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ENSAYOS METODOLOGICOS PARA LA INVESTIGACION DE
RESERVORIOS DE LE/SHMANIA SPP EN LOS ANDES VENEZOLANOS

ANA LUGO YARBUH
J.V.SCORZA

Se describen dos técnicas, presuntiva y confirmativa, para la investigacion de
mamiferos que pudieran ser reservorios de Leishmania que parasitan al hombre.

Se investigan los cambios en los titulos de inmovilizacion y aglutinacion de pro-
mastigotos de cultivo por los sueros de animales normales y expuestos una o varias veces a
la inoculacion intradérmica de pequerias dosis de promastigotos vivos. Se registra una cai-
da de los titulos de aglutinacion en los sueros de hamsteres, de Holochilus venezuelae y
de Didelphis marsupialis después de la inoculacion con L. mexicana mexicana de Fanama
y de L. gamhami de la region de los Andes venezolanos. Se discute la naturaleza de estos

fenomenos.

Se han hecho xenodiagnosticos con Lutzomyia townsendi en Holochilus vene-
zuelae y Sigmodon hispidus infectados experimentalmente com L. mexicana mexicana, L.
mexicana amazonensis, L. braziliensis y L. garnhami. Las pruebas fueron leidas mediante
el examen microscopico de las gotitas de heces excretadas entre las 108 y 132 horas des-
pués de la ingesta infectante, tras colorearlas con Giemsa. Se obtuvieron resultados posi-
tivos en 23% de los experimentos usando mamiferos con lesiones localizadas, dejando a
los flebétomos ingurgitarse libremente sobre animales anestesiados que poseian una hasta
varias lesiones localizadas.

Hace veinte afios el Profesor Pifano (1960) plante6 la tesis del origen selvdtico
de la leishmaniasis cutdnea en el Neotrépico, sefialando entonces que la informacién a
mano “constituye la base para sospechar la existencia de nidos de zoonosis, en donde el
agente causal debe haber circulado ininterrumpidamente a través de afios de un vertebra-
do selvitico a otro, existiendo una intima relacién entre los Prlebotomus vectores y sus
fuentes de alimentacion”. Para entonces los investigadores del Gorgas Memorial Labora-
tory, en Panamd, habian aislado Leishmania sp. de Proechimys semispinosus por hemo-
cultivo (Anonimo, 1958).

El hallazgo de pardsitos en animales domésticos fue un hecho tempranamente
conocido; Pedroso (191 3§ demostro la presencia de Leishmania braziliensis en lesiones cu-

-

Facultad de Ciencias — Universidad de Los Andes — Mérida, Venezuela.

Este trabajo fue realizado con financiamiento del Consejo de Desarrollo Cient{fico y Humanistico dela
Universidad de los Andes, Venezuela y por el componente Leishmaniasis del Programa para el De-
sarrollo de las Naciones Unidas/Banco Mundial/OMS, Programa Especial para Investigaciones y En-
trenamiento en Enfermedades Tropicales.

Recibido para publicacién en 8 de Deciembre de 1981 y acepto en 8 de Febrerp de 1382.



368 A.L. YARBUH & JI.V. SCORZA

tdneas de los perros en el sureste del Brasil y posteriormente, Pifano (1940) demostr6 la
presencia de amastigotos de L. braziliensis en un 8% de 97 perros examinados en el Esta-
do Yaracuy, Venezuela.

La investigacion de reservorios silvestres para los agentes etioldgicos de las leish-
maniasis tegumentarias en Ame€rica, ha sido parte de los programas sobre epidemiologia
de estas dolencias en los ultimos veinte afios; un resumen sobre el papel de los pequenos
mamiferos silvestres como reservorios, ha sido compendiado por Lainson & Shaw (1978}.
All1 se revela que, por lo menos, veinticinco géneros de mamiferos, principalmente roedo-
res, desdentados, marsupiales, primates y carnivoros, son hospedadores de L. braziliensis
y de L. mexicana. El esfuerzo realizado se puede medir por el numero de especimenes
examinados en Panamid. Herrer, Christensen & Baumer (1973) utilizando la técnica de
cultivo de trocitos de piel, revisaron entre 1965y 1972, cerca de 3000 mamiferos peque-
flos aparentemente sanos, hallando un 6,25% de infecciones. En Brasil, Forattini (1960)
habia examinado por hemocultivo cerca de mil ejemplares tambien aparentemente sanos,
con un 3% de positividad. El examen de animales con lesiones aparentes da muy €scasos
resultados; 0,88% entre 681 mamiferos fueron hallados positivos tras el examen microsco-
pico de frotes por Lainson & Shaw (1978) en la regiOn amazonica de Brasil. Las lesiones
cutdneas son escasas en animales infectados; en un 89% de los casos positivos, la piel de
los animales no exhibe alteraciones groseras (Herrer & Christensen, 1975).

La endemicidad de la leishmaniasis, como enfermedad que afecta a las poblacio-
nes rurales, es por una parte, un proceso dindmico que pasa por tocos de endemia recien-
te, de alta endemia y de antigua endemicidad con casos esporddicos (Pifano, 1960). Por
otra parte, su epidemiologfa encuadra dentro de las relaciones ecoldgicas entre poblacio-
nes de pardsitos, de hospedadores y de vectores (Bradley, 1972), donde el fenomeno del
parasitismo depende del tipo de transmision, de la regulacién de las poblaciones de hospe-
dadores y de la resistencia de hospedadores individuales. Las relaciones entre las poblacio-
nes de hospedadores y de pardsitos podrian reducirse a modelos donde lo fundamental es
precisar, con exactitud, los pardmetros que limitan o deciden de tales asociaciones pobla-

cionales.

