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RESUMEN 

 

La leishmaniasis es una enfermedad infecciosa que se transmite a través de 

insectos flebótomos del género Lutzomyia. En Suramérica, la leishmaniasis 

cutánea es una enfermedad endémica, presente en gran parte de los países 

que conforman el continente (Amóra, et al., 2009; Maroli, et al., 2013). La 

primera investigación sobre fuentes de sustento de flebótomos y proporción de 

identificación e infección de los vectores, se realizó en Valle Hermoso en la 

provincia de Santo Domingo de los Tsáchilas (Anaguano et al., 2015). El 

presente estudio se llevó a cabo en Macas, provincia Morona Santiago, 

Lumbaquí, provincia Sucumbíos y en Puerto Quito, provincia Pichincha. El 

objetivo fue identificar las especies de flebótomos que habitan en cada 

localidad, determinar sus fuentes alimenticias y detectar la infección natural de 

Leishmania sp.p. en las hembras con ingesta. Se identificaron siete géneros de 

flebótomos: Pressatia, Nyssomyia, Psychodopygus, Lutzomyia, 

Trichophoromyia y Micropygomyia. Se colectaron 146 hembras de flebótomos 

con ingesta. Se identificaron ingestas del orden galliforme (71.2%), ingestas en 

mamíferos, principalmente en cerdos (17.8%), humanos (15.8%), perros 

(12.3%) y vacas (6.1%), además en otros mamíferos silvestres no identificados 

(10.3%) y en otros vertebrados no identificados (7.5%). Se detectó infección de 

Leishmania spp. en el 45% de hembras colectadas. Se detectó una clara 

tendencia de los flebótomos por alimentarse de sangre de aves del orden 

galliforme, esto se observó en las tres localidades muestreadas. Pressatia spp. 

fue el género más común, y además, presentó el mayor porcentaje de infección 

y mayor frecuencia de ingesta aviar. Este estudio proporciona información de la 

distribución, biología y ecología de las especies de flebótomos, lo cual 

constituye una base para la toma de decisiones en cuanto a acciones de 

prevención, protección y control de la enfermedad en las localidades 

analizadas. 

 

Palabras clave: Leishmaniasis, flebótomos, infección natural, PCR, fuente de 

alimentación. 
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ABSTRACT 

 

Leishmaniasis is a tropical disease transmitted by sandflies. In South America, 

cutaneous leishmaniasis is endemic in most countries of the continent (Amora 

et al., 2009; Maroli, et al., 2013). The first study on food sources of flebotoms 

was done at “Valle Hermoso” in Santo Domingo de los Tsáchilas province 

(Anaguano et al., 2015). This study was conducted in three locations: Macas, 

Morona Santiago province, Lumbaquí in Sucumbios and Puerto Quito in 

Pichincha Province; in order to identify the species of sand flies that live in each 

locality, determine their food sources and detect natural infection of Leishmania 

spp in engorged females. Seven genera of flebotoms were identified: Pressatia, 

Nyssomyia Psychodopygus, Lutzomyia, Trichophoromyia and Micropygomyia. 

A total of 146 female sandflies with intake were collected, that fed on galliforme 

(71.2%), pig (17.8%), human (15.8%), dog (12.3%), cow (6.1%), unidentified 

vertebrates (7.5%) and unidentified mammals (10.3%). Leishmania spp. 

infection was detected in 45% of females collected. Sandflies showed a trend to 

feed on birds in the three locations. Pressatia spp. was identified as the most 

common genus, and also with the highest percentage of infection and highest 

frequency of avian intakes. The study provides information regarding the 

distribution, biology and ecology of the species, which is a basis for decision-

making regarding actions of prevention, protection and control of disease in 

communities analyzed. 

 

Keywords: Leishmaniasis, sandflies, natural infection, PCR, power supply. 
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Capitulo I. Introducción 

 

1.1 Formulación del Problema 

  

La leishmaniasis según Guamán, et al. (2013), constituye un conjunto de 

enfermedades infecciosas causadas por un parásito protozoario intracelular de 

la familia Tripanosomatidae del género Leishmania. El protozoario del género 

Leishmania se transmite por moscas de los géneros Phlebotomus y Lutzomyia 

(Calvopiña, et al., 2012). Esta enfermedad afecta preferentemente a los 

mamíferos, en especial a los perros y los humanos. El padecimiento presenta 

tres formas clínicas, que van desde lesiones muco-cutáneas y cutáneas, hasta 

afectación visceral (Nieves et al., 2014).  

