Estos maduran a promastigotes metaciclicos o infectivos que al ser
incapaces de fijarse a la pared del intestino, se dirigen hacia las regiones bucales donde
bloquean la faringe de los flebotomos y son regurgitados en el transcurso de una

subsiguiente ingesta sanguinea (Urquhart et a/. 2001). Los promastigotes que penetran
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por la lesion producida durante la picadura son fagocitados por los macréfagos en cuyo
interior se transforman en amastigotes y se multiplican cerrando el ciclo (Figura. 1) (De
Almedia et al. 2003, Awasthi ef al. 2004). La multiplicacion de los parasitos, tanto de
los amastigotes como de los promastigotes es por division binaria, al no existir

evidencia que compruebe la presencia de estadios de reproduccion sexual.

Infeccion del vector

f i el
AN Amastigotes
Transmision Vector-Humano

Peridomicilio

Transmision Vector - Reservorio/\“

¢ <% T Promastigotes
Lutzomyia spp.

Reservorios

Transmision Vector - Reservorio

Figura 1. Esquema del ciclo biolégico (Imagen Lutzomyia, Grupo Entomologia,

Instituto Nacional de Salud; Imagen promastigotes tomada de http://www.icp.ucl.ac.be).

En el ciclo biologico, el parasito es transmitido al hombre y a otros hospederos
vertebrados como roedores (Proechymis semispinosus, Rattus rattus), marsupiales
(Didelphis marsupialis) (Reithiger y Davies, 1999), edentados (Dasypus novemcinctus,
Myrmecophaga tridactyla y Bradypus y Choleopus) (Ashford, 1996), carnivoros
silvestres (Pseudalopex culpaeus) y domésticos (Canis lupus familiaris), que pueden
participar como reservorios de la enfermedad en zonas silvestres y rurales (Ferro y
Morales, 1998; Ashford, 1996). La identificacion de hospederos de Leishmania es
complicada cuando se vuelve cada vez mas claro que el ciclo de transmision de la
enfermedad puede adaptarse a cambios medioambientales (deforestacion) y sociales

(migracion humana) (Ashford, 1996).
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1.3 Vectores

Los fleb6tomos son dipteros pequefios de maximo 5 mm de longitud, se caracterizan por
su aspecto hirsuto y largas patas con aspecto de zancos. Las alas, a diferencia de otros
dipteros que ingieren sangre, son lanceoladas, estan cubiertas por pelo y se mantienen
erectas cuando estan en reposo. Como en otros dipteros del suborden Nematocera, las
partes del aparato bucal son de un tamafo corto o medio, se dirigen hacia abajo y estan
adaptadas para perforar la piel y aspirar. Los palpos maxilares son relativamente
grandes y estan formados por cinco segmentos. En ambos sexos las antenas son muy
largas, con 16 segmentos y estan cubiertas de cortos pelos (Urquhart et al. 2001). La
identificacion de las especies se hace principalmente por morfologia interna de la

faringe, cibario, espermateca y terminalia masculina (Ferro y Morales, 1998).

Cerca de 800 especies de flebétomos existen en el mundo, y aproximadamente cuarenta
son vectores de Leishmania (Dedet, 2001). En Colombia se han registrado mas de 140
especies de Lutzomyia (Montoya y Ferro, 1999; Wolf y Galati, 2002; Bejarano et al..
2004, Cabrera et al., 2009), y ocho especies son relacionadas en los distintos estudios
realizados en el pais y catalogados como probables vectores al cumplir con algunos
criterios de incriminacion, L. panamensis, L. gomezi, L. flaviscutellata, L. fairtigi, L.
longiflocosa, L. yuilli, L. umbratilis y L. antunesi (Travi et al. 1988, Ferro et al. 1997,
Travi et al. 2002, Wolff et al. 2003, Molina et al. 2008, Vasquez-Trujillo et al. 2008,
Cabrera et al. 2009, Marin et al. 2009)

Para lograr la incriminacion vectorial de una especie de flebotomo, es necesario cumplir
con los siguientes criterios: 1) antropofilia y zoofilia, 2) desarrollo del parasito en el
intestino, 3) contacto vector—humano, 4) presencia del parasito y de la especie de
insecto en la misma zona geografica, 5) identificacion del parasito aislado del hombre,
del insecto y del reservorio en repetidas ocasiones, 6) determinar la capacidad de
transmitir el parasito por picadura (Killick-Kendrick, 1990; Young y Lewyer, 1987) y
mas recientemente se ha incorporado la correlacion estadistica entre abundancia y

distribucion de flebotomos, y la incidencia de la enfermedad.

Desde el punto de vista epidemiologico, los criterios 1, 3 y 4 son los mas importantes al

describir entre ellos la cadena de trasmision o triada epidémica necesaria para completar
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el ciclo, aproximando o postulando especies de Lutzomyia como vectores de
leishmaniasis. Un buen ejemplo es el estudio realizado en el municipio de Otanche y
Pauna, Boyacd, donde se encontro la presencia del parasito en L. panamensis, L. gomezi
y L. yuilli, en el humano, caracteristicas del comportamiento del vector como endofagia
y alta abundancia intradomiciliar y peridomiciliar, cumpliendo varios de los criterios de

incriminacion (Santamaria et al. 2006).

Los flebotomos se encuentran ampliamente distribuidos en tres grandes areas
ecoldgicas: zonas tropicales, subtropicales y mediterraneas (Urquhart, 2001). Estas
zonas se pueden resumir a tres habitats o modelos naturales de infeccion que
corresponden directamente a la ecologia de cada paisaje particular. En el Viejo Mundo,
el modelo de bosques aridos y semidridos, correspondientes a las estepas aridas y
semiaridas de Africa del Norte, Asia central y Oriental, y los roedores (Rattus spp.,
Arvicanthis spp., Psammomys spp., Meriones spp.) como principales reservorios y un
numero de especies de Leishmania, pertenecientes principalmente al subgénero
Leishmania, y en el Nuevo Mundo, en el modelo de bosque selvatico se encuentran
involucradas todas las especies de Leishmania del subgénero Viannia excepto L.
peruviana, especie de importancia médica de los andes peruanos, y como reservorios
especies de roedores, edentados y animales domésticos (Dedet, 2001). En los modelos
de bosques aridos o semiaridos y selvaticos, la infeccion del hombre resulta de la

intromision al habitat silvestre (Dedet, 2001).

1.4 Determinantes ambientales de abundancia

Un factor importante en la transmisién de la LC es el comportamiento del vector y el
tiempo de actividad de alimentacion. Cuando esta actividad ocurre en el peridomicilio
hay una alta probabilidad de contacto humano-vector, que por lo general coincide con
horas de actividad humana especialmente al anochecer, por ejemplo la actividad de L.
gomezi en Antioquia y en Miranda, Venezuela esta restringida entre las 19:00 y 20:00
horas (Porter y Defoliart, 1981, Feliciangeli, 1997). La restriccion de su actividad en el
peridomicilio es mas pronunciada a mayor altitud principalmente por temperaturas
bajas, y a diferencia del extradomicilio (bosques) donde la temperatura es mas estable,

la actividad de alimentacidon puede ser constante para las especies que lo habitan, y de
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esta manera tener un horario de alimentacion hasta horas diurnas y favorecer el aumento

de la transmision de la enfermedad (Davies et al., 2000).

La determinacién de factores que afectan la actividad de los vectores, su variacién
estacional y los determinantes ambientales asociados (temperatura, humedad relativa y
precipitacion), son una importante herramienta para la comprension de los mecanismos
de transmision de la enfermedad en una zona ecologica especifica. Davies et al. (2000)
han propuesto que un incremento en la abundancia para muchas especies de flebotomos
durante la estacion lluviosa puede deberse a un efecto de longevidad debido a este factor
en los flebétomos adultos. En bosques de galeria en la Orinoquia colombiana, L. fairtigi
presentd una correlacion positiva con la precipitacion, temperatura y humedad relativa
(Molina et al. 2008), por el contrario, en el norte de Venezuela L. gomezi y L. ovallesi
presentaron un aumento en las densidades durante la estacion seca y aparecen asociadas
a los meses de mayor incidencia de leishmaniasis en un 33,8% y 52,9% para las dos
especies respectivamente (Feliciangeli, 1987), y en Brasil, L. trapidoi y L. ylephiletor
mostraron una disminucion evidente en sus densidades durante la época de lluvia con

respecto a la época seca (Memmott, 1991).

En Colombia el primer estudio de determinacién de patrones de abundancia estacional
se realizd en L. longipalpis, donde se establecid que para dicha especie su mayor
abundancia se presenta en las noches mas céalidas de los meses lluviosos en
Cundinamarca (Morrison et al. 1995a), y en zona rural del departamento de Santander
los meses de mayor abundancia intradomiciliar de L. longipalpis presentaron asociacion
con el nimero de hembras infectadas naturalmente (» = 0,645; P = 0,017) (Florez et al.
2006). En la Orinoquia colombiana, el unico estudio realizado encontré que la
abundancia de L. fairtigi tiene correlacion positiva con la precipitacion en bosques de

galeria (R*= 0,675; P=0,001) (Molina ez al. 2008).

Por tanto, la precipitacion, temperatura y humedad relativa son los principales factores
ambientales determinantes de los modelos estacionales de abundancia, afectando tanto
la actividad del vector como su abundancia y por consiguiente ser determinantes en

dinamica de transmision de la enfermedad.
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1.4.1 Temperatura

La temperatura ambiental es un determinante relacionado principalmente con la
actividad nocturna diaria de algunas especies de Lutzomyia. En Colombia, machos y
hembras de L. longipalpis exhibieron una correlacion positiva en la disminucion de su
actividad nocturna a temperaturas menores o iguales a 24° C (Morrison et al. 1995a), y
en cuanto a su variacion estacional mensual, la temperatura mostré una asociacioén
negativa (r = -0,3) con las densidades (Morrison et al. 1995b). En otras regiones de
Colombia (Orinoquia), estudios realizados por Molina et al. (2008) en bosques de
galeria, la abundancia de L. fairtigi tuvo una correlacion positiva con la temperatura
presentando un coeficiente de determinacion R* = 0,6 (P= 0,003), y estudios realizados
por Carvajal (2008) en el departamento del Huila demostraron que para L. longiflocosa
el principal determinante ambiental que explica la abundancia estacional es la
temperatura con un coeficiente de correlaciéon » = 0,43. Por otra parte, en Brasil, L.
intermedia presentd una asociacion positiva con la temperatura maxima (R*= 0,77) y
temperatura minima (R*= 0,747) y L. whitmani una relacion inversa con la temperatura
minima (R*= - 0,708) para la abundancia estacional de ambas especies (Souza et al.

2002).

1.4.2 Precipitacion

La fluctuaciéon en la actividad y abundancia de especies de Lutzomyia en una zona
endémica para leishmaniasis visceral y cutanea con el aumento de la lluvia sefalan que
este es un factor critico para dicho género de insectos. En Costa Rica, la abundancia de
L. trapidoi y L. ylephiletor fue afectada significativamente durante la estacion lluviosa
en seguimientos realizados en zonas selvaticas (Memmott, 1991), en bosques de la
Guyana francesa, hembras de L. umbratilis presentaron una clara disminucion en las
densidades con el aumento de la lluvia en capturas con trampa CDC a un metro de
altura (Le Pont y Pajot, 1977). En forma contraria en el norte de Venezuela las
densidades de L. panamensis presentaron un importante aumento con la lluvia

(Gonzalez et al. 1999).

Estudios realizados por Feliciangeli y Rabinovich (1998) demostraron que L. ovallesi

tiene una correlacion significativa con la precipitacion (r = 0,47), y que L. gomezi
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ademas de tener correlacion positiva (» = 0,5) con la precipitacion, esta correlacionada
con la incidencia de la LC en Venezuela (r = 0,98), en Brasil, investigaciones
adelantadas por Souza et al, (2002) demostraron que L. whitmani presentd una

asociacion negativa con la precipitacion (R*= - 0,706) en zonas boscosas.

En Colombia, las densidades de L. longipalpis presentaron promedios de captura de 7,6
ejemplares/recolector durante la temporada seca y 1,7 ejemplares/recolector durante la
temporada de lluvia (Morrison et al. 1995a). En la region Atlantica, L. evansi mostrd un
gran aumento en las densidades al final de la época lluviosa y una disminucién gradual
al final de la estacion seca (Travi et al. 1996), y en el departamento de Casanare L.
fairtigi presentd una correlacion positiva con la precipitacion (R*= 0,675; P= 0,001)

(Molina et al. 2008).

1.4.3 Humedad relativa

Aunque la temperatura y precitacion son determinates explicativos de abundancia
estacional de gran peso, la humedad relativa en algunos estudios presenta una
asociacion importante con la actividad nocturna de los flebotomos. Por ejemplo, L.
longipalpis presenta una correlacion positiva entre porcentajes de humedad superiores al
80% y el aumento de su actividad nocturna (tasa de picadura) (Morrison et al. 1995a),
sin ningun efecto en la variacion estacional (» = 0,3) (Morrison et al. 1995b). Por otra
parte, en el departamento de Casanare, L. fairtigi presentd una correlacion positiva entre
la humedad relativa y la variacion mensual de las densidades de dicha especie explicado

con un R*= 0,652 (P = 0,002) (Molina et al., 2008).