Tales puntos de vista demandan prdcticas y econpmicas metodologias para cuan-
tificar la frecuencia e intensidad del parasitismo en términos de potencialidad para intec-
tar transmisores, para cuantificar su frecuencia en muestras poblacionales de reservorios
naturales durante periodos prolongados en areas endémicas, y también metodologias
pricticas y econ6micas para precisar la frecuencia del parasitismo en los fleb6tomos vec-
tores. Esta necesidad es tanto mas apremiante cuando se contempla la variedad de técni-
cas utilizadas para averiguar cuando un mamifero se halla infectado y cudl es su importan-
cia como reservorio para los transmisores. Las manipulaciones de laboratorio pasan por
hemocultivos (Anonimo, 1958), cultivo de trocitos de piel en medios apropiados para tri-
panosomidos (Herrer, Thatcher & Johnson, 1966), inoculacion de sangre en hamsteres
(Torrealba, Gomes-Nufiez & Ulloa, 1972), inoculacién de visceras en hamsteres o cultivos
de visceras (Herrer & Telford, 1969) y, desde luego, el examen microscopico minucioso
de frotes de lesiones sospechosas de ser producidas por leishmanias. El uso simultdneo de
todas estas técnicas, en estudios epidemiolégicos prolongados, demandaria de un gran per-
sonal con extensos recursos materales. La diseccion individual de flebdtomos para la bus-
queda de promastigotos infectantes para el hamster o la inoculacion subcutanea de tritu-
rados de varios flebétomos en hamsteres, tan utilizada por los pioneros brasilefios y mexi-
canos en investigaciones epidemiolOgicas, d4 resultados tardios y poco confiables.

En este trabajo describimos dos pruebas para el diagnostico presuntivo de una in-
feccion por Leishmania spp. en un modelo experimental que incluye dos Cricetinae silves-
tres y un Didelphidae, inoculados experimentalmente con tres especies de Leishmania,
usando como control a hamsteres de laboratorio, que son animales siempre susceptibles a
la infeccidn con cualquier especie de Leishmania.
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L.a primera prueba explora las modificaciones de los titulos de anticuerpos inmo-
vilizantes v aglutinantes de promastigotos vivos de Leishmania spp., en animales normales
nacidos en el laboratorio ¢ en animales silvestres aparentemente sanos y provenientes de
zonas no endémicas, que han recibido una o varias inyecciones intradérmicas de promasti-
gotos vivos de Leishmania spp.; la segunda el empleo del xenodiagndstico con hembras sii-
vestres de Lutzomyia townsendi provenientes también de una localidad no endémica y un
disefio original para la lectura de los xenodiagndsticos, sin necesidad de disecar a los insec-
tos, cuando estos se han ingurgitado sobre dos Cricetinae silvestres experimentalmente in-
fectados con una cepa de Leishmania garnhami.

El uso de las técnicas de inmovilizacién, de aglutinacién o de inhibicion de creci-
miento de promastigotos de cultivo, fue introducido tempranamente como criterio para
identificar taxondmicamente a los pardsitos mediante el empleo de sueros de animales
normales o inmunizados (Klingler, 1925); en otros casos para precisar la susceptibilidad o
resistencia de animales sujetos a la infeccién con Leishmania spp. (Taub, 1956), para pre-~,
decir la susceptibilidad de animales de laboratorio a la infeccién con los mismos parasitos
(Ulrich, Ortiz & Convit, 1968}, o como técnica de simple diagndstico seroldgico diferen-
cial con pardsitos modificados, como los ensayos de Allain & Kagan (1975). En estos y
otros trabajos se citan numerosas contribuciones sobre tales problemas.

Nuestra finalidad es diferente; se trata de investigar la accién vis a vis de sueros
frescos de animnales silvestres contra promastigotos de Leishmania spp. de una zona endé-
mica, como una técnica presuntiva para orientar la investigacién hacia la identificacion de
posibles reservorios.

El xenodiagnéstico con flebotomos fue propuesto por Christensen & Herrer
(1972) para detectar infecciones cripticas y asintomdticas producidas por L. braziliensis
en el perezoso Choloepus hoffmanni, utilizando Lutzomyia gomezi cultivadas en el labo-
ratorio. Posteriormente los mismos autores (Christensen & Herrer, 1977) repitieron sus
experiencias sobre 73 edentados de la misma especie, utilizando 1.165 ejemplares de Lu.
gomeczi, detectando la infeccién por L. braziliensis en 49% de los mamiferos, con lotes de
fleb6tomos que mostraron desde 4 hasta un 100% de infecciones.

MATERIALES Y METODOS

I — Ensayos serologicos
— Animales experimentales

Utilizamos quince hamsteres machos de la colonia de la Facultad de Medicina de
la U.L.A. (Mérida, Venezuela), quince adultos de Holochilus venezuelae capturados en
una zona no endémica para leishmaniasis en el llano centro-occidental de Venezuela y
también doce adultos de Didelphis marsupialis capturados en la alta cordillera de los An-
des de Mérida, a 1750 m.s.n.m. donde no existen flebétomos mastozodfilos. Los roedo-
res fueron mantenidos con ratarina concentrada para ratas, agua y calabazas frescas; los
marsupiales con agua, cambures, huevos y ocasionalmente ratones jovenes.

— Aislados de Leishmania spp. y su cultivo

Se utilizaron tres aislados de Leishmania. La cepa L. mexicana mexicana aislada
por Herrer, Telford & Christensen (1971) de Oryzomys capito de Panamd (cepa EV41,
No. 1746), mantenida por inoculacién en hamsteres. Las cepas HM y JAP aisladas de ca-
sos clinicos procedentes del Estado Merida. El aislado HM con desarrollo peripil6rico en
Lu. townsendi (Ortiz, 1959) y JAP con desarrollo suprapilérico en la misma especie de
flebétomo. Todas fueron mantenidas por inoculacién subcutinea de amastigotos en la ca-
ra dorsal de los tarsos posteriores de hamsteres.

Hamsteres con lesiones tarsales producidas por L. mexicana y las cepas HM y
JAP com 9-11 mm. de didmetro fueron sacrificados por sobreanestesia con €ter, seccionan-
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doles los tarsos infectados después de bafiarlos con alcohol de 70%. En condiciones asé€p-
ticas, se separé la piel y se tomaron fragmentos del tejido granulomatoso de la dermis,
para triturarlos en un mortero de porcelana con solucién salina estéril y penicilina
(1000 us) v estreptomicina (1 mg) por ml.; 0,1 ml del triturado fue sembrado en medio
de cultivo NNN con sangre de conejo e incubado a 25°C durante siete dias. De este
primocultivo se hicieron pasajes seriados en el mismo medio de cultivo cada ocho dias.
Formas promastigotas de cultivo fueron utilizadas para inocular los animales experimen-
tales y para preparar las suspensiones de pardsitos vivos que se utilizaron en los ensayos
serolégicos para las determinaciones de los titulos de inmovilizacion y de aglutinacion.

— Inoculacion y sangrado de los animales para los ensayos serologicos

Volumenes de 0,05 ml de medio de cultivo de siete dias de incubacién, fueron
inoculados intradérmicamente en la cara dorsal de las patas posteriores de hamsteres y de
Holochilus venezuelae, y en la cara dorsal de la base de la cola, sin pelos, de D. marsu-

pialis.