 

Esta enfermedad es considerada como la novena enfermedad de importancia 

de transmisión vectorial entre las enfermedades infecciosas individuales, no 

obstante, la leishmaniasis es catalogada como una “enfermedad olvidada” 

(Alvar et al., 2012). En Latinoamérica, tanto el diagnóstico prematuro como el 

control de la endemia poseen grandes retos y restricciones, uno de ellos es la 

falta de información sobre el tipo y frecuencia de los animales reservorio (Alvar 

et al., 2012; OMS, 2010; Salomón, 2009).  

 

Se considera que el número de casos está subestimado en América del Sur, 

Según Alvar et al. (2012), y Hotez et al. (2007), se estima que en Brasil cada 

año se producen entre 20.000 a 40.000 muertes como consecuencia de la 

leishmaniasis, siendo este uno de los diez países con mayores reportes de la 

enfermedad. En el Ecuador y países vecinos como Perú, Colombia y Brasil, 

son pocos los recursos que se destinan para la prevención y control de la 

enfermedad. La falta de apoyo financiero en programas de investigación para el 

control y eliminación de la enfermedad, así como la carencia de un sistema 

adecuado de control vectorial se traduce en costos para la salud pública. 
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La leishmaniasis es considerada como frecuente en Ecuador, se registra que 

23 de las 24 provincias del país han reportado casos de esta enfermedad, con 

aumento en su distribución y frecuencia (Guamán et al., 2013). Recientes 

investigaciones en Ecuador, en su generalidad, se han encaminado en el 

estudio del parásito, sus efectos en la salud humana y en la ecología del 

parasito (Ofelia, et al., 2011). 

 

Según Salomón (2009), los pocos estudios realizados en Ecuador son el reflejo 

de la complejidad del desarrollo de estudios ecológicos, dado principalmente 

por la dificultad en la diferenciación de las especies y en la determinación de 

inoculaciones naturales. 

 

Se ha evidenciado una correlación directa entre la presencia de varias especies 

de flebótomos, y de casos de leishmaniasis con las poblaciones rurales, donde 

el ganado se halla en las proximidades de las viviendas, lo que facilita la 

manutención oportunista del vector con sangre de animales y humanos (Davies 

et al., 2000). 

 

Otros factores que inciden en la elevada frecuencia de transmisión, son las 

condiciones ambientales favorables para el desarrollo del vector, los cultivos de 

café y cacao que son un continuo de los bosques en las áreas endémicas  y 

que constituyen zonas propicias para el desarrollo del vector (OMS, 2010). “La 

leishmaniasis puede transmitirse por jeringuillas compartidas entre 

consumidores de drogas intravenosas, por transfusiones de sangre y de forma 

congénita, de la madre al hijo, pero estos modos de transmisión son más raros 

que la transmisión por vectores” (OMS, 2010), es por ello que este trabajo se 

enfoca en la epidemiología de la leishmaniasis, la distribución y preferencias 

alimentarias del vector. 
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1.2 Justificación 

 

El alimento sanguíneo de flebotominos determina el potencial biológico, 

reproductivo e incremento poblacional de flebótomos lo que influye en la 

capacidad vectorial. 

 

En Ecuador, la única investigación sobre fuentes de alimentación e 

identificación de la infección en los individuos flebótomos, se realizó en la 

localidad de Valle Hermoso-Santo Domingo, zona hiperendémica de 

leishmaniasis (Anaguano et al., 2015).  

 

Este trabajo se realizó en dos provincias con incidencia significativa de 

leishmaniasis, según datos del Ministerio de Salud Pública en el 2015. 