1.5 Deteccion de infeccion natural

Un factor necesario en la transmision de la LC es la identificacion de infeccion natural
con Leishmania spp. en especies de Lutzomyia. El método tradicional para detectar
infeccion natural involucra la diseccion de las hembras recolectadas una por una y el
uso de medios de cultivos para los parasitos hallados. Las primeras investigaciones
orientadas a determinar infeccion natural en flagelados, se realizaron en hembras
disecadas de L. longipalpis utilizando isoenzimas como herramienta diagnostica (Le

Pont y Desjeux, 1985), técnica que se utiliz6 ampliamente y ayudo a identificar los
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ciclos de transmision y los principales reservorios de la enfermedad (Braga ef al., 1986),
a la incriminacién de vectores (Travi et al., 1990; Rowton et al., 1992) e identificacion
de nuevas especies de Leishmania en humanos, reservorios y vectores (Kreutzer et al.,

1991).

La utilizacién de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y marcadores
moleculares especificos han ayudado a que el proceso de identificacion de infeccion
natural sea méas practico; con esta metodologia se ha identificar la variacion en las tasas
de infeccion natural con Leishmania en las poblaciones de Lutzomyia, asi como
identificar zonas de mayor riesgo de transmision (intra, peri y extradomicilio) (Kato et

al. 2005, Florez et al. 2006, Marin et al. 2009).

En Colombia, la utilizacion de la PCR en investigaciones de infeccion de flebotomos es
relativamente reciente, el primer trabajo realizado fue la estandarizacion de un protocolo
de extraccion y amplificacion de ADN con los iniciadores OL1 y OL2 (Cabrera ef al.,
2003), luego se paso a realizar estudios en campo utilizando los iniciadores reportados
por Bruijn y Barker (1992) y Mimori et al. (2002) logrando identificar infeccion natural
en las especies L. panamensis, L. gomezi y L. yuilli con Leishmania (V) panamensis
(Santamaria et al. 2006). En el departamento de Santander y Meta se identifico
infeccion natural con Leishmania spp. utilizando los iniciadores OL1 y OL2 en L.
longipalpis y L. antunesi respectivamente (Florez et al. 2006, Vasquez-Trujillo et al.
2008), y el reporte mas reciente es la identificacion de Leishmania Viannia en
ejemplares de L. longiflocosa en zona rural del municipio de Chaparral, Tolima,

utilizando PCR- Southern blot (Marin et al. 2009).

En general, el empleo de la PCR ha permitido realizar estudios de epidemiologia
molecular (Rotureau et al. 2006, Miranda et al. 2009), mapas de distribucion geografica
de parasitos (Saravia et al. 1998, Ovalle et al. 2006), identificacion de vectores en zonas
endémicas (Santamaria et al. 2006, Vasquez-Trujillo et al. 2008), y estudios de
caracterizacion de zonas de transmision asi como épocas en las que se evidencia mayor

tasa de infeccion natural en vectores (Florez et al. 2006, Marin et al. 2009).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Area de estudio

El estudio se llevdo a cabo en el municipio de Villavicencio ubicado al norte del
departamento del Meta, subregion Piedemonte Llanero perteneciente a la ecorregion de
la Orinoquia colombiana. El muestreo se realiz6 en tres veredas, La Reforma (04,04581
LN, 73,28348 OL), Barcelona (04,03905 LN, 73,35680 OL) y Cocuy (04,02494 LN,
73,36136 OL), ubicadas a una distancia de 12, 4 y 7 km de Villavicencio
respectivamente., la zona de estudio esta caracterizada como bosque tropical humedo
premontano con algunos elementos de bosque tropical huimedo (Holdrige, 1967). Esta
zona esta ubicada a 380 msnm, con temperatura promedio de 25 °C, humedad relativa
de 85% y una precipitacion anual de 3600 mm (Instituto de hidrologia, meteorologia y

estudios ambientales - IDEAM)

MUNICIFIO DE VILLAVICENCIO
FLANO DE VEREDAS

DEFPARTAMENTO ADMINISTRATIVO DE FLANEACION

- [ Vereda Barcelona
N ; .
I Vereda Cocuy
+ M Vereda La Reforma

Figura 2. Mapa del Municipio de Villavicencio, veredas de estudio.

2.2 Muestreo linea base

Se realiz6 un muestreo en la totalidad de las viviendas de las veredas La Reforma,
Barcelona y Cocuy, con el fin de establecer la composicion de especies de Lutzomyia
presentes en las tres veredas de Villavicencio, y determinar las viviendas con mayor

abundancia peridomiciliar de flebétomos como unidad de seguimiento mensual. Se
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realizo un Unico muestreo por vivienda utilizando trampas de luz tipo CDC a 1,5 m de
altura y a 15 m de distancia de la vivienda, entre las 18:00 y 06:00 horas. Los
flebotomos recolectados se trasladaron al Laboratorio de Entomologia de la Secretaria
de Salud Departamental en la ciudad de Villavicencio, sacrificados a 0° y almacenados
en tubos eppendorf con etanol al 70% a una temperatura de 4° C hasta su identificacion
taxonémica. En total se muestrearon 147 viviendas, y solo se seleccionaron las
viviendas que obtuvieron capturas superiores a 1000 ejemplares de Lutzomyia por

trampa/noche.

En el presente estudio, el peridomicilio corresponde a las dreas abiertas de las viviendas,
donde las personas realizan sus actividades domésticas, como solares, cobertizos de
animales, patios, sitio para ver television, etc. aproximadamente hasta 15 m de la

vivienda.

2.3 Muestreo estacional

Se seleccionaron tres viviendas con el criterio inicial de abundancia, una en la vereda
Barcelona con 4.356 Lutzomyia por trampa/noche, una en la vereda Cocuy con 3.413
Lutzomyia por trampa/noche y otra en la vereda La Reforma con 1.034 Lutzomyia por
trampa/noche. Adicional, las tres viviendas cumplieron con otros criterios de seleccion
como: 1) estar a una distancia minima de 200 m a un bosque, 2) registro reciente de
casos confirmados de leishmaniasis cutdnea tanto en humanos como en caninos en ellas

0 en casas vecinas y 3) contar con la autorizacion de los habitantes de la vivienda.

En las tres viviendas de cada vereda con mayor abundancia se realizd el muestreo en los
ambientes; 1) intradomicilio, corresponde al interior de la vivienda, limitado por el
entorno de las paredes, 2) peridomicilio, como se defino en el muestro linea base y 3)
extradomicilio, correspondiente a los bosques aledafios a las casas ubicados a una
distancia minima de 200 m. Se realizé6 una recoleccion de insectos durante tres dias
consecutivos cada mes, por doce meses, en las tres veredas simultineamente. El

muestreo se realizo de junio de 2008 a mayo de 2009.
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2.3.1 Variables explicatorias de abundancia de Lutzomyia

Se tomaron 40 variables climaticas explicatorias de abundancia de especies de
Lutzomyia (Tabla 2). Para cada una de las variables se tomaron los datos del dia del
muestreo, y los datos de las 24 horas, 48 horas y 15 dias antes del muestreo con el fin de
evaluar si estas tienen alguna relacion con el aumento o disminucidn en la abundancia

de especies de Lutzomyia.

2.3.2 Variables fisiologicas

Durante la identificaciéon entomoldgica de hembras de Lutzomyia, se realizaron
observaciones de algunas caracteristicas fisiologicas como alimentacion y desarrollo de
huevos. Las variables observadas fueron: 1) presencia de sangre fresca (sangre de color
rojo claro), 2) presencia de sangre digerida (sangre de color marrén), 3) presencia de
huevos (huevos de IV o V estadio), y 4) presencia de sangre y huevos (sangre fresca o

digerida y huevos de IV o V estadio).
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Tabla 2. Variables independientes que podrian explicar la abundancia de insectos del género Lutzomyia en zona rural del
municipio de Villavicencio

Variable independiente

Definicién

Categoria

Registro estacion IDEAM
2008 — 2009

Precipitacion dia
Precipitacion <24 h
Precipitacion <48 h
Precipitacion <15 dias

HR % dia

HR % <24h
HR % <48h
HR % <15 dias

BS Horas dia

BS Horas <24 h

BS Horas <48 h

BS Horas <15 dias
Evap mm dia

Evap mm <24H

Evap mm <48H

Evap mm <15D
V/viento Med m/s dia
Viviento Med m/s <24 h
V/iviento Med m/s <48 h

V/viento Med m/s <15 dias

Precipitacion del dia en que se realizo el muestreo para cada uno de los puntos de recoleccion de
datos y en cada vereda.

Precipitacion 24 horas antes del dia en que se realiz6 el muestreo

Precipitacion 48 horas antes del dia en que se realiz6 el muestreo

Precipitacion 15 dias antes del dia en que se realizé el muestreo

Humedad relativa del dia en que se realiz6 el muestreo para cada uno de los puntos de recoleccién de

datos y en cada vereda.

Humedad relativa 24 horas antes del dia en que se realizé el muestreo
Humedad relativa 48 horas antes del dia en que se realizé el muestreo
Humedad relativa 15 dias antes del dia en que se realiz6 el muestreo

Horas de brillo solar del dia en que se realizé el muestreo para cada uno de los puntos de recoleccion

de datos y en cada vereda.

Horas de brillo solar 24 horas antes del dia en que se realizd el muestreo

Horas de brillo solar 48 horas antes del dia en que se realizd el muestreo

Horas de brillo solar 15 dias antes del dia en que se realizé el muestreo

Milimetros de evaporacion del dia en que se realizé el muestreo para cada uno de los puntos de
recoleccion de datos y en cada vereda.

Milimetros de evaporacion 24 horas antes del dia en que se realiz6 el muestreo

Milimetros de evaporacion 48 horas antes del dia en que se realiz6 el muestreo

Milimetros de evaporacion 15 dias antes del dia en que se realiz6é el muestreo

Velocidad del viento media del dia en que se realizé el muestreo para cada uno de los puntos de
recoleccion de datos y en cada vereda, unidad metros/segundo

Velocidad del viento media 24 horas antes del dia en que se realiz6 el muestreo, unidad
metros/segundo

Velocidad del viento media 48 horas antes del dia en que se realiz6 el muestreo, unidad
metros/segundo

Velocidad del viento media 15 dias antes del dia en que se realiz6 el muestreo, unidad
metros/segundo

Cuantitativa continua

Cuantitativa continua
Cuantitativa continua
Cuantitativa continua
Cuantitativa continua

Cuantitativa continua
Cuantitativa continua
Cuantitativa continua
Cuantitativa continua

Cuantitativa continua
Cuantitativa continua
Cuantitativa continua
Cuantitativa continua

Cuantitativa continua
Cuantitativa continua
Cuantitativa continua
Cuantitativa continua
Cuantitativa continua

Cuantitativa continua

Cuantitativa continua
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Tabla 2. Continuacion

Variable independientes

Definicién

Categoria

Viviento Max m/s dia
Viviento Max m/s <24 h
Viviento Max m/s <48 h
Viviento Max m/s <15 dias

Temp Media C dia
Temp Media C <24 h
Temp Media € <48 h
Temp Media C <15 dias

Temp Max € dia
Temp Max T <24 h
Temp Max € <48 h
Temp Max T <15 dias

Temp Min € dia

Temp Min € <24 h
Temp Min € <48 h
Temp Min € <15 dias
Ndmero de dias de lluvia

Velocidad del viento maxima del dia en que se realizd el muestreo para cada uno de los puntos de
recoleccion de datos y en cada vereda, unidad metros/segundo
Velocidad del viento maxima 24 horas antes del dia en que se realiz6 el muestreo, unidad

metros/segundo

Velocidad del viento maxima 48 horas antes del dia en que se realiz6 el muestreo, unidad
metros/segundo

Velocidad del viento maxima 15 dias antes del dia en que se realizé el muestreo, unidad
metros/segundo

Temperatura media del dia en que se realizd el muestreo para cada uno de los puntos de recoleccion
de datos y en cada vereda.

Temperatura media 24 horas ant es del dia en que se realiz6 el muestreo

Temperatura media 48 horas ante s del dia en que se realiz6 el muestreo

Temperatura media 15 dias a ntes del dia en que se realizé el muestreo

Temperatura maxima del dia en que se realizé el muestreo para cada uno de los puntos de
recoleccion de datos y en cada vereda.

Temperatura maxima 24 horas antes del dia en que se realiz6 el muestreo

Temperatura maxima 48 horas ante s del dia en que se realiz6 el muestreo

Temperatura maxima 15 dias an tes del dia en que se realizé el muestreo

Temperatura minima del dia en que se realizo el muestreo para cada uno de los puntos de recoleccion
de datos y en cada vereda.

