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RESUMEN

Se registra un estudio epidemiolégico sobre
leishmaniasis visceral (LV) llevado a cabo en localidades
de la region semiarida noroccidental de Venezuela, donde
previamente se habia detectado casos activos de esta
dolencia. Un total de 1036 individuos sin manifestaciones
clinicas aparentes (SMCA) domiciliados en 25 localidades,
y 67 perros, de 8 localidades, fueron examinados por
métodos seroldgicos (TAD, IFI, ELISA) y ensayos de PCR.
Los resultados revelan una seropositividad a la presencia
de anticuerpos circulantes anti-Leishmania infantum (=L.
chagasi) del 16,9% vy 76,1% en humanos asintomaticos y
perros, respectivamente. Los hallazgos serologicos fueron
corroborados por la reactividad a la prueba de PCR, arrojando
valores de 17,7% en humanos y 29,9% en caninos. Se
demuestra la alta prevalencia de infecciones inaparentes
por L. infantum en individuos asintomaticos, resultando mas
frecuentes y ampliamente distribuidas que las infecciones
activas. Se discute su rol en la dinamica de transmision
de la LV. Se propone considerar el perro como factor
importante en el mantenimiento de L. infantum como fuente
de infeccién humana, corroborando su rol de reservorio de
LV en el semiarido venezolano. Se identifican 12 especies
flebotominas entre 6000 especimenes colectados en 12
localidades, detectandose un franco predominio de Lutzomyia
evansi (66,6%) sobre Lu. longipalpis (14,9%). Se detecta en
ambas especies infeccion natural por L. infantum, utilizando
ensayos de PCR. Se concluye que la asociacion de personas
con LV, activas o SMCA; perros infectados con L. infantum 'y
Lu. evansi, presente en todas las localidades; aunada a las
pobres condiciones sanitarias y/o nutricionales, son factores
de riesgo suficientes para explicar la alta endemicidad de la
LV en la region semiarida del occidente de Venezuela.
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SUMMARY

An epidemiological study on visceral leishmaniasis
(VL) in the semiarid region of western Venezuela, where some
acute cases have been previously reported, is recorded. A
total of 1036 symptomless people's sera samples from 25
villages, and 67 dogs from 8 different localities, were tested
by using 3 different serologic methods (DAT, IFAT, ELISA)
and the polymerase chain reaction assay (PCR). Serological
tests revealed 16.9% and 76.1% seropositive to Leishmania
infantum in asymptomatic humans and dogs, respectively. In
addition, a PCR assay detected the presence of L. infantum-
specific DNA in 17.7% of the symptomless sampled
individuals and in 29.9% of the tested dogs. The combined
analyses of serologic and molecular findings demonstrate
the presence of subclinical or inapparent VL infections
in local people from this part of western Venezuela. The
observed prevalence of VL in asymptomatic people is by
itself a matter of concern from the epidemiological point of
view. The present results also serve to call the attention
to the presence of infected dogs as a risk factor in the
maintenance of L. infantum as a source for infection to
humans in the studied semiarid region. A total of 12 sand fly
species were identified from 6000 specimens collected in 12
sampled villages, with a predominance of Lu. evansi (66.6%)
over Lu. longipalpis (14.9%). In both sand fly species natural
infection by L. infantum was detected using a PCR assay. It
is concluded that the association among VL infected people,
L. infantum-infected dogs and the presence of Lu. evansi,
together with the observed poor sanitary and/or nutritional
conditions, are risk factors to explain the high endemicity by
VL at the semiarid region of western Venezuela.

Key word: Visceral leishmaniasis, epidemiology, semiarid
region, Venezuela
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Leishmaniasis visceral en el semidrido occidente de Venezuela

INTRDUCCION

La leishmaniasis visceral (LV), causada por
Leishmania infantum, es una enfermedad ampliamente
distribuida en, al menos, 60 paises de las regiones
tropicales y subtropicales, afectando gran parte de la
poblaciéon humana por lo que es considerada uno de
los mayores problemas de salud piblica existente en
la actualidad. Lo anterior parece sustentarse en la alta
endemicidad de la LV y en registros de incidencias
de alrededor de 5x10° nuevos casos por afo, lo cual
ubican a la LV como la tercera causa de muerte o
discapacidad en la poblacion mundial después de la
malaria y la TBC (WHO, 1996; Desjeux, 2001).