En el caso de los hamsteres se hizo una tnica inoculacién; en el de los H. vene-
zuelge y D. marsupialis se hicieron cuatro inoculaciones repetidas en el mismo sitio de la
piel cada diez dias. Cada especie de mamifero, en grupos de cuatro o cinco, fue inoculada
con cada una de las tres cepas de parasitos: L. mexicana, HM y JAP.

Inmediatamente antes de la primera inoculacién y en la vispera de cada una de
las inoculaciones subsiguientes, se extrajo a los animales 1-2 ml. de sangre por cardiopun-
tura para dejarla coagular durante dos horas a temperatura ambiente y luego refrigerarla
toda la noche, para entonces centrifugarla y separar los sueros. Los sueros de los hamste-
res con una sola inoculacion y los de los demds animales con una, dos, tres y cuatro inocu-
laciones fueron congelados a —40CC hasta su uso en las reacciones serologicas.

— Reacciones serolégicas de inmovilizacion y de aglutinacion de promastigotos
de Leishmania spp.

50 ul de cada suero, en cada oportunidad, fueron diluidos serialmente com 50 il
de sobrenadante del medio de cultivo NNN para preparar diluciones de 1:2 hasta 1:2048.
Se prepararon suspensiones de promastigotos también con el sobrenadante del medio
NNN, para obtener 100.000 pardsitos por ml.

50 ul de cada dilucién de los sueros sin inactivar se mezclaron cuidadosamente
con 50 ul de la suspensién de pardsitos, para una concentraciéon de 5000 pardsitos en el
volumen final. La mezcla se incubé 30 minutos a temperatura ambiente (22°C) e inme-
diatamente se tomé una gota del sistema entre ldimina y laminilla para observarla con

450X.

Se revisaron todas las diluciones para precisar la mds alta en donde se observara
la total inmovilizacion de los pardsitos o la aglutinacién de los mismos.

11 — Ensayos xenodiagnosticos con Lu. townsendi

— Especies y cepas de parasitos

Empleamos tres especies de Leishmania mantenidas todas en hamsteres. Dos
subespecies de L. mexicana, L.m. mexicang aislada por Herrer, Telford & Christensen
(1971) de Oryzomys capito y otra L.m. amazonensis aislada en el sur de Venezuela de
Lutzomyia flaviscutellata por Pitano, Romero & Alvarez 1973); una cepa de L. brazilien-
sis panamensis aislada de un caso clinico de la costa del cifico en Panamd y cuatro ce-
pas de L. garnhami (HM, GV, JRV y JAP) aisladas de casos clinicos del estado Mérida,

Venezuela.
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— Infecciones experimentales en hamsteres

Utilizamos seis hamsteres machos inoculados subcutdneamente con amastigotos
de seis aislados de Leishmania spp. en la cara dorsal de la pata posterior izquierda. Las le-
siones discretas o visibles, segun la especie de los pardsitos, no tuvieron mads de 30 dias de
evolucién y produjeron hipertrofias hasta de 9,0 mm de diametro.

_ Infecciones experimentales con Holochilus venezuelae y Sigmodor hispidus

Los roedores provinieron de una zona no endémica para leishmaniasis en el llano
centro-occidental venezolano, y fueron inoculados subcutdneamente con 250.000 pro-
mastigotos de una cepa de L. garnhami (JAP), aislada de un caso ¢linico de los Andes ve-
nezolanos. Un Sigmodon NC 1 recibié cinco inoculaciones en puntos equidistantes en la
cara dorsal de la cola; otro NO 2 fue inoculado similarmente en la cola y en la cara dorsal
de las patas posteriores; otro N? 3 fue inoculado, ademas, en las dos patas anteriores. Un
Holochilus N© 1 fue similarmente inoculado en la cola y patas posteriores y otro ejem-
plar N© 2 recibi6 in6culos en la cola y en las cuatro patas. Los cinco animales fueron utili-
zados cuatro meses después de inoculados, cuando la mayoria de los sitios de inoculacion
mostré tlceras, alopecias o edemas perceptibles.

— Captura, mantenimiento e infeccién de flebdtomos

Los insectos (Lutzomyia townsendi) fueron capturados tras ser atraidos con ce-
bo luminoso hacia una trampa de Shannon, durante las noches, en la localidad de Calderas
a 12 km de la ciudad de Trujillo, con una altitud de 1.360 m.s.n.m.y en una region don-
de no ha habido transmisién de leishmaniasis. De esta localidad, durante 14 meses, hemos
examinado quincenalmente lotes de 50 o mds ejemplares de Lu. townsend: para estudios
de paridad, sin hallar ningin ejemplar naturalmente infectado con flagelados de algun ti-
po; apenas hemos encontrado raras infecciones por Ascocystis chagasi (Scorza & Carnevali,
1981). Los insectos fueron capturados por aspiracién y se confinaron, en lotes de 50, den-
tro de envases cilindricos revestidos internamente con corcho (Fig. 1); asi fueron ali-
mentados con sacarosa al 50% y conservados dentro de una cava de pldstico isoporo bajo
un 90% de humedad vy temperatura de 21°C. En el caso de la infeccion de tlebotomos so-
bre las patas de hamsteres, siempre a las 2000 horas, estos roedores fueron anestesiados
con 14-18 mg de Nembutal en solucién salina por via intraperitoneal y una vez dormidos,
se introdujo la pata infectada a través del orificio inferior del envase acorchado con los
flebétomos, dejandolos ingurgitar durante 5 minutos al abrigo de la luz natural, tiempo
suficiente para que casi todos picaran. Los insectos llenos de sangre se mantuvieron con
solucion de sacarosa.

En los casos de Sigrmmodon hispidus y de Holochilus venezuelze, infectados, con
lesiones en la cola y extremidades, los roedores fueron anestesiados con 14-22 mg de
Nembutal, e introducidos en posicién deciibitodorsal en una jaula cilindrica, fabricada
con malla de nilon a prueba de fleb6tomos (Fig. 2) junto con 10 hasta 50 hembras de Lu.
townsendi; 1a jaula fue colocada dentro de una cava de isoporo, en la oscuridad, durante
15 minutos para luego separar los insectos ingurgitados, los cuales fueron confinados en
Zl nvas?i s cilindricos especiales para recoger las deyecciones; los insectos picaron libremente

roedor.