 

Actualmente, el empleo de tecnologías moleculares posibilita la investigación 

efectiva de la conducta vector-hospedero y el desarrollo de mejores métodos 

para controlar el vector en la enfermedad (Anaguano et al., 2015; Kent et al., 

2005; Sant´Anna et al., 2014). El manejo de técnicas a nivel molecular 

asentadas en PCR permiten la identificación de la presencia o ausencia de 

leishmania en los vectores, con ayuda de marcadores nucleares como es el 

caso de ITS se logra revelar de modo directo su infección (Abbasi, et al., 2009; 

Ken et al., 2005; Ngo et al., 2003; Sant´Anna et al.,2008). 

 

Los resultados de esta investigación generan información para la construcción 

de bases de datos sobre las fuentes de infección original y alimentarias de los 

flebótomos con Leishmania spp. Esto incrementa el conocimiento de la 

epidemiología de esta enfermedad, la caracterización de hospederos 

implicados, los mecanismos de propagación y el conocimiento de la conducta 

ecológica del vector. Dicha información contribuirá a reforzar interpretaciones 

bioecológicas y bioepidemiológicas.  

 

Esta información es fundamental para los sistemas de salud pública que 

trabajan en el control y disminución de la incidencia  de leishmaniasis cutánea  
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en Ecuador,  que durante los últimos años han registrado un mayor número de 

casos.    

1.4 Objetivos 

 

1.4.1 Objetivo General 

 

Detectar mediante técnicas moleculares los hospederos de los que se 

alimentan los especímenes de Lutzomyia spp. y determinar la infección natural 

de Leishmania spp. 

 

1.4.2 Objetivos específicos 

 

 Identificar la diversidad de especies de Lutzomyia en las localidades de 

estudio. 

 Determinar la procedencia de la ingesta sanguínea en hembras de 

Lutzomyia mediante el uso de Reacción de la Cadena Polimerasa 

Multiplex. 

 Detectar la presencia de Leishmania en hembras de Lutzomyia  

mediante el uso de ITS1 en la Reacción de la Cadena Polimerasa. 
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Capítulo II. Marco Teórico 

 

2.1. Leishmaniasis 

 

2.1.1. Generalidades 

 

El protozoario Leishmania se congrega en el phylum Sarcomastigophora, clase 

Zoomastigophora, orden Kinetoplastida, suborden Nematocera, familia 

Trypanosomatidae y género Leishmania. 

 

A pesar de que existen polémica en cuanto a la clasificación taxonómica de las 

especies de flebótomos en América, la mayoría de los investigadores admiten 

la propuesta de Lewis et al. (1974) para los flebótomos de la región neotropical, 

seguida de la propuesta de Young y Duncan (1994), donde se reconocen tres 

géneros Lutzomyia, Brumptomyia y Warileya (Maroli et al., 2013; OMS, s.f.). 

Sin embargo, Galati (2003) en su revisión registró 464 especies de flebótomos, 

23 géneros, 20 subgéneros y tres grupos de especies y 28 series (OMS,s.f.). 

Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) es un protozoo que origina un 

grupo de enfermedades identificadas como leishmaniasis (Claborn, 2010; 

Nicolas et al., 2002). La cual alberga dos subgéneros, Leishmania y Viannia, y 

su diferencia está dada por la zona donde se radica y desarrolla, 

específicamente en el tracto digestivo dentro del flebotomíneo. Según 

Calvopiña et al. (2012), estos vectores en el viejo mundo corresponden al 

género Phlebotomus y en el neotrópico al género Lutzomyia. Igualmente, la 

leishmaniasis posee una inmensa diversidad de huéspedes dentro de las 

especies de vertebrados (Dostálová y Volf, 2012). 

 

“La leishmaniasis sigue siendo una de las enfermedades más desatendidas en 

todo el mundo, y afecta predominantemente a los más pobres, sobre todo en 

los países en desarrollo” (OMS, s.f.). 
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Esta enfermedad se manifiesta mayormente en las áreas rurales y suburbanas, 

donde el índice de pobreza y los contextos del sistema de salud son 

insuficientes (OMS, s.f.). Además, a esta problemática se puede incrementar 

aspectos como la perseverante migración interna, el crecimiento poblacional, la 

movilidad de personas buscando trabajo entre áreas endémicas de esta 

enfermedad y el incesante avance de proyectos petroleros en zonas donde el 

ciclo de propagación ha ido en aumento constante, lo cual incrementa el riesgo 

de contacto entre las personas, el vector y el parásito (Desjeux, s.f.). 