En Venezuela se reconocen en el presente
tres focos endémicos de LV en las regiones central,
oriental y occidental, habiéndose registrado en la
ultima década cerca de 500 casos y una letalidad
alrededor del 8% (Feliciangeli et al., 1999; Zerpa et
al., 2000; Ortiz et al., 2003). Sin embargo, la cifra
mencionada pareciera ser una subestimacion sobre
la casuistica real de esta parasitosis si se considera la
presencia de factores de riesgo en diversas regiones
del territorio venezolano, agregandose a esto la
existencia de infecciones asintomaticas o inaparentes
en la poblaciéon humana expuesta (Zerpa et al., 2000).
Sustentando la afirmacién anterior, debe agregarse
que infecciones inaparentes han sido previamente
seflaladas en malaria (Baliraine et al., 2009; Diallo et
al., 2012); enfermedad de Chagas (Garnham, 1980;
Anez et al., 2001; 2011); leishmaniasis cutanea
(Follador, 2002) y recientemente en LV (Almeida-
Felipe et al., 2011) coincidiendo los autores sobre la
importancia bioepidemiologica de tales infecciones.
El objetivo del presente trabajo es la deteccion de
infecciones inaparentes por Leishmania infantum
(=L. chagasi) en 1036 individuos asintomaticos
y 67 perros provenientes de localidades rurales de
la region semiarida del occidente de Venezuela.
La existencia de infecciones inaparentes fue
evidenciada evaluando los niveles de anticuerpos
(Ac) circulantes anti-Leishmania por métodos
serolégicos, complementado con la deteccion y
amplificacion de ADN especifico de Leishmania por
ensayos de PCR en muestras de suero. Asimismo, el
estudio incluye el registro de especies flebotominas
y la deteccion, mediante ensayos de PCR, de la
presencia de ADN de Leishmania en especimenes
infectados capturados en diferentes localidades de
los estados Falcon y Lara.
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En todos los casos los individuos estudiados
fueron muestreados en localidades con factores
de riesgo similares a los detectados en los lugares
de procedencia de pacientes con LV, previamente
diagnosticados con infeccion activa, los cuales fueron
tomados como referencia para el presente estudio e
incluidos con propoésitos comparativos.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

Un total de 30 localidades ubicadas al
noroeste de Venezuela fueron muestreadas en
el presente estudio, 28 pertenecientes al estado
Falcon (10° 18708~ 11° 50'46"'N; 68°14'28"-71°
1821""W) y 2 en el territorio del estado Lara (10°
34"23""N -69°41°53""W). Las localidades estudiadas
estan comprendidas en el territorio ocupado por
14 municipios, 13 pertenecientes al estado Falcon
y uno (Urdaneta) del estado Lara. Las mismas se
encuentran ubicadas en altitudes comprendidas entre
los 100 y 800 m.s.n.m.; con precipitaciones promedio
entre 300 y 900 mm, humedad relativa cerca del 70%
y temperatura promedio anual entre 22°C y 28°C,
siendo la zona de vida mayormente muestreada
la correspondiente al bosque espinoso semiarido
(Ewel et al., 1976). La distribucion geografica,
la identificacion y ubicacion por municipio de
las localidades muestreadas para el estudio en la
poblacion humana, canina y flebotomina, se presentan
en la Fig.1.

Poblacion humana estudiada

Un total de 1036 individuos sin
manifestaciones clinicas aparentes (SMCA), fueron
muestreados en 25 de las 30 localidades arriba
mencionadas con la finalidad de indagar sobre posible
infeccion causada por L. infantum. La razén que
justifico el presente estudio fue la deteccion previa de
casos clinicos agudos de LV en nifios de los municipios
Mauroa, Buchivacoa, Urumaco, Federacion y Union
del estado Falcon, ademds de un previo registro de
alrededor del 20% de seropositividad en el municipio
Urdaneta del estado Lara en el limite del mencionado
municipio Unién (Vargas-Diaz et al., 2004). El grupo
estudiado estuvo constituido por 536 individuos del
sexo femenino (51,7%) y 500 del sexo masculino
(48,3%) con una relacion de sexo hembra: macho de
1:0.9, siendo la edad promedio del grupo de 22+16 afios
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Fig. 1. Ubicacion geografica de las localidades rurales muestreadas parala estimacion de seroprevalencia
de leishmaniasis visceral en humanos ( A )y perros ( @ ) y para la captura de flebotominos (|l ) en la

region semiarida del occidente de Venezuela.
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B Muyestreo de flebotominos
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1. Los Cristales 11. Pozo Negro 21. Vegas del tuy
2. Fortaleza 12. San Pablo 22. Viloria

3. Lamedero 13. Tres Marias 23. Acurigua

4. Los Pozones 14. Docoral 24. San Francisco
5. Las Palmas 15. Maria Diaz 25. Guamacho

6. Varguitas 16. La Carretera 26. Mirimire

7. Buena Vista 17. Cambullon 27. Capadare

8. Humocaro 18. Monterrey 28. Morrocoy

9. Cruz de Taratara 19. Taparito 29. El Limén

10. Murucusa 20. Tapatapa 30. Las Giiidas

con un rango de edad entre 1 y 86 afios. Las condiciones
de vida del total de individuos asintomaticos muestreados
fueron similares a las de pacientes con LV, siendo algunos
de ellos familiares o vecinos de los diferentes casos
clinicos agudos registrados.