— Lectura de los xenodiagnésticos

Setenta horas después de la ingesta infectante, los fleb6tomos ingurgitados tue-
ron transferidos en lotes de 4 hasta 31, a envases cilindricos de 25 mm de didmetro, re-
vestidos interiormente con una ldmina de corcho y provistos en el extremo inferior de una
ldmina microscépica (porta-objetos), adherida con cinta pldstica (Fig. 3). Los envases se
conservaron verticalmente para permitir que las deyecciones de los insectos goteasen so-
bre la ldmina. La primera ldmina fue colocada a las 08:00 del tercer dia despu€s de la in-
gurgitacion, y retirada 24 horas después cuando fue cambiada por una segunda y €sta por
una tercera que también fue retirada 24 horas después, para obtener tres preparaciones
com deyecciones de 84, 108 y 132 horas para cada envase cilindrico. Inmediatamente des-
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Fig. 1 — Envases de vidrio revestidos interiormente con lamina de corcho y cubiertos por malla de
nilon para la captura, transporte y mantenimiento de Lu. townsendi.

TR R LN --=f=: i o M

Fig. 2 — Jaula con malla de nilon v tela para la alimentacion de Lu. townsendi sobre Holochilus o Sig-
modon experimentalmente infectados con Leishmania spp.

pués de retiradas, se contaron las gotitas de deyecciones incoloras brillantes, y también a
las oscuras u opacas en el drea circular, y luego las ldminas fueron fijadas con metanol y
coloreadas con Giemsa al 5%, en solucién tamponada de fosfato M/200 a pH 7.2 durante
una hora. Bajo la lupa X 50 y también con aumento 450 X se examinaron las deyecciones
y se verifico la presencia de gotitas con promastigotos excretados. Finalmente, se conté a
los insectos sobrevivientes, y s¢ los diseco individualmente para verificar la presencia de
haptomonas en la valvula estomodeal (faringe) o en el tridngulo pilérico, segin las espe-
cies de Leishmania.
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Fig. 3 — Cilindros para las lecturas de los xenodiagnésticos con Lu. townsendi. Detalles de la fijacion
de los porta-objetos para recoger las deyecciones de los flebotomos.

RESULTADOS

Ensagyos serologicos

La inoculacion de los animales con las distintas cepas de leishmanias y las repeti-
das cardiopunturas en los mismos, produjo una mortalidad que no podemos atribuir a uno
o otro factor por separado. En el Cuadro 1 informamos sobre el numero de animales
sobrevivientes al final del experimento. De los animales inoculados con Leishmania mexi-
cana mexicana, dos ejemplares de D. marsupialis fallecieron después de la segunda cardio-
puntura y tres H. venezuelae después de la tercera. De los animales inoculados con la cepa
HM uno fallecié después de la segunda cardiopuntura, otro después de la tercera y dos
tras la cuarta. Es importante sefialar, sin descartar el efecto traumdtico de la extraccion de
sangre, que los animales inoculados con la cepa JAP soportaron mejor la manipulacion, ya
que de catorce ejemplares uno solo fallecio.

CUADRO 1

Mortalidad de los animales experimentales después de cada inoculacion con Leishmania
spp. (inoculados/sobrevivientes)

Cepas de pardsitos L.m.m. J AP HM
Espécies de mamiferos
Cricetus auratus 5/5 5/5 5/5
Didelphis marsupialis 4/2 4/4 4/4

Holochilus venezuelae 512 5/4 5/1
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De las pruebas seroldgicas con promastigotos vivos de cultivo, y para los objeti-
vos que nos hemos propuesto en este trabajo, la de aglutinacién ofrecié resultados mas
consistentes y de alguna aplicacién como prueba presuntiva para informarmos cuando un
mamifero, en este caso un cricétido o un marsupial habfan recibido una carga antigenica
viva de Leishmania spp. Expondremos en primer lugar, por lo tanto, los resultados de este
tipo de ensayo. En el hamster, animal escogido como patron de comparacién por su alta
sensibilidad a los pardsitos, los titulos normales de aglutinacién disminuyen considerable-
mente a los diez dfas de su inoculacién intradérmica, con cualquiera de las tres cepas de
pardsitos (Cuadro II).

CUADRO I

Variacion del reciproco de los titulos de aglutinacion en los sueros de hamsteres normales
y después de una unica inoculacion con Leishmania spp.

Cepa del X de los titulos Estadisticos Discriminacion
pardsito sanos-inoculados £ P por la prueba
de Duncan
L.m.um. 256 0 13,3 0,0065 A B
J.AP 115 64 1,3 0,28 A A
A A

HM. 230 96 2.5 0,52

Con la cepa de L. mexicana mexicana la disminucién del titulo es total, y se
aprecian diferencias significativas entre el titulo relativamente alto de los animales no ex-
puestos y los de aquellos que recibieron una dosis de promastigotos como in6culo. Con
las otras dos cepas de L. garnhami (JAP y HM) las caidas de los titulos, atin cuando se ob-
servan, no son estadisticamente diferentes a las de los titulos de los mismos animales an-

tes de las respectivas inoculaciones.

La L. mexicana mexicana exhibe un comportamiento similar cuando es inocula-
da en los H. venezuelae (Cuadro III) y en D. marsupialis (Cuadro 1V). Las diferencias
en los titulos de aglutinacién, a partir de la primera inoculacidén, se mantienen en ¢l curso
de las inoculaciones siguientes, indicando que en los modelos “cricétido™ y “marsupial”
que reciben una o varias cargas antigénicas de este parasito, se inhibe o neutraliza la pro-
duccién de anticuerpos aglutinantes. Con las otras cepas de pardsitos, en f. venezuelae,
ocurre un fendmeno similar atin cuando la reduccion de los titulos no es tan dramadtica
como la ocurrida con la exposicién a L. m. mexicana, las diferencias entre los titulos de
los animales normales y los de los expuestos, sin embargo, son altamente significativos
(P = 0,0001 y 0,004 para JAP y HM respectivamente). Con D. marsupialis y L. garnhami
no se aprecian cambios en los titulos de aglutinacion de promastigotos y las variaciones
son tan impredecibles que es imposible, a través de esta prueba, sugerir cuando un D). mar-
supialis ha estado 0 no expuesto a este pardsito.