Temperatura minima 24 horas antes del dia en que se realiz6 el muestreo

Temperatura minima 48 horas antes del dia en que se realiz6 el muestreo

Temperatura minima 15 dias antes del dia en que se realizé el muestreo

Numero de dias en los que se presentd lluvia sin importar su intensidad

Cuantitativa continua

Cuantitativa continua

Cuantitativa continua

Cuantitativa continua

Cuantitativa continua

Cuantitativa continua
Cuantitativa continua
Cuantitativa continua
Cuantitativa continua

Cuantitativa continua
Cuantitativa continua
Cuantitativa continua
Cuantitativa continua

Cuantitativa continua
Cuantitativa continua
Cuantitativa continua
Cuantitativa continua
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Tabla 3. Variables dependientes, abundancia de insectos del género Lutzomyia en zona rural del municipio de Villavicencio

Variable dependientes

Definicién

Categoria

Muestreo realizado con
trampa CDC de Luz.

Total Lutzomyia

Total intradomicilio

Total peridomicilio

Total extradomicilio

L. antunesi total

L. antunesi intradomicilio
L. antunesi peridomicilio
L. antunesi extradomicilio
L. flaviscutellata

L. flavis. peridomicilio

L. flavis. extradomicilio

Total de ejemplares de Lutzomyia spp. recolectados durante los tres dias de captura, en las tres
veredas y en los tres habitats (intradomicilio, peridomicilio y extradomicilio).

Total de ejemplares de Lutzomyia recolectados en el intradomicilio durante los tres dias de captura 'y
en las tres veredas.

Total de ejemplares de Lutzomyia recolectados en el peridomicilio durante los tres dias de captura y
en las tres veredas.

Total de ejemplares de Lutzomyia recolectados en el extradomicilio durante los tres dias de captura y
en las tres veredas.

Total de ejemplares de L. antunesi recolectados durante los tres dias de captura, en las tres veredas y
en los tres habitats (intradomicilio, peridomicilio y extradomicilio).

Total de ejemplares de L. antunesi recolectados en el intradomicilio durante los tres dias de captura y
en las tres veredas.

Total de ejemplares de L. antunesi recolectados en el peridomicilio durante los tres dias de captura y
en las tres veredas.

Total de ejemplares de L. antunesi recolectados en el extradomicilio durante los tres dias de captura y
en las tres veredas.

Total de ejemplares de L. flaviscutellata recolectados durante los tres dias de captura, en las tres
veredas y en los tres habitats (intradomicilio, peridomicilio y extradomicilio).

Total de ejemplares de L. flaviscutellata recolectados en el peridomicilio durante los tres dias de
captura y en las tres veredas.

Total de ejemplares de L. flaviscutellata recolectados en el extradomicilio durante los tres dias de
captura y en las tres veredas.

Cuantitativa discreta

Cuantitativa discreta

Cuantitativa discreta

Cuantitativa discreta

Cuantitativa discreta

Cuantitativa discreta

Cuantitativa discreta

Cuantitativa discreta

Cuantitativa discreta

Cuantitativa discreta

Cuantitativa discreta
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Tabla 3. Continuacion

Variable dependientes

Definicién

Categoria

Muestreo realizado con
trampa CDC de Luz.

L.

L.

panamensis

pana. intradomicilio

. pana peridomicilio

. pana. extradomicilio
. gomezi
. gomezi intradomicilio

. gomezi peridomicilio

. gomezi extradomicilio

Total de ejemplares de L. panamensis recolectados durante los tres dias de captura, en las tres
veredas y en los tres habitats (intradomicilio, peridomicilio y extradomicilio).

Total de ejemplares de L. panamensis recolectados en el intradomicilio durante los tres dias de
captura y en las tres veredas.

Total de ejemplares de L. panamensis recolectados en el peridomicilio durante los tres dias de captura
y en las tres veredas.

Total de ejemplares de L. panamensis recolectados en el extradomicilio durante los tres dias de
captura y en las tres veredas.

Total de ejemplares de L. gomezi recolectados durante los tres dias de captura, en las tres veredas y
en los tres habitats (intradomicilio, peridomicilio y extradomicilio).

Total de ejemplares de L. gomezi recolectados en el intradomicilio durante los tres dias de captura 'y
en las tres veredas.

Total de ejemplares de L. gomezi recolectados en el peridomicilio durante los tres dias de captura y en
las tres veredas.

Total de ejemplares de L. gomezi recolectados en el extradomicilio durante los tres dias de captura y
en las tres veredas.

Cuantitativa discreta

Cuantitativa discreta

Cuantitativa discreta

Cuantitativa discreta

Cuantitativa discreta

Cuantitativa discreta

Cuantitativa discreta

Cuantitativa discreta

33



2.4 Determinacion de infeccion natural

La determinacién de tasa de infeccion con Leishmania spp. solo se realizd en las
especies de Lutzomyia con antecedentes vectoriales. Para tal fin se utilizo la técnica de
PCR siguiendo los protocolos estandarizados en el Instituto Nacional de Salud (INS)
(Cabrera et al., 2002; Santamaria et al., 2006) y se utiliz6 los iniciadores universales

especificos para el género Leishmania OL1 y OL2 (Romero et al., 2001).

Especie Iniciador hacia adelante Iniciador reverso Peso de Referencia
banda
Leishmania  OL1: 5-GGG GAG GGG OL2: 5-CCG CCC CTA =120 pb Romero et al., 2001
CGT TCT GCG AA-3’ TTT TAC ACC AAC
CCC-3’

Se realizd un corte en el insecto separando abdomen de térax y cabeza, en busca de
obtener unicamente las formas infectivas en vias digestivas superiores; de esta manera
lograr procesar flebotomos en los cuales, el desarrollo esperado de la Leishmania se
encuentre en una fase infectiva en el vector superior a siete dias, representado

graficamente en la Figura 3, C.

7-15

Dias pos infeccién

Figure 3. Etapas en el desarrollo de la infeccion por Leishmania en Lutzomyia,
aparicion secuencial de formas morfologicas de promastigotes y su ubicacion en los
diferentes aspectos del intestino (Sacks y Kamhawi, 2001)
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2.4.1 Protocolo de extraccion de ADN de ejemplares de Lutzomyia.

Se realizé la extraccion de ADN utilizando el protocolo de fenol-cloroformo propuesto
por Golczer y Arrivillaga (2008), en el cual se utiliza una tampén de lisis celular el
siguiente compuesto conformado por soluciones de NaCl 0,1 M; sacarosa 0,2 M; EDTA
50 mM; tris-HCl 100 mM pH 8,25; SDS 0,05 %, y como proteolitico la enzima

proteinasa K.

2.4.3 Valoracion de la sensibilidad de la prueba al numero maximo de Lutzomyia

por grupo y validacion de la PCR con iniciadores OL1 y OL2

Para estandarizar el nimero de flebotomos a procesar sin alterar la sensibilidad de la
prueba por inhibicidén (Aransay et al. 2000), se tomaron nimeros crecientes a partir del
estandar determinado anteriormente en el Grupo de Entomologia del INS, en el cual, el
numero maximo de insectos a procesar fue de 3 ejemplares de Lutzomyia por grupo

(Vésquez y Gonzélez, 2006).

Los grupos quedaron conformados por 1, 3, 6, 9, 12, 15 y 30 ejemplares de L.
longipalpis, cada uno de los grupos contd con un ejemplar teéricamente infectado, es
decir, a cada grupo de hembras de L. longipalpis (1, 3, 6,9, 12, 15 y 30) se adicion6 una
suspension que contenia 10 promastigotes de Leishmania chagasi en 10ul de etanol al
96%, como numero minimo de parasitos presentes en una hembra infectada por grupo.
La cantidad de promastigotes propuesta se tomo6 de acuerdo a los resultados obtenidos
en infecciones experimentales para las especies L. evansi, L. longipalpis, L. trapidoi, L.
gomezi y L. intermedia (Rangel et al. 1993, Jaramillo et al. 1994, Montoya-Lerma et al.
2003). Cada grupo se compard con un control positivo, determinado por un tubo con 10
promastigotes de Leishmania chagasi en 10ul de etanol al 96%, el control negativo fue
ADN obtenido de tres hembras de L. longipalpis de 1 a 3 dias de nacidas sin suministro

de alimento.

Para obtener la solucion de parasitos deseada, se prepard una solucion 1:20 de un tubo
de cultivo L. chagasi en medio Schneider enriquecido, se determind el recuento de
parésitos en esta dilucion utilizando la siguiente formula: No de células x 10 x 20/4;

donde 10 es el factor que transforma la superficie de mm? a volumen en mm?®, 20 es el
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factor de dilucion usado y 4 es el nimero de cuadrantes para el recuento en la camara de

Newbauer (Santamaria, 2004).

2.4.4 Validacion de los iniciadores OL1 y OL2

Con el fin de demostrar la repetibilidad y reproducibilidad de la técnica estandarizada
de PCR para los iniciadores OL1 y OL2 la cual se desarrolld en el grupo de
Entomologia del INS, se disefio un ensayo de determinacion de prevalencia esperada
utilizando como poblacién el numero de grupos obtenidos con base a los resultados del
ensayo de pérdida de la sensibilidad y la determinacion del nimero méaximo por grup,
bajo distintas condiciones ambientales, equipos y reactivos de diferente proveedor. Para
realizar la validacion, se asumio en este caso que no sabemos, cudl es la prevalencia y se
asumio que, si repitiéramos esta PCR muchas veces, la prevalencia puede estar entre 0 y
3,5% con un promedio de 1,5%. Para determinar el nimero de muestras a procesar del
total de muestras obtenidas, se utiliz6 la siguiente formula de estimacion de tamafio de

muestra por prevalencia en un conjunto finito:

; NOZ:Oply
T dPON-1)+Z20py

donde: N = total de la poblacion
Z,> =1.962 (con un nivel de confianza del 95%)
p = proporcion esperada (en este caso 1.5% = 0.015)
q = 1-p (en este caso 1-0.015 = 0.985)
d = precision o error (en este caso aceptamos un 0.02).

< 71101,96* 00,015 00,985
0,027 (711 -1) +1,967 00,015 0,985

n<l118

Entonces para la validacion se repitié la PCR por lo menos en 118 muestras escogidas
aleatoriamente.

2.5 Determinacion taxonomica

2.5.1 Machos y hembras no procesados) por PCR

Se realizd el tratamiento de aclaracion para su identificacion taxondmica de acuerdo con
la metodologia reportada por Maroli et al., (1997), la cual establece los siguientes pasos:

aclaracion en una solucioén de hidroxido de potasio (KOH) al 10% durante 12 horas,

36



después tres lavados en etanol al 70% y finalmente adicién de fenol (Merck) al 95%
para aclarar tejidos y permitir la visualizacion de las estructuras diagnosticas para su

identificacion.

Algunos ejemplares fueron seleccionados para montajes permanentes en balsamo de
Canada (Carlo Erba) y fenol en una proporcion 1:1. El insecto aclarado se traslado sobre
una lamina portaobjetos, donde se realiz6 un corte de la cabeza para visualizar
estructuras de la faringe y antenas. Después de dejar secar, por lo menos durante 3 dias,
se agregd una gota de la solucion (balsamo: fenol) en proporcion 1:1 y se dejo caer

suavemente una laminilla cubreobjetos.

La identificacion de los machos y hembras, se realizdé bajo un microscopio de luz
(Olympus CX31), siguiendo las claves taxondémicas de Young y Duncan (1994), y se
observaron principalmente los palpdmeros, la pigmentacion de scutum, las coxas, y las

caracteristicas de la terminalia.

2.5.2 Determinacion taxonomica de las hembras procesadas por PCR

Los especimenes hembras de Lutzomyia se conservaron a una temperatura de 4° C en
tubos eppendorf con etanol al 70%. Para su determinacion taxondmica, se separaron
bajo un estereoscopio de luz fria donde se observé principalmente caracteristicas como:
longitud del quinto palpo, pigmentacion del scutum, longitud de los flagelomeros y de
las venas alfa y beta en las alas, estructuras importantes para la aproximacion

taxonomica, de acuerdo con las claves de Young y Duncan (1994).

2.5.3 Caracteristicas generales de cada Subgénero, Grupo o especie

Subgenero Nyssomyia. Palpomero 5 mas corto que la combinacién de la longitud de
los palpémeros 3 + 4, cibarium con 6 o mas dientes horizontales. Ascoides antenales
simples.

* L. flaviscutellata. Scutum bicoloreado, pronotum fuertemente pigmentado,
cibarium con 6 o 7 dientes horizontales

e L. antunesi. Scutum no bicoloreado, espermatecas con menos de 8 anillos, su
longitud es cerca de la mitad de la longitud del ducto espermatico individual.
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Subgénero Psychodopygus. Palpémero 5 mas corto que la mitad de la longitud del
palpomero 3, espermatecas imbricadas.

* L. panamensis. Scutum suavemente pigmentado, espermatecas con anillos
simétricos terminales.

* L. fairtigi, L. chagasi. Scutum bien pigmentado, ducto espermatico comin con
paredes lisas, ductos individuales en parte con espigas (patrones de rugosidad).

Subgénero Sciopemyia. Palpoémero 5 subigual o mas corto que los palpomeros 3 + 4,
flagelomero I muy largo minimo dos veces la longitud del labrum.

* L. sordelli. Espermatecas con ductos individuales anchos y mas largos que 4,5
veces la longitud de las espermatecas.