Poblacion canina estudiada

De 8 localidades pertenecientes a 5 municipios
de los 2 estados fueron muestreados 67 perros mestizos,
pertenecientes a los individuos muestreados quienes
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dieron su consentimiento para tomar las muestras a sus
animales, bajo su supervision directa. La seleccion de la
muestra canina fue realizada tomando en consideracion
criterios clinicos y/o nutricionales sugeridos por un
veterinario. El nimero de animales muestreados (N=67)
fue el permitido por sus duefios al sugerirseles posible
estado infectivo, ya que la mayoria de ellos eran utilizados
en las labores de caza. Los mismos pernoctaban en el
peridomicilio o cerca de los corrales de animales. La
ubicacion de las localidades muestreadas se presentan en
la Fig. 1.
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Poblacion flebotomina estudiada

La presencia de flebotominos fue detectada
mediante capturas diurnas y nocturnas llevadas a
cabo en el domicilio humano, el peridomicilio, en
refugios naturales y corrales de animales domésticos,
fundamentalmente cabras (Capra hircus) cuya
explotacion constituye el principal medio de
subsistencia de algunos pobladores. La captura de
los flebotominos fue llevada a cabo utilizando papel
aceitado y aspiracion directa con capturadores de
vidrio en los refugios naturales, ademas de trampas
luminicas de Shannon y CDC. La descripcion de los
métodos de captura ha sido previamente reportada
(Afiez et al., 1988; Maroli et al., 1997). El estudio de
la fauna flebotomica fue realizado en 12 localidades
pertenecientes a 7 municipios de los dos estados
incluidos (Fig. 1). La identificacion de las especies
colectadas una vez clarificadas y montadas fue
llevada a cabo segiin Young & Duncan (1994). Para
la deteccion de infeccion por Leishmania una alicuota
de los flebotominos capturados (N=122) fue disecada,
separando el tubo digestivo, el cual fue mantenido a
-20°C para ser luego procesado mediante ensayos de
PCR.

Obtencion y procesamiento de muestras

En cada individuo o perro bajo estudio una
muestra de sangre de Sml o 3ml respectivamente, fue
colectada por venopuncion. Una vez centrifugada la
sangre y obtenido el suero, el mismo fue separado en
dos partes y preservado a -20°C. Una alicuota de la
muestra fue utilizada para llevar a cabo ensayos de
PCR y la otra para analisis seroldgicos por técnicas
convencionales. Los métodos serologicos utilizados
para detectar anticuerpos anti-Leishmania (Ac)
incluyeron un test de aglutinacion directa (TAD) pre-
tratado con 2-mercaptoetanol, con una concentracion
final de 0,5 DO de antigeno crudo; un test de
Inmunofluorescencia indirecta (IFI) conteniendo
40 promastigotes/campo microscopico de 400X vy
un ensayo inmunoenzimatico (ELISA) con 4pg/
ul de proteina soluble. Todas las pruebas fueron
realizadas siguiendo procedimientos previamente
estandarizados y adaptados en nuestro laboratorio,
para deteccion de Ac anti-Leishmania (Afiez et al.,
2000; 2007). Una dilucion > 1:64 para TAD e IFI fue
considerada como seropositiva, mientras que para
ELISA una DO>0,4+2DE fue considerada para el
mismo proposito. Las muestras fueron consideradas
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como seropositivas cuando mostraron reactividad en
al menos 2 de las 3 pruebas realizadas.

Los ensayos de PCR para detectar la
presencia de ADN especifico de L. infantum en
muestras de suero humano y canino y del tracto
digestivo de flebotominos disecados, fueron
procesados  utilizando iniciadores  especificos
derivados de secuencias teloméricas de L. donovani
desarrollados por Chiurillo et al. (2000), los cuales
han mostrado alta sensibilidad y especificidad para L.
donovani'y L. infantum (=L. chagasi). Los iniciadores
utilizados  fueron  5'CCCCGTCCTGTTGGAG
3" y 5’ACGGTGTACTGGTGTACTGG 3" y el
procedimiento seguido segun Chiurillo et al. (2001).
Con el proposito de comparar los valores obtenidos
en el analisis de las muestras colectadas en las
localidades estudiadas, se incluye un grupo de
pacientes con cuadros agudos de LV, previamente
diagnosticados con la misma metodologia utilizada
en el presente trabajo.