En conclusién, titulos bajos con la prueba de aglutinacion de promastigotos de
cultivo, en dos géneros diferentes de cricétidos, podrian considerarse indicadores de expo-
sicién de estos animales a dos especies de Leishmania; los animales que han recibido una o
varias cargas antigénicas, o no aglutinan o poseen bajos titulos de aglutinacion. Una cepa
de L. m. mexicana, constantemente, en los tres tipos de animales, incluyendo a D. marsu-
pialis, produjo una abrupta caida o disminucién en los titulos de las aglutininas normales.

Los resultados de los ensayos de inmovilizacién se presentan en los Cuadros

V, VI y VII, respectivamente para hamsteres, H. venezuelae y L. marsupialis. En ningun
caso se registraron deferencias consistentes y significativas entre los titulos de inmoviliza-
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CUADRQO III

Variaciones del reciproco de los titulos de aglutinacion en H. venezuelae normales y

despu€s de cuatro inoculaciones con Leishmania spp. con discriminaciones por la prueba
de Duncan

Cepa del x de los titulos antes y despues Estadisticos
pardsito de las inoculgciones
0 i 2z 3 4 F P
{.m.m. 2,253 0 0 0 0 7,56 0,0007
A B B B B
JLAP. 1434 742 179 102 67 1726 0,0001
A B C C C
H.M. 563 0 128 26 64 5,5 0,0037
A B B B B

CUADRO IV

Variaciones del reciproco de los titulos de aglutinacion en D. marsupialis _nurmales, y
después de cuatro inoculaciones con Leishmania spp., con sus discriminaciones por la
prueba de Duncan

Cepa del X de los titulos antes y después Estadisticos
pardsito de las inoculaciones
0 1 2 3 4 F P
L.m.m. 282 0 0 — — 8,96 0,0042
A B B — —
JAP, 320 640 896 640 112 7,39 0,0017
A A A —
B B — B —
C — — — C
H.M. 320 576 128 0 0 4,37 0,0154
_ A A — _
B B - B B

cién de los animales normales y los expuestos a L. m. mexicana y L. garnhamd. En los
hamsteres parece producirse una respuesta de tipo humoral a los 10 dias despues de lano-
culacion con los pardsitos, y esa respuesta es significativamente mayor frente a L. m. me-
xicanz que a L. garnhami. No ocurre lo mismo con /. venezuelze y D. marsupialis en
donde las variaciones de los titulos, despu€s de la primera y con las siguientes inocula-
ciones, son completamente impredecibles; en algunas circunstancias I_ns t’1tul¢:}5 parecen
aumentar, como son los casos de D. marsupialis y L. garnhami, no registrindose diferen-
cias estadisticamente significantes.

Xenodiagnosticos en infecciones experimentales

Con la finalidad de precisar la tasa de eliminacion de excretas por los flebGtomos
experimentalmente ingurgitados sobre hamsteres infectados, y evidenciar la presencia de
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CUADRO YV

Variaciones del reciproco de los titulos de inmovilizacién en los sueros de hamsteres
normales y después de una unica inoculacion con Leishmania spp.

Cepa del x de los trrulos Estadisticos Discriminacion
pardsito sanos — inoculados por la prueba

F F de Duncan
L.m.m, 128 614 7,54 0,02 A B
J.AP. 13 18 0,60 0,46 A A
H.M. 11 179 3,26 0,11 A A
CUADRO VI

Variaciones del reciproco de los titulos de inmovilizacion en los sueros de H. venezuelae
normales y después de cinco inoculaciones con Leishmania spp. con discriminaciones por

la prueba de Duncan

Cepa del x de los titulos antes y después Estadisticos

pardsito de las inoculaciones
{ 1 2 3 4 3 P

L.m.m. 45 18 11 819 819 1,88 0,150
A A A B B

JAP. 70 70 48 20 34 2,06 0,124
A A A A A

HM, 563 0 103 26 64 3,31 0,031
B A B B B

CUADRO VII

Variaciones del reciproco de los titulos de inmovilizacién en D. marsupialis normales y
después de cuatro inoculaciones con Leishmarnia spp.. con discriminaciones por la prueba
de Duncan

e e

[ —

x de los trtulos antes y después Estadisticos

Cepa del

pardsito de las inoculaciones - | |
0 ! 2 3 4 F J P

L.m.m. 5] 128 51 — — 2,20 0,153
A A A

J.AP. 64 RO 288 288 24 5.80 0,0050
B B A A B

H.M. 36 272 768 256 160 12,37 0,0001
B B A B B

—_—— et am o mmmm e—— —

—_— —rr—- —_—

promastigotos de Leishmania spp. en las mismas, utilizamos 187 hembras de Lu. rownsen-
di que en once ensayos, en lotes desde 4 hasta 31 ejemplares, fueron confinados en los en-
vases cilindricos especiales provistos de porta-objetos. En cada ensayo se retiraron tres ld-
minas a las 84, 108 y 132 horas que fueron expuestas durante 24 horas, cada una, para re-
cibir deyecciones a partir de las 60 horas de la ingesta infectante. Con el numero de
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deyecciones depositadas sobre las laminas y el nimero de flebétomos vivos contados cada
vez que se retiraban las ldminas, se determind, aproximadamente, el nimero de deyeccio-
nes excretadas por flebotomo y se precisd, ademads, cuando comenzaron a eliminarse pro-
mastigotos.

En el Cuadro VIII presentamos los resultados con el nimero de tlebotomos in-
gurgitados en cada uno de los once experimentos, el nimero de deyecciones por flebéto-
mos a las 84, 108 y 132 horas, el nimero de los insectos sobrevivientes, ¢l porcentaje de
mortalidad ocurrida en los 5-1/2 dias después de la ingesta infectante y finalmente el nu-
mero de flebétomos que mostraron flagelados en el tubo digestivo cuando fueron dise-
cados.

CUADRO VIiI

Aparicion de deyecciones positivas a promastigotos de Leishmanie spp. En excretas de
Lu. townsendi experimentalmente infectados, con indicacion de los porcentajes de morta-
lidad de insectos vy el porcentaje de los mismos hallados positivos a Leishmanias.

(+ = nimero de gotitas de deyecciones positivas a promastigotos).