* L. preclara. Espermatecas con ductos individuales delgados y mas cortos que
4,5 veces la longitud de las espermatecas

* L. nematoducta. Espermatecas con ductos individuales muy largos, mas anchos
en la union con el ducto comun.

Grupo Migonei

* L. walkeri. Palpémero 5 més largo que la combinacion de los palpdémeros 3 + 4.
Scutum y pleura ligeramente pigmentados. Espermatecas con ductos mas
delgados, aproximadamente un tercio del ancho del ducto comun.

Subgénero Lutzomyia

* L. gomezi. Pleura completamente palida, scutum bien pigmentado, cabeza con al
menos una franja de pigmentacion y labrum > 0,25 mm. Palpémero 5 mas largo
que la combinacion de los palpomeros 3 + 4. Espermatecas con ductos
individuales relativamente delgados.

2.5.4 Control de calidad de la identificacion de especies

* Después de haber agrupado las hembras por especie, identificadas con
caracteristicas externas tales como los palpos, la pigmentacion del scutum y las
coxas, se tomo una submuestra (10%) de las hembras de cada grupo para
confirmar la identificacion por medio de las espermatecas, principal estructura
diagnostica para hembras de este género.

* El egjemplar fue depositado en una ldmina portaobjetos, donde se removieron los
ultimos tres segmentos del abdomen con la ayuda de un par de agujas

entomoldgicas, luego se cubrié con una lamina pequena y se adiciond fenol.
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* Se observo al microscopio para identificar las estructuras, caracteristicas para
cada especie, a los montaje se le adiciond balsamo de Canada: fenol (1:1) para

preservarlos.

2.6 Analisis estadistico

2.6.1 Variacion estacional y determinantes ambientales

Los datos ambientales, temperatura diaria maxima, minima y media, precipitacion diaria
maxima, minima y media, humedad relativa diaria, horas de brillo solar, milimetros de
evaporacion, velocidad del viento media y maxima y direcciéon del viento, fueron
donados por el IDEAM, Estacion Unillanos, codigo: 3503507, tipo Climatica principal.
latitud 04,04 N, longitud 73,34 W, elevacion 340 msnm, ubicada en la vereda

Barcelona.

Inicialmente los datos se organizaron en tablas de frecuencias y posteriormente con
representaciones graficas, diagramas de barras e histogramas de frecuencias. Se realizd
una primera aproximacion a los datos recolectados a través de pardmetros estadisticos
descriptivos, de posicion, dispersion y asimetria. Para determinar la variacidon estacional
en la abundancia de las especies del género Lutzomyia presentes en el area de estudio, se
realizaron pruebas de supuestos paramétricos de Shaphiro-Wilk, y posterior a esto, se
realizé una transformacion de los datos que no presentaron distribucién normal a su
logaritmo natural (logn (y+1)), y luego, se realizé el anélisis de varianza de una via y la

prueba de comparaciones multiples de Tukey con un nivel de confianza del 95%.

Se realizO un andlisis de componentes principales (ACP) para comprobar la
independencia entre las variables climdticas y pruebas de normalidad de Shaphiro-Wilk
tanto a las variables climaticas normales como las transformadas que no presentaron
distribucion normal. Para determinar en qué proporcion afectan las variables climaticas
a los recuentos de las especies de insectos capturados, se determiné el coeficiente de
correlacion de Pearson Unicamente a las variables que presentaron distribucion normal y
posteriormente se realizd regresion lineal a las variables con correlacion significativa
(P<0,05), con el fin de determinar qué porcentaje de la variabilidad es explicado por el

modelo lineal y si la cantidad de informacién dada por la variable independiente es
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significativa; para las variables de abundancia y clima no paramétricas, se realizd una

prueba de correlacion de Spearman.

2.6.2 Asociacion entre variables fisiologicas y tasa de infeccion natural con

determinantes ambientales

Para determinar la tasa de infeccion mensual (TIM), se utilizo la formula TIM=(TP/TL),
donde TP es el nimero total de grupos positivos por PCR en el total o por especie de
flebotomos capturados, y TL es el total de grupos procesados o por especies. Para
determinar la asociacion o independencia entre determinantes ambientales y la presencia
de hembras con sangre fresca, con huevos o positivas por PCR, se realiz6 una prueba de
correlaciéon de rangos de Spearman entre determinantes ambientales y variables
fisiologicas (hembras con sangre o no, con huevos o no, infectadas o no) en
proporciones. Después de identificar las variables con correlacion significativa
(P<0,05), se realizaron cohortes arbitrarias al convertir las variables ambientales en
variables binarias (precipitacion <24 h (>5=1 <5=0); precipitacion <48 h (>5=1 <5=0);
temperatura maxima °C <15D (>30.5=1 <30.5=0), seguido se realizaron tablas de
contingencia 2 x 2, pruebas de Chi’ y determinacion del OR, con un nivel de confianza
del 95%. Se propuso realizar las pruebas de asociacion o independencia a la especie mas
abundante en las tres zonas de muestreo o que presentaran tasas de infeccion natural

constantes durante el afio.
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3. RESULTADOS

3.1 Muestreo linea base

La especie mas abundante fue L. antunesi con un 63,0% en Barcelona, 86% en Cocuy y
un 93,3% en La Reforma. En forma general las especies que le siguieron en abundancia
fueron L. walkeri, L. gomezi y L. panamensis con un 24,4%, 1% y 0,7%

respectivamente (Tabla 4).

3.2 Determinacion de variacion estacional de especies de Lutzomyia en el area

endémica.

3.2.1 Composicion de especies para cada zona de muestreo

La riqueza para cada habitat de muestreo fue diferente durante los doce meses de
estudio, en el intradomicilio se identificaron siete especies de Lutzomyia, siendo la mas
abundante L. antunesi (85,9%) seguida de L. walkeri (8,2%) y L. panamensis (4,3%)
(Tabla 5). En el peridomicilio se identificaron 18 especies, la méas abundante fue L.
antunesi (85,4%) seguida de L. walkeri (9,4%) y L. panamensis (2,9%) (Tabla 6), y en
el extradomicilio se identificaron 19 especies, con el mismo orden en dominancia
aunque en proporciones diferentes, L. antunesi (91%), L. walkeri (2,4%), L. panamensis

(1,8%), L. flaviscutellata (1,4%) y L. gomezi (0,9%) (Tabla 7).
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Tabla 4: Muestreo linea base de abundancia peridomiciliar de especies del género Lutzomyia en zona rural del municipio de
Villavicencio

Especies de
Lutzomyia Barcelona Cocuy La Reforma

Q % &) %  Total % Q % 1) %  Total % Q % ) %  Total %
L. antunesi 2.071 74,44 3.288 57,50 5.359 63,04 2.034 92,24 1.777 79,79 3.811 85,98 754 93,3 758 93,23 1.512 93,27
L. walkeri 622 22,35 2.358 41,23 2.980 35,058 79 3,58 400 17,96 479 10,8 44 544 53 6,51 97 5,98
L. panamensis 51 1,83 37 0,64 88 1,035 9 0,408 5 0,224 14 0,315 1 0,123 1 0,123 2 0,123
L. gomezi 13 0,46 21 0,36 34 0,4 74 3,35 43 193 117 2,639 O 0 0 0 0 0
L. fairtigi 4 0,14 7 0,122 11 0,129 5 0,226 2 0,089 7 0,15 1 0,123 0 0 1 0,061
L. begonae 14 0,5 0 0 14 0,164 4 0,18 0 0 4 0,09 4 049 0 0 4 0,246
L. saulensis 5 0,17 0 0 5 0,058 0 0 0 0 0 0 1 0123 0 0 1 0,061
L. sordellii 1 0035 3 0052 4 0,047 0 0 0 0 0 0 2 0247 O 0 2 0,123
L. vattierae 1 0035 0 0 1 0,011 0 0 0 0 0 0 1 0123 0 0 1 0,061
L. lichyi 0 0 1 0,017 1 0,011 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L. punctigeniculata 0 0 2 0,034 2 0,023 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L. aragaoi 0 0 1 0,017 1 0,011 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L. flaviscutellata 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,123 1 0,061
Total 2.782 5.718 8.500 2.205 2.227 4.432 808 813 1.621
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Tabla 5. Abundancia intradomiciliar mensual de las especies del género Lutzomyia en zona rural del municipio de Villavicencio

Intradomicilio n=108 JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC ENE FEB MAR ABR MAY
& 9 4 9 & 9 4 9 & @ & 9 @ 9 & 9 & 9 & 9 & Q oul g

L. antunesi 12 9 27 18 39 48 4 3 4 4 11 3 26 16 60 44 74 64 13 7 127 78 23 10 724 85,98
L. walkeri 0 2 3 2 0 0 0 0 0 0 0 0 2 4 2 2 7 27 6 4 4 3 1 0 69 8,19
L. panamensis 0 0 0 0 0 0 2 0 2 0 0 0 1 0 10 10 1 3 2 2 2 0 0 1 36 4,27
L. fairtigi 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,11
L. gomezi 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 4 0 3 0 1 0 0 0 0 0 9 1,06
L. sordelli 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 2 0,23
L. vattierae 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0,11
Total 12 11 30 20 39 48 7 3 6 4 12 3 29 20 77 56 86 94 22 14 133 81 24 11 842
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Tabla 6. Abundancia peridomiciliar mensual de las especies del género Lutzomyia en zona rural del municipio de Villavicencio

Peridomicilio n=108 JUN JuL AGO SEP ocT NOV DIC ENE FEB MAR ABR MAY
¢ 4 ¢ 4 ¢ 4 ¢ 4 ¢ 4 ¢ & ¢ 4 ¢ & ¢ 4 2 4 ¢ 4 ¢ 4 Toal %

L. antunesi 328 296 51 28 30 30 169 94 150 63 50 15 202 158 748 390 526 584 63 76 711 664 180 83 5.689 8545
L. aragaoi 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2 0,03
L. begonae 1 2 0o 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2 0 0 0 0 0 8 0,12
L. barretoi barretoi 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0,015
L. barretoi majuscula 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0,015
L. chagasi 0 0 0 O 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,015
L. fairtigi 0 0 0 0 0 2 0 0 0 1 0 0 7 6 0 0 0 0 0 2 0 2 4 0 24 0,36
L. flaviscutellata 2 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 5 3 4 2 2 4 1 0 30 0,45
L. gomezi 0 2 2 5 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 6 7 5 6 2 0 0 0 3 1 43 0,64
L. micropiga 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0,015
L. nematoducta 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0,07
L. panamensis 10 1 4 1 8 7 15 6 21 2 2 6 15 9 10 9 6 9 8 2 9 5 27 6 198 2,97
L. punctigeniculata 0 2 0 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,07
Sciopemiya 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 1 0 0,04
L. saulensis 0 0 0 O 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,015
L. sordelli 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 2 7 0 1 0 1 0 0 0 16 0,24
L. vattierae 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 4 0,06
L. walkeri 40 239 15 5 2 4 6 14 4 2 3 0 5 8 21 79 21 91 23 10 18 6 5 4 625 9,38
Total 386 543 72 40 43 44 192 114 178 71 59 21 232 182 787 488 572 693 107 92 742 684 221 94 6.657

44



Tabla 7. Abundancia extradomiciliar mensual de las especies del género Lutzomyia en zona rural del municipio de Villavicencio

Extradomicilio

n=108 JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC ENE FEB MAR ABR MAY

2 4 ¢ 4 ¢ 4 ¢ 4 ¢ 4 ¢ 4 @ d 2 4 ? d ¢ 4 @ d ¢ 4 Total o
L. antunesi 52 67 90 47 386 417 150 132 462 240 108 199 960 1.711 800 798 1.077 947 163 191 1.567 2.413 137 171 13.285 91
L. aragaoi 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2 1 1 0 1 0 0 0 11 17 0,11
L. barretoi barretoi 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 2 4 0 0 1 0 0 0 9 0,06
L. barretoi
majuscula 0 0 0 1 0 0 0 0 1 7 0 2 0 9 0 0 1 4 3 10 0 6 0 5 49 0,33
L. begonae 0 0 0 1 0 0 0 0 1 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0,03
L. chagasi 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 3 0,02
L. fairtigi 0 1 1 4 0 6 0 1 22 18 0 1 18 30 0 0 0 1 0 2 0 9 0 0 114 0,78
L. flaviscutellata 6 12 5 6 0 0 9 15 7 5 6 5 16 13 17 9 19 6 9 8 18 6 5 2 204 1,39
L. gomezi 0 0 0 1 0 4 1 7 5 4 3 7 5 4 12 12 12 30 7 0 9 13 1 1 138 0,94
L. nematoducta 1 0 1 0 4 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 4 0 0 0 12 0,08
L. panamensis 7 3 9 2 26 9 11 8 2 5 5 5 32 13 28 15 19 17 1 0 13 6 35 4 275 1,88
L. preclara 0 1 0 1 0 2 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 7 0,04
L. punctigeniculata 0 0 0 1 1 2 2 4 0 3 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 2 1 0 0 17 0,11
L. saulensis 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 7 0,04
Sciopemyia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0 0 0 8 0 15 0,1
L. sordelli 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 2 0 1 0 0 0 0 0 8 0,05
L. vattierae 1 0 0 0 0 0 17 40 0 0 0 0 4 0 2 0 0 0 0 0 7 2 0 0 73 0,5
L. walkeri 5 9 16 2 6 2 0 0 12 8 12 0 14 9 27 24 38 23 33 23 26 38 15 13 355 2,43
L. yuilli 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0,01
Total 73 93 123 66 425 443 191 207 512 293 135 219 1.054 1.794 887 861 1172 1.036 224 236 1.647 2.496 201 207 14.595
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3.2.2 Variacion estacional

Para el analisis de los datos, se incluyeron machos y hembras por registrar densidades
semejantes. Los datos fueron usados en totales por meses para las pruebas estadisticas,
tomado como grupo el total de ejemplares del género Lutzomyia, el total de ejemplares
del género Lutzomyia por habitat de muestreo (intradomicilio, peridomicilio y
extradomicilio) y el total para las especies mas abundantes de importancia médica
(Tabla 8). Los resultados del ANOVA muestran que la poblacion total de Lutzomyia
presenta variacion estacional al registrar diferencias entre los meses de muestreo
(F=5,20; P= 0,0004699), siendo diciembre, enero, febrero, y abril los meses de mayor
abundancia de acuerdo a la prueba de comparacion multiple de Tukey (Tabla 9). En
forma similar se observa esta tendencia para los valores totales de la poblacion de
Lutzomyia en el extradomicilio (F=5,142; P=0,0003954), y para el total de L. antunesi
(F=4,990; P=0,0004903) y L. antunesi en el extradomicilio (F=5,985; P=0,0001269).