 

En todo el mundo, 22 especies de Leishmania son clasificadas como 

patogénicas para el ser humano, de ellas, 15 están radicadas en el continente 

Americano (OPS, s.f.). La leishmaniasis posee una alta morbilidad en América 

y además presenta una extensa distribución, a su vez, su expansión zoonótica 

demanda varias especies de parásitos, vectores y reservorios (OPS y OMS, 

s.f.).  

 

Por tales motivos, la Organización Mundial de la Salud (OMS) reporta que la 

enfermedad en cuestión es una problemática de salud pública y una 

enfermedad tropical desatendida (OMS, s.f.).  

 

En el caso de algunos países vecinos de Ecuador, como Brasil, la enfermedad 

se manifiesta en aproximadamente 3.000 nuevos casos reportados cada año, 

donde “los datos del 2011 muestran que la leishmaniasis cutánea llegó a 7,3 

millones de personas en el norte, 5.200 en el noreste y 986 en el sudeste” 

(Saude, 2013); de igual manera, en Perú han sido reportados un promedio de 

7.277 casos de leishmaniasis cutánea y 401 casos de la forma mucocutánea 

por año, esto en el periodo comprendido desde 2003 hasta 2013, donde el 

acumulado de casos asciende a los 84.462 reportes (Ministerio de Salud Perú, 

s.f.). 
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También se tienen referencias sobre el comportamiento de la enfermedad en 

Colombia, donde: 

 

“(…) la Leishmaniasis representa un problema creciente de salud 

pública con un incremento significativo en la incidencia, pasando 

de un registro promedio anual de 6.500 casos a un promedio anual 

de casi 22.000 casos. Desde el 2002 se viene registrando un 

incremento de casos de leishmaniasis cutánea y según fuente del 

SIVIGILA desde el 2003 al 2007, se notificaron alrededor de 70000 

casos, a partir de ese año se ha registrado una ligera disminución” 

(INS Colombia, s.f.). 

 

En el año 1920, se diagnosticó el primer reporte de leishmaniasis en Ecuador 

(Zapata, Mejia, et al., 2012), en la actualidad es endémica en las regiones 

Sierra, Costa y Amazonía. Las áreas con condiciones climáticas que favorecen 

la presencia de los flebótomos se presentan a elevaciones entre 300 a 1500 

metros sobre el nivel del mar (Armijos et al., 1997). 

 

A esta enfermedad se le conoce con diferentes nombres los cuales varían por 

regiones. En la Costa es nombrada como charra colombiana, charra brava o 

sarna brava. En la zona Amazónica se nombra milliaa caracha o ulcera brava 

cuando se habla de leishmaniasis cutánea, y en el caso de la muco-cutánea se 

le conoce como lepra de montaña. En los Andes es conocida como nigua de 

ratón o grano malo. No obstante, existe una coincidencia entre las tres regiones 

sobre el nombre del vector que provoca la enfermedad, al cual reconocen como 

manta blanca (Calvopina, 2004; Hashiguchi, 2014). 

 

2.1.2. Distribución geográfica 

 

Según la Organización Panamericana de la Salud (OPS), en el año 2015 la 

proliferación de casos de leishmaniasis muco-cutánea y cutánea tuvo un 

aproximado de 3.058 casos. Asimismo, la existencia de zonas con bosques  
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subtropicales y tropicales del tipo densa, húmeda, templada y seca conlleva a 

que aumente drásticamente la cantidad del número de casos señalados, esto 

debido a que dichas zonas son los nichos ecológicos apropiados para el 

desarrollo del vector y sus reservorios. En la figura 1, se muestran las zonas 

endémicas de leishmaniasis cutánea a nivel mundial.
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Según informes del Ministerio de Salud Pública, en Ecuador, durante el período 

2002-2013, la enfermedad en cuestión se registra en 23 de las 24 provincias 

existentes, a excepción de Galápagos, según los casos observados, hubo una 

tasa de 1512 casos anuales y un promedio de incidencia de 9,7 por 100.000 

habitantes.  