Espécie y repa N inicial de Deyecciones por flebétomos a las NO de insectos NO de insectos
de Leishmania de flebotomaos disecados y % infectados ¥ %
ingurgitados 84 108 132 horas de mortalidad de infecciones
L. b. panamensis
1 Lbp 10 13,6 15,5 + 4.8 -2+ g (1M 1 10,0
2 Lbp 4 21.0 225 + 25 -1+ 4 1 125,00
3 Lbp 8 17.0 20,5 + 1.8 -5+ 7 (12,5 2 128.6]
L. m. mexicana
4 L.m.m. 8 15,3 11,3 - 106 -4+ 7 (12.5) 1 (14.3)
l.. m. amazonensis
5 L.m.a. 15 14 .8 12,3 — 11,1 -6+ 14 (6.7 1 7,1}
L. garmharmi
& HM 17 3.0 6,6 — B.25 -9+ 12 {23} 3 (25
TGV 15 14.4 136 + 87— 15+ 12 (33) 6 (50)
8GV 18 8.3 3.6 + 124 — 11 + 11 (38.9) 3 o213
9GV 31 12,9 11.5 + R 5 (16.1)
10 GV RE 12,0 115 + 6,5 - 12+ 27 {3,6) 4 (14.8)
11 JRV 25 14,0 11.8 - 95 - 13 (48) 1 (15,4}
TOTALES 187 x:13,3+2.15 133%X215 761119 147 (214) 29 (19,7

Deyecciones positivas a promastigotos aparecieron entre las 84 y 108 horas des-
pués de la ingesta infectante en dos de las tres especies de Leishamania investigadas; 23
flebdtomos alimentados sobre L. mexicana no excretaron promastigotos hasta las 108 ho-
ras de postingestion. Entre las 108 y 132 horas, se eliminan fecalmente promastigotos de
L. braziliensis, L. mexicana y I.. garnhami en las heces de Lu. townsendi infectados. El
porcentaje de fleb6tomos sobrevivientes y hallados infectados, por diseccidn, vari6 desde
7.1 para un experimento con L. mexicana amazonensis hasta 50 en otro experimento con
L. garnhami. De 187 flebdtomos utilizados en once ensayos, sobrevivieron 147 (78.6%)
y el 19,7% de estos aparecieron infectados con la excepcidn de la cepa JRV de L. garnha-
mi, donde a pesar de haberse encontrado dos flebétomos positivos, no se detecto la excre-
cion de promastigotos. En los diez experimentos restantes hubo concordancia entre la
presencia de infecciones en algunos de los insectos y la eliminacién de excretas con pro-
mastigotos. La técnica de lectura de xenodiagndstico por examen microscopico de las
deyecciones, permitié detectar hasta un flebotomo entre 15 que se alimentaron sobre un
hamster infectado. El nimero de flebétomos utilizados en los ensayos vario desde 4 hasta
31, y la mortalidad, probablemente por efecto de la densidad, parecié aumentar con el
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nimero de insectos confinados en los cilindros de defecacién; en el experimento N9 10,
donde se confinaron 28 insectos, sin embargo, la mortalidad fue menor a la que se regis-
trd en otros experimentos con menos de 15 flebdtomos por envase.

Habiéndose demostrado la posibilidad de utilizar la técnica de xenodiagnostico
como lectura para el examen de las deyecciones de los fleb6tomos, la aplicamos seguida-
mente para detectar infecciones por Leishmania garnhami en Holochilus venezuelae y
Sigmodon hispidus, experimentalmente infectados con la cepa JAP de L. garnhami.

La inoculacién subcutdnea de 250.000 promastigotos en la cola, en cualquiera de
Jas patas o en la trompa de Holochilus o en la cola y patas de Sigmodon produjeron le-
siones discretas, alopécicas o ligeramente hipertréficas a los 90 dias de la inoculacion; los
frotes de las lesiones mostraron numerosos amastigotos en la dermis, y los parasitos se
hallaron circunscritos al sitio de inoculacién y en el drea de las lesiones que siempre fue-
ron limttadas en extension.

Los xenodiagndsticos fueron positivos en cuatro de los cinco animales, en aquel-
los que fueron inoculados en la cola y también en las dos o cuatro extremidades. La lectu-
ra de los xenodiagndsticos, mediante la bisqueda de gotitas de excretas de flebétomos in-
fectados con promastigotos no dieron resultados negativos falsos; de quince exposiciones
de fleb6tomos a animales seguramente infectados, en once oportunidades (73%) no se
registraron infecciones en los fleb6tomos, lo cual indica que la técnica registra, sélo con-
fiablemente, infecciones por Leishmania en un 27% de los casos, cuando las lesiones son
multiples y limitadas (Cuadro 1X).

CUADRO IX

Xenodiagndsticos y excrecion de flagelados por Luizomyia townsendi ingurgitados sobre
dos cricetinae experimentalmente infectados con la cepa “JAP” de L. garnhami

Animales Sitios NO de Flebdtomos | NO de deyecciones | Flebotomos
experimentales inoculados* cilindros | por cilindro positivas por infectados: %
cilindro por cilindro

Sigmodon N?© 1 C 1 18 — 0 —
Sigmodon N© 2 Cvyv PP 2 15 — é {6,67)

15 — —
Sigmodon N©? 3 C,PPyPA 2 15 — 0 -

19 4 + 1(5,2)
Holochilus N9 1 C,PPyPA 4 15 2+ 1 (6,67)

15 — 0 —

17 - 0 —

22 — 0 -
Holochilus N© 2 C,PP,PAYT 6 15 - 0 -

24 3+ 1(4,2)

31 - 0 -

28 — 0 —

12 — 0 -

19 - 0 —
Total de flebotomos 280 4(1,43)

* = (:cola; PP: patas posteriores; PA: patas anteriores; T: trompa.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La aglutinacidén de promastigotos de cultivo por los sueros de hamster, Didelphis
marsupialis y de Holochilus venezuelae infectados experimentalmente con una cepa de
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Leishmania mexicana y dos cepas de L. garnhami (JAP Yy HM), parece estar asociada con
modificaciones de la condicién inmune durante el curso de la infeccién. La progresiva dis-
minucién de los titulos de aglutinacién o la no aglutinacion de los parasitos por los sueros
de los animales que han recibido una o varias cargas antigénicas, parece indicar que estas
infecciones por Leishmania spp desensibilizan al animal, lo que implica una supresion de
la respuesta; esto se ha formulado para explicar las formas diseminadas de leishmaniasts
cutdnea difusa en donde parece producirse, mds un dafio central en relacion con el desar-
rollo de la respuesta celular especifica a leishmania, que a nivel de la expresion periférica
de esta respuesta (Bryceson, 1970y Zuckerman, 1975). La diseminacién cutdnea desarro-
lada por L. enrietti en cobayos, cuando han sido inmunosuprimidos con suero antilinfoci-
tico (Bryceson & Turk, 1971), o cuando la lesién primaria se produjo en la ptel con drena-
ie interrumpido de linfocitos (Kadivar & Soulsby, 1975), revela la deprivacion de células
T, con disminucién de la hipersensibilidad retardada y aumento en la severidad de la in-

feccion.