Tabla 8. Determinacion de la variacion estacional del total de las especies del
género Lutzomyia y las principales especies de importancia médica en zona rural

de Villavicencio

F de
Grupos Media Desviacion GDL Fisher P
Total Lutzomyia 5,867 1,057 11 5,020 0,0004699
Total Intradomicilio 1,987 1,209 11 1,116 0,3911531
Total Peridomicilio 3,940 1,294 11 1,564 0,1734907
Total Extradomicilio 4,622 1,147 11 5,142 0,0003954
Total L. antunesi 5,641 1,198 11 4,990 0,0004903
L. antunesi Intra 2,275 1,307 11 1,387 0,2416655
L. antunesi Peri 4,213 1,494 11 1,652 0,1467425
L. antunesi Extra 5,092 1,321 11 5,985 0,0001269
Total L. panamensis 1,291 0,842 11 1,466 0,2084087
Total L. gomezi 1,524 0,845 11 2,156 0,0560897

En negrita, valores significativos al umbral alfa=0,05
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Tabla 9. Determinacion de la variacion estacional de especies del género Lutzomyia
por medio de pruebas de comparaciones multiples (Tukey) para los grupos que

presentaron valores significativos en el ANOVA

Total Lutzomyia Total Lutzomyia extradomicilio

Categorias  Media Agrupamientos Categorias Media Agrupamientos
Abr 7,390 A Abr 6,301 A
Ene 6,951 A Feb 5,704 A B
Feb 6,931 A Ene 5,671 A B
Dic 6,824 A B Dic 5,661 A B
Ago 5,644 A B C Ago 4,707 A B C
Jun 5571 A B C Oct 4,383 A B C
May 5,523 A B C Mar 4,320 A B C
Mar 5,380 A B C May 4208 A B C
Sep 5,350 A B C Sep 3,888 B C
Oct 5335 A B C Nov 3,832 B C
Jul 4,761 B C Jul 3,620 B C
Nov 4,734 C Jun 3,168 C
Total L. antunesi Total L. antunesi extradomicilio

Categorias ~ Media Agrupamientos Categorias Media Agrupamientos
Abr 7,355 A Abr 7,103 A
Ene 6,843 A B Dic 6,482 A B
Feb 6,821 A B Feb 6,284 A B
Dic 6,735 A B Ene 6,267 A B
Ago 5,460 A B C Ago 5,145 A B C
Jun 5,294 A B C Mar 4705 A B C
May 5294 A B C May 4,640 B C
Sep 5,093 A B C Oct 4611 B C
Mar 5077 A B C Sep 4,441 B C
Oct 5,030 A B C Nov 4,170 B C
Nov 4,524 B C Jul 3,643 C
Jul 4,167 C Jun 3,615 C

Distribucion y formacion de grupos no significativamente diferentes en negrilla. Valor
critico del d de Tukey: 5,099
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Adicionalmente, se realizd6 una prueba de correlacion de Pearson entre los valores
totales de cada habitat muestreado, total intradomicilio, total peridomicilio, total
extradomicilio, y total de flebotomos recolectados, con la especie mas abundante en
cada habitat y el total de las especies de importancia médica. Se encontré6 que L.
antunesi fue la Unica especie que mostrd correlacion positiva para cada hébitat
muestreado (L. antunesi Intra r=0,909-R2=0,827; L. antunesi Peri r=0,977-R2=0,955; L.
antunesi Extra r=0,973-R?=0,946) y con la abundancia total de Lutzomyia (r=0,989-

R?=0,978), siendo la especie mas representativa en la zona de estudio (Tabla 10).

Se realizd también una prueba de correlacion entre los valores de abundancia total
mensual, tanto para el total de fleb6tomos recolectados como para los totales de cada
especie de importancia médica por habitat. Por otro lado, se establecio correlacion entre
la riqueza total por habitat y el nimero de dias de lluvia al mes, encontrando que tanto
la abundancia total y extradomiciliar, como la riqueza total e intradomiciliar, presentan
una correlacion negativa frente al nimero de dias de lluvia al mes (Tabla 11), es decir,
los periodos lluviosos tienen un efecto en la disminucidon tanto la abundancia de

Lutzomyia como el nimero de especies en la zona de estudio.

Tabla 10. Correlacion entre el total de las especies del género Lutzomyia

capturadas en cada habitat y el total de las especies de importancia médica

Total Total Total Total

Variables Intradomicilio Peridomicilio Extradomicilio Lutzomyia

R R2 r R2 r R2 r R2
L. antunesi Total 0,572 0,327 0,566 0,320 0,910 0,828 0,989 0,978
L. antunesi Intra 0,909 0,827 0,479 0,229 0,503 0,253 0,584 0,341
L. antunesi Peri 0,487 0,238 0,977 0,955 0,380 0,144 0,638 0,408
L. antunesi Extra 0,527 0,278 0,370 0,137 0,973 0,946 0,928 0,862
L. panamensis Total 0,236 0,056 0,177 0,031 0,279 0,078 0,302 0,091
L. flaviscutellata Total 0,446 0,199 0,480 0,231 0,458 0,210 0,559 0,312
L. gomezi Total 0,532 0,283 0,370 0,137 0,434 0,189 0,453 0,205

En negrita, valores significativos al umbral alfa=0,05

r: coeficiente de correlacion de Pearson
R2: Coeficiente de determinacion
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Tabla 11. Correlacion entre la abundancia de insectos del género Lutzomyia total y

extradomiciliar y riqueza total e intradomiciliar con los dias de lluvia.

Variable Independiente  Media Desviacion r R2 Fli?sﬁgr P
No de dias lluvia 18,500 6,038 1,000 1,000 e e
Variable Dependiente

Abundancia Total 7,121 0,931 -0,605 0,366 5,773 0,037
Abundancia Extra 6,581 1,084 -0,675 0,456 8,370 0,016
Riqueza Total 13,333 2,741 -0,632 0,399 6,638 0,028
Riqueza Intra 3,167 2,082 -0,651 0,424 7,354 0,022

En negrita, valores significativos al umbral alfa=0,05
r: coeficiente de correlacion de Pearson
R2: Coeficiente de determinacion

En la Figura 4, se presenta la correlacion entre la abundancia total de especies de
Lutzomyia y el numero de dias de lluvia, donde en los primeros seis meses de muestreo
se presentaron mas de 20 dias de lluvia al mes, y la abundancia mensual no supero los
1.200 ejemplares de Lutzomyia por trampa/noche en el mes muestreado. Por el
contrario, en los meses en que los dias de lluvia fueron menores a 10, se recolectaron
mas de 3.100 ejemplares por trampa/noche de Lutzomyia por mes; soportado por la
diferencia de abundancia mensual evaluado con la prueba de ANOVA (F=5,20; P=
0,0004699), y la correlacion negativa entre abundancia y dias de lluvia con un = -
0,605; R2=O,366, P=0,037. En forma similar se muestra la variacion de la riqueza de
especies de Lutzomyia durante el afio asociado al nimero de dias de lluvia mostrando
que la lluvia tiene un efecto negativo en el nimero de especies recolectadas tanto en el
intradomicilio como para el total (r=-0,632; R*=0,399, P=0,028). Aunque el numero de
especies en el extradomicilio es mayor comparado con los otros habitats y la riqueza
presentd correlacion negativa con las lluvia, el modelo de correlacion no fue

significativo (r=-0,54; R2=0,29, P=0,066).
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Figura 4. Variacion estacional del total de insectos del género Lutzomyia en zona
rural del municipio de Villavicencio, Meta, 2008-2009. Abundancia total y
extradomiciliar vs. nimero de dias de lluvia (A), riqueza total e intradomiciliar vs.

numero de dias de lluvia (B)
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3.3 Determinantes ambientales que influyen en la abundancia estacional de las

especies de Lutzomyia.

3.3.1 Analisis de componentes principales (ACP) de los determinantes ambientales

Los resultados del ACP, muestran que hasta los primeros 20 componentes principales se
explica el 95,8% de la varianza, y por cada componente que se adicione a partir de este
punto, solo se gana menos del 0,3% de varianza hasta el 99%. Por lo tanto, como no se
encontr6 una correlacion significante entre los determinantes ambientales, y los
primeros componentes solo explican menos del 40% de la varianza, se decidio utilizar
todas las variables determinantes ambientales para determinar qué factores influyen en

la abundancia estacional de especies de Lutzomyia.

3.3.2 Determinantes ambientales de abundancia de insectos del género Lutzomyia.

De las variables climaticas evaluadas como determinantes de abundancia, basados en el
analisis de correlacion de Spearman, se identificaron tres determinantes que explican en
forma negativa y positiva la abundancia de especies de Lutzomyia: 1) la precipitacion
del dia del muestreo, 2) la temperatura maxima, 24 horas antes del muestreo (29-30° C)
y 3) la temperatura minima, 48 horas antes del muestreo (20-22° C) (Tabla 12), siendo
la precipitacion del dia, el determinante que mas explica la abundancia total de

Lutzomyia en el estudio con un » = -0,704; P<0,05.

L. antunesi, por ser la especie mas abundante, presentd un comportamiento similar al
total de insectos recolectados, siendo afectado de la misma manera por la precipitacion
del dia del muestreo (» = -0,688; P< 0,05), asi como en todos los habitats de muestreo
(intra, peri y extradomicilio). Con relacion a la temperatura maxima 24 horas antes del
muestreo, la correlacion mas fuerte se presentd para L. antunesi capturada en el
peridomicilio (= 0,550; P< 0,05), y la temperatura minima, 48 horas antes del
muestreo, demostrd ser determinante para la abundancia principalmente en el

extradomicilio (= 0,527; P<0,05).

L. gomezi, presento correlacion entre la temperatura maxima del dia de la captura (29-

31° C) con los recuentos totales de abundancia para la especie (= 0,627; P< 0,05), asi
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como con la abundancia en el extradomicilio (r=0,566; P< 0,05). Otros determinantes
demostraron estar correlacionados con la abundancia de L. gomezi, aunque con
coeficientes bajos. Las horas de brillo solar aumentd la abundancia total y
principalmente extradomiciliar, y la velocidad del viento del dia anterior al muestreo

disminuy¢ la abundancia intradomiciliar de L. gomezi (= -0,384; P<0,05).

Para L. panamensis, los principales determinantes fueron la precipitacion durante el dia
del muestreo, disminuy6 su abundancia total, mientras las horas de brillo solar del dia
del muestreo y la temperatura maxima del dia anterior del muestreo, aument6 la
abundancia total y extradomiciliar respectivamente. L. fairtigi, presentd correlacion
unicamente con la humedad relativa 48 horas antes del muestreo, la cual aumentd su

abundancia total (r=0,494; P< 0,05) y peridomiciliar (»=0,418; P<0,05).