Consideraciones éticas

En todos los casos un consentimiento escrito
previa informacion (CPI) sobre el propodsito del
muestreo fue obtenido de cada individuo muestreado,
ode surepresentante legal en caso de menores de edad,
antes de proceder a la toma de muestra. Igualmente,
el muestreo de los caninos se llevd a cabo previo
consentimiento de sus duefos. El presente estudio
fue aprobado por el Comité de Etica del decanato de
medicina de la Universidad Nacional Experimental
“Francisco de Miranda”, Coro, Venezuela.

RESULTADOS

Deteccion de casos agudos de leishmaniasis visceral
en la region semiarida del estado Falcon, Venezuela

Previo al presente estudio un grupo de
nifios entre 1 y 13 afios de edad, procedentes de 6
localidades de los municipios Mauroa, Buchivacoa,
Urumaco, Federacion y Union del estado Falcon,
fueron diagnosticados como casos agudos de LV.
La presuncion clinica estuvo basada en la deteccion
de sindrome febril prolongado, hepatomegalia,
desnutricion y anemia, con recomendacion de
reclusion hospitalaria. La confirmacion diagndstica
fue realizada mediante examenes microscopicos en
muestras de médula osea en extendidos coloreados

Bol. Mal. Salud Amb.



para la deteccion de amastigotes de Leishmania.
Confirmada la presencia del parasito, el diagnostico
fue complementado con examenes serologicos y
la deteccion de ADN especifico de L. infantum
por ensayos de PCR. En la Fig. 2 (A) se muestra
amastigotes de Leishmania de uno de los casos
clinicos detectados y en (B) se presenta el resultado
de la amplificacion de ADN de Leishmania en
muestra de suero de un caso activo de LV procedente

Fig. 2. A) Amastigotes de Leishmania infantum en
extendido de médula ésea de un caso activo de
leishmaniasis visceral. Coloracion: Giemsa al 10%
en buffer fosfato (1000X). B) Producto del ensayo
de PCR especifico de L. infantum en muestra de
suero de un caso activo de la regiéon semiarida del
occidente de Venezuela. PM: Marcador de peso
molecular. 1: Suero de paciente activo con LV.2: ADN
de aislado de L. infantum. 3: Muestra de paciente
seronegativo. 4: Control interno de reaccion

PM 1 2 3 4
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de la localidad de Humocaro municipio Urumaco del
estado Falcon, Venezuela. Asimismo, en la Tabla I se
detallan los resultados del diagndstico llevado a cabo
en el grupo de pacientes con LV, que dio origen al
presente trabajo.

Deteccion de infecciones inaparentes por Leishmania
infantum en individuos asintomdticos de la region
semiarida del occidente de Venezuela

Deuntotal de 1036 individuos, que al examen
médico no mostraron sintomas o signos atribuibles a
LV, de diferentes edades y sexo, domiciliados en 25
localidades rurales ubicadas mayoritariamente en el
bosque seco espinoso de 13 municipios de los estados
Falcon (12) y Lara (1) al occidente de Venezuela,
175 (16,9%) resultaron seropositivos a L. infantum.
La deteccion de Ac especificos anti-Leishmania,
circulantes en los individuos muestreados, fue
llevada a cabo mediante la utilizacion de tres métodos
serologicos (TAD, IFI, ELISA) también utilizados
en la deteccion de casos activos de LV en la region
semiarida del estado Falcon, coincidiendo en la
mayoria de las muestras los titulos entre pruebas, lo
cual permite tener una relativamente alta confiabilidad
en el resultado obtenido.

El rango de sero-reactividad para las
localidades donde hubo positividad vario desde
3,4% en los muestreados en la localidad de Pozo
Negro (Petit) hasta 80,7% detectado en la localidad
de la Carretera, municipio Union (para ubicacion ver
Fig. 1). Es de hacer notar que de las 25 localidades
muestreadas, en 22 (88%) de ellas se logro la
deteccion de sero-reactividad en los pobladores
quienes afirmaron no haber sufrido sintomas
atribuibles a LV, confirmando las observaciones
clinicas. El nivel de seropositividad detectado en
individuos SMCA pareciera indicar una frecuente
circulacion del parasito causante de la LV en la zona
de estudio. Esta afirmacion parece reforzarse con los
hallazgos obtenidos con la aplicacion de la prueba
de PCR en el contingente humano muestreado, en el
cual fue detectada una positividad de 17,7% producto
de la observacion de seiial de ADN especifico de L.
infantum en muestras de suero de 183 individuos
con infecciones inaparentes. Los detalles sobre los
porcentajes obtenidos utilizando las dos metodologias
diagnosticas para detectar infecciones inaparentes
en individuos SMCA en areas endémicas para LV
incluyendo los limites de confianza de los porcentajes
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Tabla I. Detalles diagnosticos de casos agudos de leishmaniasis visceral detectados en localidades del