Recientemente Poulter & Pearce (1980) reportaron que en cobayos destinados al
mantenimiento de las cepas en el laboratorio, se establece una proteccion inmunocelular
que después disminuye con la inmunosupresion del animal.

Es evidente que la presencia de los pardsitos en el hospedador esta condicionada
por un mecanismo de defensa pre-existente, lo que explica la sobrevivencia, multiplica-
cién y distribucién de los parasitos.

la técnica de aglutinacion de pardsitos que hemos ensayado con los modelos
hamster, A, venezuelze y D. marsupialis para el eventual despistaje de animales que podrian
haber estado expuestos a infecciones por Leishmania spp. de la region endémica en que
trabajamos, revela una variable informacion relacionada con los mecanismos bdsicos de
defensa de los hospedadores. Garnham & Humphrey (1969), advierten que existen eviden-
cias de peso, de que una vez que la infeccion se inicia, el curso de la misma, en término de
cronicidad v severidad queda determinada por la falta de mecanismos de defensa del hos-
pedador; a conclusiones similares se ha llegado trabajando con ratones infectados con L.
rropica (Preston et al, 1972, 1978); donde se han registrado niveles bajos de anticuerpos
en el suero de los animales (Bryceson, Bray & Dumonde, 1974); Radwanski et al (1974)
por su parte, no han hallado asociacion entre los titulos de anticuerpos y la recuperacion
de la infeccion, en tanto que Behfourouz, Rezai & Gettner {1976), han registrado tal aso-
ciacion, lo que si es claro, sin embargo, es que los titulos de anticuerpos demostrados por
los métodos de hemaglutinacion o de inmunotlourescencia fluctuan durante el curso de

la enfermedad (Poulter, 1980).

Es bien conocido que el suero normal de varias especies de animales produce rd-
pida inmovilizacién de promastigotos de Leishmania spp. (Urlich, Ortiz & Convit, 1968).
Recientes trabajos con suero de cobayos han demostrado que la actividad litica del suero
sobre los pardsitos es termoldbil, y puede ser abolida en presencia de EDTA, lo que impli-
ca que tales lisis son complemento dependiente y s¢ identifican con una fraccion de IgM
(Poulter & Sundsmo, 1980).

En la bisqueda de reservorios silvestres de pardsitos de los complejos “mexica-
na' y “braziliensis”, sobresalen dos hechos fundamentales. En primer lugar, el hailazgo de
estos pardsitos en la sangre, como ha quedado demostrado cuando se han hecho hemocul-
tivos o se han inoculados animales susceptibles, como ¢] hamster, con sangre obtenida por
cardiopunctura de roedores silvestres aparentemente sanos (Anonimo, 1958; Forattini,
1960 y Torrealba, Gomes-Nufiez & Ulloa, 1972); en estos casos, roedores de los géneros
Proechimys, Kannabateomys, Cuniculus, Dasyprocta y Heteromys dieron hemocultivos
positivos a promastigotos de Leishmania spp. En segundo lugar, el cultivo de trocitos de
piel que no excluye la posibilidad de contaminacion con sangre infectada, arroja también
valiosa informacién; Herrer, Thatcher & Johnson (1966) revelan hallazgos tan importan-
tes como la presencia de L. hertigi en un 75% de Coendu rothschildi, inclusive con repeti-



380 A.L. YARBUH & J.V.SCORZA

dos examenes dentro de un periodo de cinco meses, aislamiento de cepas de L. mexicana
por cultivo de piel de la cola en un 36% de 39 ejemplares de Oryzomys capito, e identifi-
cacién de Choleopus hoffmanni y Bradypus infuscatus como reservorios de L. braziliensis
en Panams. Estos hechos estdn relacionados con los hdbitos alimentarios de Phiebotomi-
nae que pican a los mamiferos, cuyas piezas bucales estan adaptadas para producir peque-
fias hemorragias en la dermis e ingerir sangre de las mismas (Lewis, 1975). La considera-
cién de los hechos anotados, bajo la luz de la alta susceptibilidad de los flebétomos mas-
tozoofilos del Neotrépico a la infeccion con casi cualquiera cepa de Leishmania, hace alta-
mente aprovechable la técnica del xenodiagnéstico con flebétomos en la investigacion de
reservorios silvestres de Leishmanig en América. Carnevali & Scorza (1976) evidenciaron
el desarrollo de una cepa de L. mexicana en Lu. townsendi y en este mismo trabajo que
ahora presentamos, se demuestra la susceptibilidad de esta misma especie de flebotomo a
tres diferentes especies de Leishmania que producen lesiones clinicas.

El porcentaje de Lu. townsendi que se infectan cuando se ingurgitan libremente
sobre un animal seguramente infectado, como en los casos de H. venezuelae v S. hispidus,
es generaimente bajo y no sobrepasa el 7% en lotes de 15 hasta 31 flebétomos disecados.
Estos porcentajes de infecciones experimentales son siempre superiores a los que se regis-
tran normalmente en disecciones de fleb6tomos mastozoofilos capturados en zonas ende-
micas de leishmaniasis con activa transmisién; excepcionales altos valores registraron Biagi,
Biagi & Beltram (1965) y Lainson, Ward & Shaw (1976), de 6,0 y 7,3% para Lu. olmeca
y Lu. umbratilis respectivamente, pero esta no es la regla; generalmente los porcentajes no
alcanzan al 0,5%. Esto sugiere la posibilidad de usar hembras silvestres, de zonas no endé-
micas, particularmente las fototdcticas que son atraidas por cebos luminosos, aunque la
colonizacion de algunas especies neotropicales, particularmente Lu. gomeziy Lu. serrana
(Johnson & Hertig, 1961), Lu. longipaipis (Sherlock & Sherlock, 1959) v Lu. flaviscutel-
lata (Ward, 1977) no parece ofrecer senas dificultades, Lu. townsendi es colonizable en
condiciones de laboratorio, esta especie va actualmente por la cuarta generacion. Sin em-
bargo, creemos que es perfectamente posible utilizar Lu. townsendi silvestres, siempre y
cuando procedan de localidades no endémicas y se incluyan siempre, como control de la
“limpieza” del vector, lotes no menores de 50 hembras que podrian ingurgitarse sobre
hamsteres normales y ser verificados por la misma técnica de lectura que ahora descri-
bimos.