Tabla 12. Determinantes ambientales de abundancia de especies del género

Lutzomyia en zona rural del municipio de Villavicencio

Temp Temp Temp Temp BS V/viento
Precipitacion ~ Media Max Max Min HR % Horas Med
Dia Dia °C Dia°C  <24H°C <48H°C <48H Dia m/s <24H
Total Lutzomyia -0,704 0,192 0,260 0,378 0,431 0,050 0,214 -0,131
Total Intra -0,525 0,258 0,193 0,346 0,423 0,246 0,297 -0,165
Total Peri -0,514 0,079 0,186 0,514 0,198 0,044 0,142 0,073
Total Extra -0,670 0,271 0,331 0,256 0,492 0,058 0,279 -0,182
L. antunesi -0,688 0,179 0,257 0,382 0,441 0,052 0,199 -0,142
L. antunesi Intra -0,507 0,243 0,210 0,346 0,337 0,369 0,272 -0,179
L. antunesi Peri -0,509 0,138 0,227 0,550 0,180 0,070 0,189 0,008
L. antunesi Extra -0,579 0,297 0,364 0,266 0,527 0,001 0,277 -0,105
L. flaviscutellata -0,384 0,107 0,307 0,419 0,356 0,096 0,190 -0,035
L. flavis. Peri -0,144 0,040 0,299 0,224 0,456 0,081 0,075 0,247
L. flavis. Extra -0,340 0,162 0,275 0,292 0,226 0,002 0,192 -0,105
L. panamensis -0,408 0,372 0,378 0,342 0,326 0,049 0,420 -0,266
L. pana Intra -0,104 0,178 0,309 0,452 0,001  -0,118 0,388 -0,105
L. pana. Peri -0,263 0,353 0,207 0,281 0,214 0,067 0,270 0,080
L. pana Extra -0,283 0,143 0,296 0,226 0,210  -0,037 0,298 -0,352
L. gomezi -0,122 0,481 0,627 0,383 0,335 -0,207 0,498 -0,207
L. gomezi Intra -0,152 0,215 0,413 0,259 0,096  -0,229 0,321 -0,384
L. gomezi Peri -0,188 0,258 0,408 0,413 0,237  -0,013 0,348 0,034
L. gomezi Extra -0,143 0,501 0,566 0,307 0,334  -0,201 0,445 -0,281
L. fairtigi -0,182 0,348 0,204 0,006 0,135 0,494 0,171 -0,223
L. fairtigi Intra 0,092 0,281 0,305 0,258 0,000  -0,059 0,315 -0,254
L. fairtigi Peri -0,281 0,309 0,187 0,069 0,174 0,418 0,141 -0,013
L. fairtigi Extra -0,114 0,213 0,177 -0,070 0,109 0,353 0,108 -0,313

Coeficiente de correlacion de Spearman

En negrita, valores significativos al umbral alfa=0,05 (prueba bilateral)
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3.3.3 Correlacion de Pearson y modelacion de variables de abundancia y

temperatura por regresion lineal

Basado en los resultados de las pruebas de cumplimiento de supuestos de normalidad, se
evaluaron las variables de temperatura como determinantes de la abundancia mediante
pruebas de correlacion de Pearson, donde la abundancia total intradomiciliar y
peridomiciliar de especies de Lutzomyia, esta correlacionada de forma positiva con la
temperatura maxima del dia anterior a la captura (media= 29,989° C), mientras que la
abundancia total y extradomiciliar de L. gomezi se correlacion6 con la temperatura

media del dia de la captura (media= 25,165° C) (Tabla 13).

Tabla 13. Temperatura como determinante ambiental de abundancia de especies
de Lutzomyia en zona rural del municipio de Villavicencio

Temperatura media °C dia Temperatura maxima °C <24H
r R2 r R2
Total Lutzomyia 0,196 0,039 0,345 0,119
Total Intra 0,330 0,109 0,498 0,248
Total Peri 0,068 0,005 0,595 0,354
Total Extra 0,260 0,068 0,213 0,046
L. antunesi Intra 0,209 0,044 0,313 0,098
L. antunesi Peri 0,289 0,083 0,458 0,209
L. antunesi Extra 0,125 0,016 0,591 0,349
L. antunesi Intra 0,291 0,085 0,230 0,053
L. pana Extra 0,179 0,032 0,132 0,017
L. gomezi 0,511 0,261 0,436 0,190
L. gomezi Extra 0,524 0,274 0,324 0,105
L. flavis. Extra 0,171 0,029 0,312 0,098
L. pana. Peri 0,275 0,076 0,278 0,077

Correlacion de pearson. r =Coeficiente de correlacion de Pearson R2=Coeficiente de
determinacion. En negrita, valores significativos al umbral alfa=0,05 (prueba bilateral)

Para cada uno de las variables climaticas que presentaron una correlacion significativa y
un coeficiente de determinacion explicativo de abundancia superior al 25%, se
realizaron modelos de regresion lineal simple, y los valores de correlacion entre las
variables de abundancia y temperatura fueron regulares, en el cual, méas del 70% del
comportamiento de la variable Y no es explicada en funcion de la X. Por ejemplo; en el
Anexo 2, se muestra el modelo de regresion lineal del total de insectos del género
Lutzomyia capturadas en el intradomicilio en funcion a la temperatura maxima 24 horas
antes de la recoleccion, el cual presenta un = 0,498, R2=0,248 (P<0,05), y una calidad
del modelo con un F de Fisher = 11,23; P= 0,002. En el modelo, se muestra que por

53



cada 0,48 grados, la abundancia insectos del género Lutzomyia aumenta una unidad

exponencial.

3.4 Determinacion de tasas de infeccion mensual de especies del género Lutzomyia

con Leishmania spp. y su asociacion con determinantes ambientales

3.4.1 Valoracion de la sensibilidad de la prueba de la PCR

Los resultados de las pruebas de PCR a grupos crecientes de ejemplares de Lutzomyia
para valorar el efecto de la cantidad de insectos por grupo y la pérdida de sensibilidad
de la prueba, mostraron que la misma calidad de amplificacion de ADN de los
iniciadores OL1 y OL2 se obtuvo para el grupo 1, que tenia un 1 ejemplar de Lutzomyia
longipalpis en una solucion a una concentracion de 10 parasitos de L. chagasi/10ul en
etanol al 96%, 1L (un ejemplar de Lutzomyia utilizada) de la Figura 5, como para el
grupo 8 que tenia 30 flebotomos con igual concentracion de parasitos, 30L (30

ejemplares de Lutzomyia utilizados) en la Figura 5.

He 3 BL BE S5 151206 30L -GN | CPCR-MPW

1L: 1 Lutzomyia + 10 L. chagasi/10pl
3L: 3 Lutzomyia + 10 L. chagasi/10pl
6L: 6 Lutzomyia + 10 L. chagasi/10pl
9L: 9 Lutzomyia + 10 L. chagasi/10pul
12L: 12 Lutzomyia + 10 L. chagasi/10ul
15L: 15 Lutzomyia + 10 L. chagasi/10ul
30L: 30 Lutzomyia + 10 L. chagasi/10ul
CN: 3 Lutzomyia

CP: 10 L. chagasi/10pl

CR: Mezcla de PCR + Agua tipo I

B A00FB

Figura 5. Sensibilidad de la PCR con los incitadores OL1 y OL2. Cantidades
crecientes de fleb6tomos desde 1 hasta 30 ejemplares, cada grupo con 10 parasitos
de L. chagasi/10pl.

Para los ensayos de evaluacion de los conceptos de repetibilidad y reproducibilidad, se
realizaron tres réplicas de la pruebas de PCR a las 118 muestras, las cuales se
seleccionaron aleatoriamente del conjunto total de 711 grupos de Lutzomyia obtenidos
para la identificacion de infeccidon natural. Se determind una prevalencia del 3,4% [4(+)
y 114(-)] en las tres repeticiones de la prueba de PCR realizada, obteniendo resultados
positivos en las mismas muestras durante las tres replicas. La obtencion de los

resultados esperados en la prevalencia de prueba, el tamafio de amplificacion de ADN
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esperado (= 120 pb), y la misma capacidad de amplificacion con aumento de insectos
por grupos permitid establecer que el protocolo estandarizado aporta resultados

confiables para el desarrollo de la busqueda de infeccioén natural usando los iniciadores
OL1 y OL2.

3.4.2 Tasa de infeccion natural mensual de especies del género Lutzomyia con

Leishmania spp

Los resultados de la tasa de infeccion mensual para el total de flebétomos recolectados
muestran que se presentan hembras positivas a Leishmania spp. principalmente en los
meses de menor precipitacion (noviembre a febrero), asi como en los meses durante los
cuales se registrd alta densidad (diciembre, enero y abril). L. antunesi ademas de ser la
especie mas abundante, registro tasas de infeccion natural mensual constante en el
tiempo. L. flaviscutellata, L. panamensis y L. gomezi, confirman su importancia como
vector al presentar infeccion natural con abundancias muy bajas comparadas con las de

L. antunesi (Tabla 14).

Tabla 14. Tasa de infeccion natural mensual para el total de insectos del género

Lutzomyia, por zona de muestreo y para las especies de importancia médica

Total Total Total Total L. L. L. L.

Lutzomyia Intra Peri Extra  antunesi flaviscutellata panamensis gomezi
Junio 0 0 0 0 0 0 0 0
Julio 0 0 0 0 0 0 0 0
Agosto 0,0192 0,048 0,093 0,0092  0,0044 0,16 0,19 0
Septiembre 0 0 0 0 0 0 0,04 0,66
Octubre 0 0 0 0 0 0 0 0
Noviembre 0,082 0,42 0,101 0,037 0,047 0,57 0,25 0,4
Diciembre 0,0106 0 0,022 0,0085  0,0042 0,058 0,105 0,33
Enero 0,049 0,64 0,0051 0,037 0,047 0,055 0,076 0,15
Febrero 0,0027 0 0,0035 0,0026  0,0012 0,125 0 0
Marzo 0 0 0 0 0 0 0 0
Abril 0,0012 0 0,004 0 0,0013 0 0 0
Mayo 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0,0125 0,116 0,006 0,008 0,0102 0,0753 0,0485 0,103

135/10760  56/479 24/3606 54/6675 99/9707 11/146 15/452 9/87
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3.4.3 Correlacion y asociacion entre determinantes ambientales y variables

fisiologicas de L. antunesi e infeccion natural con Leishmania spp.

Los resultados de las pruebas de correlacion de rangos de Spearman entre determinantes
ambientales y variables fisiologicas, mostraron que existe una correlacion significativa
pero baja para las variables fisioldgicas en funcion a las variables ambientales. La
temperatura maxima 15 dias antes del muestreo demostré un efecto positivo sobre las
variables hembras con sangre fresca, hembras con huevos de IV o V estadio y sangre, y
hebras con huevos de IV o V estadio, y la precipitacion 24 horas y 48 horas antes del
muestreo mostrd un efecto negativo. Como principal resultado se presenta el aumento
de hembras positivas a la PCR con la temperatura méxima 15 dias antes del muestreo
(=0,590; P< 0,05), y la disminucion de hembras con sangre fresca con la precipitacion

48 horas antes del muestreo (=-0,589; P< 0,05) (Tabla 15).

Tabla 15. Correlacion entre determinantes ambientales y variables fisiologicas de

L. antunesi en zona rural de Villavicencio

Temp Max °C Precipitacion Precipitacion
<15D <24H <48H
PCR Positivas 0,590 -0,481 -0,297
Hembras con huevos de IV o V estadio 0,397 -0,348 -0,359
Hembras con sangre fresca 0,508 -0,389 -0,589
Hembras con huevos de IV o V estadio y sangre 0,504 -0,170 -0,418

Coeficiente de correlacion de Spearman
En negrita, valores significativos al umbral alfa=0,05 (prueba bilateral)

Las pruebas de asociacion o independencia realizadas a las variables de determinantes
ambientales y que presentaron correlacion significativa con las variables fisiologicas y
la proporcion de infeccion, demostraron que la temperatura es el principal factor de
riesgo con asociacion causal para la presencia de hembras de L. antunesi PCR positivas
para Leishmania spp. (Chi2=18,129; P< 0,0001), con 2,4 veces mas probabilidad de
encontrar hembras positivas cuando la temperatura maxima 15 dias antes del muestreo
es mayor a 30,5° C. La presencia de hembras con huevos y sangre mostré de igual
forma ser dependiente al mismo determinante ambiental (Temp. Max>30,5° C <15 dias)
(Chiz=137,102; P=<0,0001), con 3,5 veces mas probabilidad de encontrar hembras con
huevos y con sangre a una temperatura maxima superior a 30,5° C 15 dias antes de

realizar el muestreo.

56



Por el contrario, la presencia de hembras de L. antunesi con huevos y alimentacion
reciente (sangre fresca), muestran dependencia con la temperatura maxima superior a
30,5° C 15 dias antes de realizar el muestreo (Chi2=385,192; P=<0,0001 - Chi2=8,222;
P=0,004, respectivamente), pero se presenta como un factor protector (OR=0,293;
1C=0,25-0,33) al tener 3,4 veces menor probabilidad de encontrar hembras de L.
antunesi con huevos (OR=0,677, 1C=0,51-0,88) y 1,47 veces menor probabilidad de

encontrar hembras con alimentacion reciente, bajo dichas condiciones ambientales.

Por ultimo, los resultados muestran que la precipitacion mayor a 5 mm 24 horas y 48
horas antes del muestreo, son factores de proteccion frente a la presencia de hembras de
L. antunesi con alimentacion reciente o con huevos (OR=0,2652; OR=0,2651;
respectivamente), al presentar 3,5 veces menor probabilidad de encontrar hembras
alimentadas o con huevos, si la precipitacion es mayor a 5 mm 48 horas antes del
muestreo y una probabilidad 2,8 veces menor de encontrar hembras alimentadas

(OR=0,35) si la precipitacion es mayor a S mm 24 horas antes del muestreo.

Tabla 16. Odds Ratio de los determinantes ambientales correlacionados con

variables fisiolégicas y proporcion de infeccion mensual.