estado Falcén, Venezuela

Métodos Diagnosticos

Parasitol.
_ Serolégicos Molecular
Frotis
N Loca“d?d Sexo  Edad Afos MO TAD IFI ELISA Serol. PCR
caso (Municipio)
1 Carretera (Unién) M 5 + 1:64 1:64 1:100 + NR
9 Lamedero M 1 + 1:128 1:256 1:800 + +
(Mauroa)
3 Vegas del Tuy F 2 + 1:1024 1:512 1:1600 + +
(Unién)
4 Los P_ozones M 5 + 1:128 1:512 1:800 + +
(Buchivacoa)
5 Humocaro M 2 + 1:128 1:512 1:100 + +
(Urumaco)
6 Churuguara M 13 + 1:128 1:64 1:800 + +
(Federacion)

NR: No realizado; MO: Médula Osea

para cada caso, se muestran en la Tabla II. Es de
hacer notar que del total de positivos detectados con
las dos metodologias utilizadas, 41 (23%) de ellos
presentaron coincidencia para las técnicas seroldgicas
y el ensayo de PCR.

Deteccion de infeccion por Leishmania en perros
de localidades endémicas para LV de la region
semiarida del occidente de Venezuela

De un total de 67 perros examinados
serologicamente para detectar infeccidbn por
Leishmania en 51 de ellos (76,1%) fueron registrados
Ac circulantes anti-L. infantum en, al menos, dos
de las tres pruebas serodiagnosticas utilizadas, lo
cual segun los criterios establecidos en el presente
trabajo permitié diagnosticarlos como seropositivos.
Los hallazgos seroldgicos fueron corroborados con
la reactividad a los ensayos de PCR del 30% de las
muestras procesadas, lo cual evidencia la infeccion
por LV en los perros del area estudiada. En general,
los perros presentaban cuadros apreciables de
desnutricion, algunos con pelo hirsuto e hipertrofia
ungueal, lo que podria estar asociado al resultado
serologico detectado. Una razon mas para sospechar
tal asociacion es el testimonio de algunos de los
duefios quienes informaron sobre el poco tiempo
de sobrevida de los cénidos en esas localidades.
Con excepcion de la localidad de Pozo negro (N°
11 Fig. 1) del municipio Petit estado Falcon donde
no se observaron perros seropositivos, en el resto
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de las localidades muestreadas fueron detectadas
altos niveles de prevalencia a la infeccion por L.
infantum que en todos los casos sobrepasé el 70%
de seropositividad. Esta observacion parece tener
correspondencia con lo encontrado en el grupo
humano estudiado en la misma localidad, en cuyo
caso se detectd el menor nivel de infeccion con un
3,4%. Los detalles del estudio diagnodstico en los
perros muestreados se aprecian en la Tabla II1.

Registro de especies flebotominas y su asociacion
con focos endémicos para leishmaniasis visceral en
la region semiarida del occidente de Venezuela

Un total de 6000 especimenes (63,4%
hembrasy 36,6% machos) de 12 especies flebotominas
fueron colectados e identificados en 12 localidades de
7 municipios de los estados Falcon y Lara enclavadas
en laregion semiarida del occidente de Venezuela. Del
total colectado, el 95,1% correspondid a 4 especies
francamente antropofilicas incriminadas como
transmisoras de Leishmania en la region neotropical.
Estas incluyen a Lu. evansi (66,6%), Lu. longipalpis
(14,9%), Lu. gomezi (7,6%) y Lu. panamensis (6,0%)
observandose un franco predominio de Lu. evansi en
numero y distribucidn, habiéndose logrado su captura
en las 12 localidades estudiadas. Detalles sobre las
especies flebotominas identificadas en las diferentes
localidades se muestran en la Tabla I'V. La diseccion
del tubo digestivo y posterior utilizaciéon de un ensayo
de PCR realizado en 122 especimenes de las especies
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Tabla Il. Resultados de pruebas serolégicas y ensayo de PCR para la deteccion de LV en individuos
asintomaticos de localidades de la region semiarida del occidente de Venezuela