Quienes se han ocupado de la epidemiologia de la leishmaniasis tegumentaria en
la Regién Neotropical, saben cudn endiablado y complicado es el estudio de la cadena bio-
l6gica que eventualmente conduce a la aparicion de casos humanos que, por lo general,
tienen el cardcter de accidentes de baja probabilidad, aunque suelen presentarse en forma
de brotes epidémicos. La excelente revision de Lainson & Shaw (1978) sobre ¢l papel de
los flebétomos incriminados como vectores v de los distintos mamiferos silvestres, usual-
mente considerados reservorios, revela el grado de tal complicacion. Pocos trabajos tienen
la seriedad sistemdtica de los producidos por Shaw & Lainson (1972) en sus estudios lon-
gitudinales sobre las relaciones entre un vector, que usualmente no ataca al hombre como
Lu. flaviscutellata y un roedor que padece la infeccion como Uryzomys capito, para el
mantenimiento de la L. mexicana amazonensis, o los del grupo de Herrer en Panama
(Herrer, Telford & Christensen, 1971; Herrer & Christensen, 1975) sobre reservorios en la
regién del istmo. En Brasil, Forattini (1960) ha contribuido tambi¢n grandemente a 1a in-
vestigacion de reservorios.

Un programa sistemdtico de trampeo para pequefios mamiteros, en un drea endeé-
mica de leishmaniasis tegumentaria del pie de monte de los Andes venezolanos (Soriano,
1977) puede proporcionar, en un semestre (Febrero-Julio, 1976) y con cien trampas por
mes, mds de quinientos animales con representantes de Sigmodon alstont, Zygodontomy's
microtinus, Proechimys guyannensis, Heteromys anomalus, Marmosa robinsoni, Monodel-
phis brevicaudata y Didelphis marsupialis, todos ellos con la excepcion de Sigmodon sp.y
Monodelphis sp., sefialados como reservorios de L. mexicana amazonensis, L. m. pifanoi
y L. m. aristedesi y L. braziliensis braziliensis (Zuckerman & Lainson, 1977; Lainson &
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Shaw, 1978). Entre estos roedores y marsupiales, Proechimys se le ha hallago infectado
con L. mexicana sin exhibir lesiones aparentes o inaparentes (Anonimo, 1956); Herero-
mys anomalus ha revelado infecciones cripticas por L. m. amazonensis, tras la inoculacion
de su sangre en hamsteres (Torrealba et al, 1972) y D. marsupialis por cultivo o inocula-
cion de visceras (Lainson & Shaw, 1973) o por xenodiagnéstico con Lu. townsendi

(Scorza, 1981).

El ejemplo de trampeo citado para una localidad en la region endémica, revela la
necesidad de ensayar metodologias expeditas y econdmicas qué ¢On €3€asos recursos de
personal y ante la presencia de gran numero de animales silvestres capturados, temporal-
mente permitan descartar a aquellos animales que, no exhibiendo lesiones no evidencien
indicios de haber estado en contacto con el pardsito o lo alberguen en forma criptica.

Las dos técnicas que hemos puesto a prueba con modelos experimentales presen-
tan esas ventajas. La cardiopuntura para la extraccion de suero para ensayos de aglutina-
cién pueden servir también para hacer hemocultivos y producir, al menos presumiblemen-
te en Cricétidos como Heteromys, Oryzomys, Akodon, Sigmodon y Echimidos como
Proechimys indicios de infecciones por Leishmania spp. de la region endémica en que tra-
bajamos. El xenodiagnostico con 50 ejemplares de Lu. townsendi y su técnica de lectura
indirecta, tal como lo proponemos, puede confirmar la condicion real de reservorio de un
animal presumido como tal. En estudios epidemioldgicos no basta haliar lesiones con
amastigotos de Leishmania sp. sino precisar que tales parasitos pueden circular a traves de
la cadena de vectores, en esta caso Lu. townsendi, que es un insecto de alta susceptibili-
dad para las tres especies de Leishmania presentes en los Andes venezolanos (Carnevali &

Scorza, 1981).

Las pruebas de aglutinacién de promastigotos con sueros de dos cricétidos, uno
doméstico y otro silvestre, indican claramente su aplicacion para la investigacion de otros
roedores relacionados, que presumiblemente hayan sido picados por flebétomos infecta-
dos. Si bien es cierto que en muchos casos la inoculacién con jeringas de tormas promasti-
gotos de fleb6tomos no siempre producen intecciones patentes, no es menos cierto que
escaso numero de promastigotos de cultivo de cepas recientemente cultivadas, producen
siempre infecciones en hamsteres. En cuanto a los resultados de las inoculaciones en Holo-
chilus venezuelae y Sigmodon hispidus, estos serdn presentados en una comunicacion se-
parada (Scorza & Scorza, 1981).

En conclusion, los resultados de la exploracion del modelo hamster, Holochilus
venezuelae y Didelphis marsupialis, en el despistaje de animales no expuestos a cargas de
Leishmania spp. indican la utilidad de las técnicas de aglutinacion de promastigotos VivOSs
con sueros frescos y del xenodiagnostico con Lu. townsendi, mediante la lectura por ins-
peccién de las deyecciones de los mismos, en la investigacion de muestras poblaciones
de pequefios mamiferos para estudios epidemiolégicos de la leishmaniasis cutdnea en los
Andes de Venezuela.

SUMMARY

Presumptive and confirmative techniques for searching mammals which could be
reservoirs for Leishmania parasites from man are described.

The changes of immobilising and agglutinating titers for promastigotes from
culture by sera from normal and exposed mammals after single or repeated intradermal
inoculation of promastigotes are described. A fall in titers of agglutination is observed in
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sera from hamsters, Holochilus venezuelze and Didelphis marsupialis after inoculation
with 7. mexicana mexicana from Panama and L. garnhami from the Venezuelan Andes
region. The nature of this phenomenon is discussed.

Xenodiagnoses were made with Lutzomyia townsendi on Holochilus venezuelae
and Sigmodon hispidus experimentally infected with L. mexicana mexicana, L. mexicana
amazonensis, L. braziliensis and L. garnhami. The tests were read by means of microscope
examination of stained faeces excreted by sandflies between 108 to 132 hours after feed-
ing on infected animals. Positive results were obtained in 23% of experiments using
mammals with localized lesions, allowing sandflies to feed freely on anesthetized animals
with one to several localized lesions.
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