Temp Max 30,5° C <15D

Chi? p OR IC
PCR Positivas 18,129 <0,0001 2,405678792 1,586 a 3,649
Huevos 385,192 <0,0001 0,293228537 0,258 a 0,333
Sangre Fresca 8,222 0,004 0,677549954 0,518 a 0,885
Huevos y
Sangre 137,102 <0,0001 3,498495486 2,802 a4,368
Precipitacion <48H
Chi? p OR IC
Huevos 269,645 <0,0001 0,265162753 0,224 a 0,313
Sangre Fresca 51,007 <0,0001 0,265229778 0,179 a 0,391
Precipitacion <24H
Chi? p OR IC
Sangre Fresca 3,841 <0,0001 0,357914363 0,252 a 0,507
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4. DISCUSION

La riqueza de especies de Lutzomyia para la Orinoquia y Amazonia colombiana es muy
alta, posee cerca del 64% de la fauna del pais, y a nivel ecorregional el departamento del
Meta tiene la mayor riqueza al tener registradas 45 especies (Montoya y Ferro, 1999;
Bejarano et al. 2004). En el presente estudio, se identificaron 20 especies de Lutzomyia,
encontrandose diferencias entre la riqueza intradomiciliar (Tabla 5) con la
peridomiciliar (Tabla 6) y extradomiciliar (Tabla 7), pero no entre las dos ultimas. Los
subgéneros con mayor presencia y abundancia fueron Nyssomyia, Psychodopygus y
Lutzomyia, y las especies antropofilicas y de importancia médica pertenecientes a estos
fueron L. antunesi, L. flaviscutellata, L. panamensis y L. gomezi, semejante a estudios
realizados anteriormente en la Orinoquia y Amazonia colombiana (Barreto et al. 2000,

Cabrera et al. 2009, Wolff et al. 2003, Bejarano et al. 2007, Molina et al. 2008).

A nivel ecorregional, el comportamiento ecologico de cada foco de leishmaniasis
cutanea presenta diferentes caracteristicas de acuerdo a cada nicho especifico, su posible
vector, y comportamiento de abundancia influenciado por los determinantes ambientales
propios de la zona. En el departamento de Casanare, Molina et al. (2008), mostraron
que la especie mas abundante fue L. fairtigi, presentando variacién estacional y
abundancia con correlacion positiva con la precipitacion (R=0,675; P=0,001), mientras,
L. antunesi no presentd variacion estacional y ninguna asociacion con determinantes
ambientales. En contraste, el presente estudio mostré que tanto la poblacion total de
Lutzomyia, como la especie L. antunesi presentan variacion estacional en su abundancia
(F=5,20, P=0,0004699 - F=4,990; P=0,0004903, respectivamente), aumenta en los
meses de verano y disminuye en los meses de mayor precipitacion (=-0,605, R*=0,366;
P=0,037), y para las demds especies de importancia médica identificadas en el estudio
(L. panamensis, L. falviscutellata, L. gomezi y L. fairtigi), no se demostrd variacion

estacional.

Los resultados de las pruebas de correlacion de Spearman mostraron que la relacion
entre los datos de abundancia y determinantes ambientales son acordes, la relacion entre
lluvia y temperatura maxima es inversa y ambas demostraron tener un efecto directo
sobre la abundancia, cuando llueve, la abundancia de Lutzomyia disminuye al igual que

la temperatura maxima, y en el momento que se presenta dominio de temperatura
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maxima la abundancia de Lutzomyia aumenta y por lo general son dias soleados y
noches que no presentan lluvias. Del mismo modo se presenta la relacion entre L.
antunesi y la precipitacion del dia de la captura (» = -0,688; P< 0,05) o temperatura

maxima 24 horas antes del muestreo (r= 0,55; P<0,05).

La correlacion positiva de la abundancia con la temperatura méaxima 24 horas antes del
muestreo y temperatura minima 48 horas antes del muestreo, puede ser explicada por el
efecto en los mecanismos para acelerar el desarrollo del ciclo de vida o estimular el fin
de periodos de diapausa, estado fisiologico con el fin de sobrevivir a condiciones
ambientales adversas (Killick-Kendrick, 1978; Croset, 1980). Por otra parte, con
respecto a la precipitacion, Davies et al. (2000) propusieron que un incremento en la
abundancia para muchas especies de Lutzomyia durante la estacion lluviosa puede
deberse a un efecto en la longevidad del adulto de Lutzomyia, efecto que no puede ser
asociado al presente estudio en el que se obtuvo correlacion negativa con la
precipitacion, por lo tanto, la disminucién en la abundancia puede ser atribuida
principalmente a procesos de disminucion en la actividad fisioldgica de las larvas de IV
estadio (Killick-Kendrick, 1978) o efectos mecanicos en los sitios de cria (muerte de

estadios inmaduros en los sitios de cria por lluvia).

Con relacion a las especies de importancia médica incriminadas en el pais, la
abundancia de L. gomezi presenta correlacion positiva con la temperatura maxima del
dia, tanto para el total de la especie (= 0,627; P< 0,05), como para su abundancia en el
extradomicilio (r=0,566; P< 0,05). Otro factor asociado con el aumento en la
abundancia son las horas de brillo solar (= -0,384; P< 0,05), factor asociado con la
temperatura maxima (7=0,627), que en forma logica ambos influyen sobre la
abundancia. El aumento en la abundancia durante los meses de verano (diciembre, enero
y febrero) es coincidente con reportes realizados en el norte de Venezuela, donde L.
gomezi presentd un aumento en las densidades durante la estacion seca (Feliciangeli,

1987).
Para L. panamensis, los principales determinantes fueron la precipitacion del dia del

muestreo, el cual disminuy6 su abundancia total, mientras las horas de brillo solar y la

temperatura maxima del dia anterior, aumentan la abundancia, comportamiento
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contrario a lo reportado en el norte de Venezuela donde las densidades de L.

panamensis presentaron un importante aumento con la lluvia (Gonzalez et al. 1999).

L. fairtigi, presento correlacion tnicamente con la humedad relativa 48 horas antes del
muestreo, el cual presento un aumento de su abundancia total y peridomiciliar similar a
lo reportado en el departamento de Casanare, donde L. fairtigi presentd una correlacion
positiva entre la humedad relativa y la variacién mensual de las densidades, explicado

con un R?= 0,652 (P = 0,002) (Molina et al. 2008).

Pese a que se realizo6 transformacion logaritmica de los recuentos de abundancia, con lo
cual se logro que la distribucion de los datos cumplieran el requisito paramétrico para
realizar una regresion lineal, los resultados obtenidos en las correlaciones de Pearson
solo nos ofrece una aproximacion a la explicacion de como la variable temperatura
afecta la abundancia, debido a que los muestreos no son representativos de un rango de
tiempo prolongado, es apresurado dar conclusiones al respecto aunque el modelo log-

lineal sea significativo.

Los resultados obtenidos de las correlaciones de Spearman y Pearson mostraron que los
principales determinantes ambientales son la precipitacion y la temperatura para la
abundancia de Lutzomyia en la zona endémica de Villavicencio, mostrando que la
precipitacion tiene efecto negativo en la densidad para las especies mas abundantes,
mientras que la temperatura produce un efecto contrario. Tomando en cuenta los
resultados, la respuesta bioldgica no puede alinearse con parametros propuestos en la
literatura (Killick-Kendrick, 1978; Croset, 1980; Davies et al. 2000) debido
principalmente a que cada nicho ecoldgico es unico y el desarrollo del ciclo de
transmision de la leishmaniasis es multifactorial, donde los eslabones de la eco-
epidemiologia (agente -etiologico-vector-ambiente) estan entrelazados de manera
compleja, siendo ambicioso proponer de manera definitiva un modelo predictivo para la

zona.

Ahora, la valoracion de la sensibilidad de la PCR en la deteccion de parasitos de
Leishmania en el presente estudio, se realizod con el fin de demostrar la confiabilidad de
la técnica para determinar la tasa de infeccion natural. Los resultados mostraron que los

iniciadores OL1 y OL2 pueden detectar infeccion en un grupo de hasta 30 ejemplares de
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Lutzomyia con solo un ejemplar tedéricamente infectado. La sensibilidad estable de la
técnica, puede atribuirse al proceso de estandarizacion realizado por Cabrera et al.
(2002), donde se modifico la cantidad de iniciadores utilizados de 200 ng propuesto por
Romero et al. (2001) a 400 ng, lo que aumenta su capacidad de deteccion como sonda
en la fase de anillamiento. Adicionalmente, la estabilidad de la técnica fue puesta a
prueba en repeticiones bajo diferentes condiciones tanto ambientales como técnicas,
mostrando que es repetible y reproducible al ser utilizada en el Laboratorio de genética
de la Universidad de los Llanos, como en otras investigaciones para la identificacion de

infeccion natural en Lutzomyia (Florez et al. 2006; Vasquez-Trujillo et al. 2008).

La identificacion de etapas fisiologicas de las hembras en el estudio (hembras con
sangre, huevos estadio IV o V, o hembras con sangre y huevos) sometidas a la deteccion
de infeccion natural, fue propuesto para considerar durante el analisis de los resultados
las caracteristicas cualitativas necesarias para juzgar una especies de Lutzomyia como
vector potencial o eficiente de Leishmania (Lane, 1993). Segln las etapas de desarrollo
del parésito luego de una alimentacion sanguinea, la presencia de parasitos puede
identificarse en el estdmago si es una alimentacion reciente de los 0 a 4 dias, o en la
faringe de 7 a 14 dias, soportando el desarrollo del parasito y presentando formas
infectivas de promastigotes listas para la inoculacién cerrando el ciclo (Sacks y
Kamhawi, 2001). Con base en esto, y al ser dificil establecer de forma cualitativa las
caracteristicas necesarias para considerar una especie vector, las hembras se procesaron
separando el abdomen del torax y la cabeza, con el fin de buscar de forma objetiva las
hembras que posean formas infectivas de Leishmania, y proponer como vector eficiente

las especies con resultados positivos obtenidos en la PCR.

Los resultados de infeccion natural muestran que las especies de importancia médica (L.
flaviscutellata, L. panamensis y L. gomezi) confirman su caracter como posible vector
para la zona endémica de leishmaniasis cutanea de Villavicencio, al presentar tasas de
infeccién constante principalmente en los meses de verano (noviembre a febrero), en
abundancias muy bajas, y especialmente en zonas boscosas (extradomicilio). Estudios
realizados en dareas selvaticas de Colombia, muestran que L. flaviscutellata por su
comportamiento antropofilico puede cumplir un papel como vector en el departamento
de Guaviare (Cabrera et al. 2009). En Brasil, en el estado de Amazonas es predominante

en selvas y sabanas, y estd implicada como posible vector de L. (L) amazonensis,
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propuesta como una de las especies de mayor importancia epidemioldgica en la region,
y en Venezuela se identificdé como posible vector de leishmaniasis cutanea en el estado

de Bolivar (Gonzalez y Devera, 1999; Ribeiro ef al. 2007; Santos da Silva et al. 2010).

L. gomezi y L. panamensis han sido postuladas como vectores de Leishmania (V.)
braziliensis e incriminadas en la transmision de leishmaniasis cutdnea en Venezuela
(Rodriguez et al. 1999), en Colombia se ha demostrado que poseen gran capacidad de
adaptacion a cambios ambientales en su habitat ademdas de ser potenciales vectores de
leishmaniasis cutanea (Travi ef al. 2002, Sandoval et al. 2006). Son especies con amplia
distribucion, presente en gran parte del territorio nacional (Montoya y Ferro, 1999;
Bejarano et al. 2004) y recientemente incriminadas en la transmision de Leishamanai
(V.) panamensis peridomiciliar en un foco activo de leishmaniasis cutanea en Boyaca,

con tasas de infeccidon natural de 0,5 y 0,6% respectivamente (Santamaria et al. 20006).

En el presente estudio, se demuestra la importancia epidemiologica de L. gomezi, L.
panamensis y L. flaviscutellata al presentar tasas de infeccion natural maxima de 40, 25
y 57 % en el mes de noviembre y comportamiento antropofilico, ademés de los
antecedentes vectoriales anteriormente expuestos. Ahora, se reconoce que las
poblaciones de Lutzomyia en el Nuevo Mundo se caracterizan por presentar bajas tasas
de infeccion natural que van entre 0.1 a 1.9% (Travi et al. 1988), pero las altas tasas
encontradas para las principales especies de importancia médica identificadas en la zona
de estudio son debidas a las bajas abundancias encontradas mensualmente y su posible

efectividad como vector en la zona.