Ne Localidad Municipio N° Individuos Ser(’)‘f;gﬁt)ivos N (%; rsg‘gi"idad
1 Los cristales Mauroa 55 4 (7,3) 3(5,5)
2 Fortaleza Mauroa 36 3(8,3) 2 (5,6)
3 Lamedero Mauroa 20 1(5,0) 7(35)
4 Los pozones Buchivacoa 65 13(20) 4 (6,2)
5 La palma Buchivacoa 65 4 (6,2) 6 (9,2)
7 Buena vista Urumaco 20 4 (20) 3(15)
8 Humocaro Urumaco 40 9(22,5) 8(20)
9 Cruz de tara tara Sucre 63 6(9,5) 14(22,2)
10 Murucusa Petit 8 1(12,5) 0(0,0)
11 Pozo negro Petit 29 1(3,4) 0(0,0)
12 San Pablo Petit 38 8(21,0) 8(21,0)
13 Tres Marias Petit 66 12(18,2) 8(12,1)
14 Docoral Federacion 48 0(0,0) 30(62, 5)
15 Maria Diaz Federacion 55 9(16,4) 2(3,6)
16 La carretera Unioén 57 46(80,7) 24(42,1)
19 Taparito Unién 39 7(17,9) 4(10, 3)
20 Tapa tapa Union 69 9(13,0) 7(10, 1)
21 Vegas del Tuy Unién 26 18(69,2) 2(7,7)
22 Viloria Unién 38 5(13,2) 3(7,9)
23 Acurigua Colina 17 2(11,8) 5(29,4)
24 San Francisco Zamora 26 0(0,0) 1(3,8)
25 Guamacho Piritu 29 3(10,3) 6 (20,7)
26 Mirimire San Francisco 29 0(0,0) 2(6,9)
27 Capadare Acosta 31 3(9,7) 3(9,7)
29 El limoén Urdaneta 67 7(10,4) 31(46,3)
Total 25 localidades 13 municipios 1036 175 (16,9)* 183(17,7)**

1-28: Localidades del estado Falcon; 29: Localidad del estado Lara

* LC=2; P,95 (14,9%-18,9%)
#* LC=2; P,95 (15,7%-19,7%)
N°: Numeracion segun ubicacion en Fig. 1

Lu. evansi (25), Lu. longipalpis (90) y Lu. gomezi
(7) en busqueda de infeccion por L. infantum, reveld
5,7% de infeccion natural. Es de hacer notar que sélo
en las especies Lu. longipalpis (57%) y Lu. evansi
(43%) fue detectada la presencia de ADN especifico
de L. infantum, especie asociada con LV.

DISCUSION

En el presente estudio 1036 individuos
provenientes de localidades ubicadas en el semiarido
venezolano, quienes habian testimoniado para el
momento del muestreo no haber experimentado
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sintomas atribuibles a LV, fueron seroldégicamente
examinados para detectar Ac anti-L. infantum.
Del total de muestras examinadas, 175 (16,9%)
cumplieron con los criterios diagndsticos establecidos
en el presente trabajo para ser considerados
seropositivos a la infeccion por L. infantum. La
coincidencia de los tres métodos seroldgicos
utilizados para el diagnéstico y su comparacion con
los niveles de Ac circulantes detectados en los casos
clinicos incluidos como controles, confirman que
los individuos SMCA que resultaron seropositivos
habian tenido un contacto previo con L. infantum.
Esta aseveracion se corrobora con los resultados
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Tabla lll. Deteccién de infeccion por Leishmania infantum en perros de localidades endémicas para LV

en la region semiarida del occidente de Venezuela.

Ne* Localidad Municipio N° Perros Sergl;é;/?tzvos N° (%; rsg%tividad
7 Buena vista Urumaco 8(100) 0(0,0)

8 Humocaro Urumaco 15 12(80) 9 (60)

10 Murucusa Petit 4(100) 0(0,0)

11 Pozo negro Petit 0(0,0) 0(0,0)

13 Tres Marias Petit 7(77,8) 0(0,0)

14 Docoral Federacion 10 7(70, 0) 5(50, 0)

16 La carretera Unioén 7(87,5) 4(50,0)

29 El limén Urdaneta 6(75,0) 2(25,0)
Total 8 localidades 5 municipios 67 51(76,1)** 20(29,9)***

*: Numeracion de localidades corresponde a la ubicacion geografica mostrada en Fig,1

% LC=10; P95 (66,1%-86,1%)
sk L C=11; P95 (18,9%-40,9%)

obtenidos al aplicar ensayos de PCR a las mismas
muestras, revelando positividad a la presencia de
ADN especifico de L. infantum en 17,7% (183/1036)
de ellas. La combinacion de los resultados obtenidos
con las pruebas serologicas y moleculares (PCR) en
individuos asintomaticos, advierten sobre la presencia
en el area estudiada de infecciones inaparentes u
ocultas de LV, ocasionadas por la circulacion de L.
infantum. Asimismo, los resultados indican la amplia
distribucion de este tipo de infeccion en el semiarido
venezolano a juzgar por la positividad detectada en
el 88% y 92% de las localidades muestreadas, una
vez realizados el serodiagndstico y el ensayo de
PCR, respectivamente. La advertencia anterior se

ve justificada cuando se analiza la frecuencia con
que se encuentra la infeccion asintomatica de LV en
localidades que resultaron positivas, detectandose
rangos de sero-infeccion que oscilan entre 3,4% como
el nivel mas bajo hasta el 80,7% en la localidad de la
carretera del municipio Union del estado Falcon. De
la misma manera, la reactividad observada al ensayo
de PCR indica rangos similares de 3,8% y 62,5%,
lo cual confirma contundentemente lo frecuente del
hallazgo de infecciones inaparentes de LV en el area
endémica estudiada.

El reconocimiento de la region semidrida
del occidente de Venezuela como importante foco

Tabla V. Especies flebotominas registradas en localidades de la region semiarida del occidente de Venezuela.

Especies de Lutzomyia registradas

N° (%) especimenes colectados

Localidades de captura*

Lu. evansi 3994 (66,6) 23;8;28;21;20;18;22;17;14;4,6;30
Lu. longipalpis 898 (14,9) 23;8;4,6;30

Lu. gomezi 450 (7,6) 21;20;18;22;17;14;4,6;30
Lu. panamensis 361 (6,0) 21;20;18;22;17;14

Lu. punctigeniculata 106 (1,7) 23

Lu. atroclavata 82 (1,4) 28;21;20;18;23

Lu. venezuelensis 43 (0,7) 28;17;14;4,6;30

Lu. trinidadensis 22 (0,4) 23

Lu. hernandezi 18 (0,3) 21;20;18;22

Lu. flaviscutelata 12 (0,2) 21;20;18;22

Lu. micropyga 8(0,1) 21;20;18;22

Lu. walkeri 6 (0,1) 21;20;18;22

Total: 12 especies 6000 (100) 12 localidades de 7 municipios

*Para ubicacion geografica de las localidades y sus municipios ver Fig, 1
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endémico de LV parece sustentarse en el frecuente
hallazgo de infecciones inaparentes, asintomaticas o
sub-clinicas en las 25 localidades rurales estudiadas
y en la menos frecuente deteccion de casos agudos
sintomaticos, con parasitismo patente, en nifos de
localidades pertenecientes a 5 de los 13 municipios
muestreados antes del presente estudio, corroborando
previas investigaciones (Vargas-Diaz et al., 2004; 2007).

En relacion con los niveles de infeccion por
L. infantum detectados en los perros examinados,
los resultados revelan cifras de sero-infeccion del
76,1%, las cuales cuadruplican las encontradas en la
poblacion humana (16,9%). Asimismo, el hallazgo
de reactividlad a PCR de las muestras caninas
procesadas casi dobla porcentualmente las detectadas
en humanos. Esta relacion entre las proporciones
de infeccion en humanos y perros detectadas en
el semiarido venezolano concuerda con recientes
hallazgos registrados en Brasil en areas donde la LV
es endémica (Almeida-Felipe et al., 2011). Por otra
parte, dada la alta seropositividad general observada
en los perros se procedid a estimar la proporcion
relativa de animales infectados por municipio, con
la finalidad de comprender la distribucion de Ia
infeccion por LV en perros de la region semiarida
estudiada. En este caso valores de seropositividad
de 87%, 86%, 75%, 70% y 61%, fueron detectados
en los municipios Unioén, Urumaco, Urdaneta,
Federacion y Petit, respectivamente. La informacion
aqui registrada puede aportar algunas claves para
hacer estimaciones reales sobre la cuantia de la
infeccion en perros de la region semiarida del
occidente de Venezuela, permitiendo considerar este
hecho un potencial riesgo de transmision de LV a la
poblacion humana, debido al comportamiento del
perro como un importante reservorio doméstico, lo
cual ha sido sugerido para otras partes de Venezuela
y paises vecinos (Torrealba, 1970; Zerpa et al.,
2003; Almeida-Felipe, 2011). El hecho de que en
la mayoria de las localidades muestreadas fueron
detectadas altas proporciones de infecciones de LV
en perros en domicilios donde habitaban personas
también infectadas, permite considerar este animal un
factor importante en el mantenimiento de L. infantum
como fuente de infeccidbn humana, asumiendo que
mientras mas cerca esta el reservorio mas exitosa sera
la transmision.