Por otra parte, L. antunesi presenta tasas de infeccion entre 0,1 a 4,7%, proporciones
acordes a lo reportado por la literatura (Travi ef al. 1988). L. antunesi, sobresale como
la especie dominante en la zona de estudio, presente tanto en zonas antrOpicas
(intradomicilio y peridomicilio) como en el extradomicilio en grandes abundancias (85,
85 y 91% para cada zona, Tabla 5, 6 y 7). Aunque esta especie no ha sido considerada
de importancia médica en el pais, se ha identificado en regiones de alta incidencia de
leishmaniasis cutanea, con proporciones iguales o mayores comparada con las especies
ya incriminadas, sin tener en cuenta su presencia para la transmision de la enfermedad
(Sandoval et al. 2006). Ryan et al. (1984), identifico por primera vez infeccion natural

de L. antunesi con flagelados en un foco de leishmaniasis visceral en Brasil, el primer
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nexo epidemiologico se registro en el departamento de Amazonas, donde L. antunesi se
considerd como especie importante al estar presente en altas abundancias tanto en el
intradomicilio como en el peridomicilio para zonas rurales y periurbanas del municipio
de Leticia durante un foco activo (Ferro et al. 1997), y por ultimo se demostro la
infeccidn natural con Leishmania spp. en un foco de leishmaniasis cutanea en zona rural
de Villavicencio obteniendo una tasa de infeccion de 1,6% (Vasquez-Trujillo et al.

2008).

Las caracteristicas eco-epidemioldgicas anexas a la identificacion de infeccion natural
de L. antunesi, ademas de ser la especie mas abundante en la zona, se observaron por
medio de pruebas de correlacion de variables fisioldgicas e infeccion natural con
Leishmania spp. con determinantes ambientales. Los resultados obtenidos demostraron
que, la temperatura maxima 15 dias antes del muestreo actua como un factor de riesgo
asociado a la presencia de hembras de L. antunesi positivas o infectadas naturalmente en
una fase de desarrollo del parasito apta para la transmision a un nuevo hospedero, y
ubicado en areas anatomicas anteriores del insecto (Sacks y Kamhawi, 2001), soportado
con un r=0,59; P=< 0,0001, y las pruebas de Chi2=18,12; P=<0,0001, OR=2.4. Estas
asociaciones con 15 dias de rezago en la temperatura indican indirectamente que este
determinate puede influir en diferentes aspectos bioldgicos de L. antunesi como el
aumento en la actividad fisiologica de las larvas de IV estadio, aumento en la
emergencia de adultos y disminucion en los ciclos gonadotréficos (Killick-Kendrick,
1978), evidente en la asociacion entre la temperatura maxima 15 dias antes del muestreo
y la presencia de hembras con huevos y nuevamente alimentadas (Chi’=137,102; P=<

0,0001, OR, 3,49).

Estas evidencias de asociacion y causalidad entre determinantes ambientales
(temperatura y precipitacion) e infeccion natural permiten concluir que L. antunesi
puede soportar el desarrollo del parasito, permitiendo su crecimiento a estadios
infecciosos; ademas de caracteristicas epidemiologicas importantes asociadas como la
presencia de hembras con huevos de IV o V estadio alimentadas, mostrando una toma
de sangre para el desarrollo de huevos y realimentacion por lo menos cinco dias después
siendo evidente una posible transmision del parésito, lo que admitiria considerar a una

especie vector potencial (Young y Lewyer, 1987; Killick-Kendrick, 1990; Lane, 1993).
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Para los demas factores fisiologicos analizados de L. anmtuensi, asociados con los
determinantes ambientales, demuestra que tanto la temperatura como la precipitacion
juegan un papel fundamental en procesos de desarrollo del vector, abundancia, ciclo
reproductivo, alimentacion y riesgo de infeccion natural del vector (Killick-Kendrick,
1978), asi como la posible transmision del parasito (Tabla 16). Los resultados ademés
muestran que, la identificacion de hembras con huevos o alimentacion reciente es
dependiente de la temperatura y la precipitacion, y brindan informacion epidemiologica
al mostrar la oportunidad de encontrar diferentes caracteristicas fisiologicas de acuerdo
al comportamiento climéatico presente en la zona endémica de Villavicencio, asi como el

riesgo de transmision de la enfermedad.

Feliciangeli (1987) demostrd que las abundancias de L. gomezi y L. ovallesi aumentan
durante la estacion seca, y que ademds su abundancia se encontraba asociada a la
incidencia de leishmaniasis cutanea en el norte de Venezuela en un 33,8% y 52,9% para
las dos especies respectivamente. Si bien esta investigacion ofrece evidencia estadistica,
el presente estudio ha logrado ir mas alla, el cual mostré no solo la correlacion entre
variables cualitativas, sino también, el efecto de manera causal de los determinantes
ambientales sobre otra variable, en este caso fisiologicas o infeccion natural, y el riesgo
de transmision, o la oportunidad de evidenciar momentos fisiologicos (alimentacion,

desarrollo de huevos) dependiendo de las condiciones ambientales.

5. CONCLUSIONES

1) En las tres veredas muestreadas, el total de insectos del género Lutzomyia presenta
variacion estacional solo en el extradomicilio, siendo diciembre, enero y febrero los
meses de mayor abundancia, comportamiento similar Unicamente para L. antunesi en el

extradomicilio.

2) Los principales determinantes ambientales en la abundancia del total de insectos del
género Lutzomyia en el area de estudio fueron la precipitacion del dia de la captura con
una correlacion inversa con la abundancia y la temperatura méxima un 24 horas antes de

la captura con una correlacion directa.
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3) Para L. antunesi el principal determinante ambiental de su abundancia fue la
precipitacion del dia de la captura con una correlacion inversa, y de las demas especies
registradas solo en L. gomezi se encontrd una correlacion directa entre la temperatura

maxima del dia de la captura y su abundancia en el extradomicilio

4) Para todas las especies con antecedentes vectoriales (L. antuensi, L. panamensis, L.
flaviscutellata, L. gomezi) se encontrd infeccion con Leishmania spp. por la técnica de
PCR, principalmente en los meses de mayor abundancia del total de insectos del género

Lutzomyia (diciembre, enero, febrero).

5) La correlacion entre determinantes ambientales y la variacion en la abundancia y la
infeccion con Leishmania spp. de L. antunesi demostraron la importancia de los factores
abidticos (T° - Precipitacion), los cuales pueden estimular diferentes respuestas

biologicas en los posibles vectores.

6. RECOMENDACIONES

1) Los meses en los cuales se deben fortalecer la vigilancia epidemioldgica y
entomoldgica de la LC en el area rural de municipio de Villavicencio son: diciembre,
enero y febrero (meses de menor precipitacion y temperaturas elevadas) y abril agosto,
que corresponden a los meses de transicion entre el aumento o disminucion de la

precipitacion.

2) Realizar estudios con registro de las variables climéaticas in situ durante rangos de
tiempo prolongados (algunos meses completos durante 2 afios) que permitan identificar
un modelo predictivo para la variacién de la abundancia de L. antunesi dependiente de

la precipitacion y la temperatura en la zona rural de Villavicencio.
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ANEXOS

Anexo 1. Ensayo de determinacion de la altura para la trampa CDC en el

extradomicilio.

Se realizd un muestreo por tres noches consecutivas con el objetivo de evaluar la altura
en la cual se realizd el muestreo en la zona de estudio, se evaluaron tres alturas
diferentes, 30 cm, 1,5 m, y el dosel del bosque aproximadamente a 5 m., con tres
replicas por altura. Para determinar la diferencia entre los tres promedios se utilizo una
prueba no paramétrica de comparacion de muestras independientes de U Mann-
Whitney. Los resultados de abundancia en tres alturas para las trampas de luz tipo CDC,
mostraron que entre 1,5 m y 5 m (dosel del bosque) no se presentan diferencia
significativas (P=0,275), mientras que la altura de 30 cm si presento diferencia con las
otras dos alturas (P=0,05) mostrando una media de captura menor a las otras dos, por lo
tanto se determino la utilizacion de 1,5 m para la realizacion del muestreo estacional,
con el fin de que la altura del la trampa fuera igual a la utilizada tanto en el
intradomicilio y peridomicilio, como en otras investigaciones realizadas a nivel

nacional.

Medidas de posicion y dispersion para cada una de las alturas a evaluar

Muestra Frecuencia Media Varianza Desviacion

tipica Minimo Mediana Maximo
Sm 3 213 12592 112,2 97,0 221,0 321,0
I,Sm 3 145,6 172923 131,5 52,0 89,0 296,0
0,3m 3 26,6 54,3 7,4 21,0 24,0 35,0

Prueba de comparacion de muestras independientes de U Mann-Whitney para las
tres alturas de muestreo

V4 4 P
Comparacion U (valor observado) (valor critico) bilateral Alpha
Sm-1,5m 7,0 1,091 1,960 0,275 0,05
1,L5m-0,3m 9,0 1,964 1,960 0,050 0,05
Sm-0,3m 9,0 1,964 1,960 0,050 0,05
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Anexo 2. Modelo de regresion lineal y calidad del modelo de L. gomezi extradomiciliar y la

temperatura media en °C del dia de la recoleccion.

Datos y recta de regresion

Lu. gomezi Extra

2 235 24 245 _..-25

Temp Media °C Dia
Predicciones

® Observaciones
------- Conf. pred. (95,00%) Conf. media (95,00%)

Modelo de regresion lineal

Calidad del modelo
Suma los Cuadrado
Fuente GDL cuadrados medio F de Fisher Pr>F
Modelo 1 6,908 6,908 12,840 0,001
Residuos 34 18,293 0,538
Total 35 25,201

Ecuacion del modelo: L. gomezi Extra =-10,10153681769 + 0,4524276654069* Temp Media °C Dia
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Anexo 3. Modelo de regresion lineal y calidad del modelo entre el total de Lutzomyia

capturadas en el intradomicilio y la temperatura maxima en °C 24 horas antes de la

recoleccion.

Datos y recta de regresién

Total Intra

-3
Temp Max °C <24H
° Observaciones — Predicciones
------- Conf. pred. (95,00%) Conf. media (95,00%)
Modelo de regresion lineal
Calidad del modelo
Suma los Cuadrado
Fuente GDL cuadrados medio F de Fisher Pr>F
Modelo 1 12,703 12,703 11,230 0,002
Residuos 34 38,459 1,131
Total 35 51,162

Ecuacion del modelo: Exp(Total Intra) = -12,49447690411 + 0,4828924647506*Temp Max °C <24H




Anexo 4. Modelo de regresion lineal y calidad del modelo del total de L. gomezi capturadas

y la temperatura media en °C del dia de la recoleccién.

Datos y recta de regresion

Lu. gomezi

23 235 .24 " 245 25 255 26 265 27 275 28

Temp Media °C Dia

° Observaciones Predicciones
------- Conf. pred. (95,00%) Conf. media (95,00%)

Modelo de regresion lineal

Calidad del modelo
Suma los Cuadrado
Fuente GDL cuadrados medio F de Fisher Pr>F
Modelo 1 6,103 6,103 12,034 0,001
Residuos 34 17,242 0,507
Total 35 23,345

Ecuacion del modelo: L. gomezi =-9,11845928118048 + 0,425231752084043*Temp Media °C Dia
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Anexo 5. Modelo de regresion lineal y calidad del modelo del total de insectos del género

Lutzomyia capturadas en el peridomicilio y la temperatura maxima en °C 24 horas antes

de la recoleccion.

Datos y recta de regresion

9 .

8 i

7 i

6 i

5
s 3
o
|_

2 i

1 i

0 e .\ P -\ T T T T T |

126 27 28 29 30 31 32 33 34

2 |

Temp Max °C <24H
® QObservaciones Predicciones
------- Conf. pred. (95,00%) Conf. media (95,00%)
Modelo de regresion lineal
Calidad del modelo
Cuadrado
Fuente GDL Suma los cuadrados medio F de Fisher Pr>F
Modelo 1 20,759 20,759 18,657 0,0001
Residuos 34 37,830 1,113
Total 35 58,589

Ecuacion del modelo: Total Peri =-14,5722928434395 + 0,617304157780672* Temp Max °C <24H
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Anexo 6. Descripcion de caracteristicas fisiologicas presentes en los grupos de

hembras de Lutzomyia positivas a la PCR

Lutzomyia
Caodigo Especie por Grupo Zona Huevos Huevos y Sangre

66 L. antunesi 2 Intra -
86 L. panamensis 4 Periim  -—- e
88 L. flaviscutellata 2 Extra -
99 L. panamensis 2 Extra - e
212 L. flaviscutellata 2 Extra - e
213 L. antunesi 3 Intra - 2

214 L. gomezi 1 Intra -
215 L. antunesi 3 Peri. - 1

216 L. gomezi 1 Peri -
217 L. panamensis 1 Peri -
221 L. antunesi 1 Extra ~ -
222 L. antunesi 1 Intra -
228 L. gomezi 2 Extra ~  ----- 1

229 L. flaviscutellata 1 Extra - e
231 L. panamensis 1 Peri -
233 L. flaviscutellata 1 Extra -
291 L. panamensis 3 Extra - e
295 L. antunesi 5 Peri 2 1

314 L. gomezi 2 Extra = ----- 1

317 L. panamensis 1 Extra .
318 L. flaviscutellata 1 Extra -
343 L. gomezi 1 Peri |
345 L. panamensis 3 Peri r -
348 L. antunesi 30 Extra 30 -
351 L. flaviscutellata 1 Extra -
365 L. gomezi 2 Extra N
366 L. antunesi 30 Intra -
377 L. antunesi 15 Intra 4 2

448 L. flaviscutellata 3 Extra - e
508 L. antunesi 2 Peri. -
652 L. antunesi 3 Perii ----- 1
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