Delos 6000 flebotominos capturados durante
la realizacion del presente estudio, Lu. evansi resultd
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ser la mas abundante de las especies colectadas y la
mas ampliamente distribuida, llegando a representar
el 66% (N=3994) de los especimenes obtenidos y
habiéndose identificado en todas las 12 localidades
donde se llevo a cabo la actividad entomologica.
El predominio de esta especie antropofilica en
los diversos ecotopos muestreados se demuestra
con la cantidad de especimenes capturados en los
ambitos domiciliares y peridomiciliares, superando
significativamente cualquier otra especie colectada
con los métodos de captura utilizados, incluyendo
trampas luminicas (CDC y Shannon), papel aceitado y
captura directa en refugios. Estos resultados permiten
concluir que en el ambiente semiarido noroccidental
venezolano, Lu. evansi es la especie predominante
y que podria ser incriminada en la transmision de L.
infantum, agente etiologico de la LV, asociada con
Lu. longipalpis, conocido vector de LV de amplia
distribucion nacional y que en el presente estudio
representd el 14,9% del total colectado en el 41%
de las localidades muestreadas. Estos hallazgos,
por una parte, contradicen la asuncion de que Lu.
longipalpis es la Gnica y principal especie vectora de
L. infantum en el ambito geografico de distribucion
de la LV en América, concepto que ha prevalecido
durante las ultimas cinco décadas y, por la otra,
apoyan los resultados de Travi et al. (1990; 1996) en
Colombia y de Aguilar et al. (1998) en Venezuela,
donde Lu. evansi mostrd un rol preponderante sobre
Lu. longipalpis. De la misma manera, los presentes
resultados reivindican la sugerencia que a mediados
del siglo pasado hicieran Pifano & Romero (1964)
indicando que Lu. evansi podria comportarse como
un transmisor alternativo en focos de LV del oriente
venezolano ante la ausencia de Lu. longipalpis.
No obstante el predominio numérico de Lu. evansi
sobre Lu. longipalpis, es necesario resaltar que en
las localidades estudiadas en la region semiarida
del occidente de Venezuela, estas fueron las tnicas
especies flebotominas encontradas con infeccion
natural por L. infantum, lo cual sugiere una alta
eficiencia en la transmision de LV debido a la accion
asociada de estos dos vectores, reflejado en la alta
prevalencia de la infeccion.

El relativamente alto porcentaje de infeccion
detectado simultaneamente en las poblaciones humana
(17%), canina (76%) y flebotomina (5,7%), aporta
elementos importantes que permite la comprension
de una manera global del ciclo de transmisién de
la LV en el semiarido noroccidental venezolano.
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Asimismo, la interpretacion de los resultados
obtenidos sugieren que las infecciones inaparentes o
asintomaticas ocurren mas frecuentemente en el area
de estudio que los casos clinicamente detectables.
Este hecho pareciera indicar que la sola presencia de
casos humanos de LV no es, en si mismo, un buen
indicador de la distribucion de la transmision de la
dolencia. Por lo tanto, la prevalencia y distribucion
de infecciones inaparentes en individuos SMCA
pareciera ser una mejor alternativa para comprender
la dindmica de transmision de la LV, sirviendo a la
vez para monitorear los esfuerzos hechos sobre su
control.

Aunque se desconoce en la actualidad si
personas con infecciones sub-clinicas podrian ser
consideradas reservorios de LV, nuestros hallazgos
sugieren que las mismas pudieran convertirse en
potenciales fuentes de infeccion como consecuencia
de inmunocompromisos producto de factores
desencadenantes cominmente encontrados en el area
como la malnutricion. Por otra parte, aun considerando
que personas con infecciones inaparentes resultaran
mucho menos infectivas para los vectores asociados
(Lu. evansi/Lu. longipalpis) que los patentes con LV, el
gran niamero de individuos que presentan esta condicion,
como quedd demostrado en el presente trabajo, sugeriria
una importante variable para reconocerlos como
potenciales reservorios de L. infantum, aseveracion que
parece tener apoyo en resultados similares registrados
en Brasil (Costa ef al., 2002).

Finalmente, el andlisis de los resultados
obtenidos en el presente estudio permite concluir
que la asociacion detectada entre personas con LV, la
presencia de perros infectados con L. infantum en el
ambiente domiciliar y el comun hallazgo de especies
flebotominas antropofilicas en todas las localidades
estudiadas, aunada a las pobres condiciones sanitarias
existentes y la malnutricién registrada en nifos y
perros, parecieran ser factores de riesgo suficientes
para explicar la endemicidad de la LV en la region
semiarida del occidente de Venezuela.
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