 

Según la Dirección Nacional de Vigilancia Epidemiológica (2015), el mayor 

número de casos reportados en el país se centran en cuatro provincias: 

Pichincha, Esmeraldas, Morona Santiago y Orellana. 

 

Teniendo en cuenta esta situación, se decidió realizar la investigación en 

localidades de la provincia de Pichincha, Sucumbios y Morona Santiago, 

principalmente por las incidencias de la enfermedad en dichas áreas; además 

se consideró una localidad de Sucumbíos, ya que en dicha provincia no se han 

realizados estudios de esta índole, a pesar de ser una zona endémica de 

lutzomyia con caracteristicas climáticas idóneas para el desarrollo de este 

flebótomo. de esta manera se puede realizar un estudio mas completo donde 

se tiene en cuenta la comparación de dos zonas con características diferentes 

como es el caso de la Sierra y la Amazonía. 

 

2.1.3. Epidemiología 

 

La leishmaniasis es considerada como una problemática de salud pública por la 

Organización Mundial de la Salud y Organización Panamericana de la Salud en 

los últimos años, debido a que puede causar incapacidad, mutilaciones y hasta 

la muerte (Organización Mundial de la Salud, s.f.). “Mundialmente, se estima 

que existen 200 millones de personas expuestas al riesgo de infección y 

300.000 casos anuales de leishmaniasis cutánea” (Guamán, 2013). 

 

Múltiples causas han motivado el creciente interés en su epidemiología, 

programas de vigilancia y control para el diagnóstico prematuro, un tratamiento 

adecuado y la disminución de contacto entre el vector y el ser humano en los 
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países donde se encuentra esta enfermedad de manera endémica (Claborn, 

2010). 

 

“Podría estimarse que alrededor de 3000 a 4500 personas pueden 

contraer la enfermedad cada año en nuestro país y que el riesgo 

de contraer esta enfermedad es tan alto que de 3.1 hasta 4.5 

millones de personas podrían estar en alto riesgo de contraer 

Leishmaniasis” (Guamán, 2013). 

 

De ahí la importancia que tiene la vigilancia epidemiológica y el desarrollo de 

acciones preventivas para reducir en mayor medida los riesgos de infección y 

propagación de la enfermedad. 

 

2.1.3.1 Leishmaniasis cutánea 

 

Es también reconocida como Leishmaniasis tegumentaria americana, es 

endémica de Ecuador y se encuentra en zonas tropicales y subtropicales, 

además, también se puede encontrar en los valles interandinos (Calvopiña, et 

al., 2013). 

 

En su forma clínica este padecimiento afecta las áreas del cuerpo donde 

ellebótomo tiene acceso a la piel desnuda. “El espectro clínico de la 

leishmaniasis cutánea es amplio y puede simular el de otras enfermedades 

cutáneas” (OMS, s.f.). Asimismo, los parásitos asociados a la leishmaniasis 

cutánea para el continente americano son: Leishmania braziliensis y 

Leishmania mexicana, y para el viejo mundo Leishmania major (Claborn, 2010).  

 

La lesión se muestra como una pápula que seguidamente se convertirá en una 

ulcera que provoca dolor y comezón, esta lesión emerge en el lugar donde se 

dio la picadura de la mosca. Igualmente, existe otro ejemplar de leishmaniasis 

cutánea nombrada difusa, en la cual las laceraciones se extienden por toda la 
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piel asemejándose a la lepra (Claborn, 2010; Organización Mundial de la Salud, 

s.f.). (Ver Anexo 1) 

 

2.1.3.2 Leishmaniasis muco-cutánea 

 

Esta se halla en zonas tropicales y húmedas con un índice pluvial frecuente, 

también logran residir en zonas secas (Roqueline et al., 2014; Calvopiña et al., 

2013). 

 

También es causada especialmente por la Leishmania braziliensis y en 

ocasiones por la Leishmania aethiopica.La leishmaniasis muco-cutánea origina 

lesiones destructivas y deformantes en las áreas donde se desenvuelven, logra 

ser tal el daño que puede llegar a causar la muerte de la víctima (Roqueline et 

al., 2014; Organización Mundial de la Salud, s.f.). (Ver Anexo 2) 

 

“Muchas lesiones permanecen localizadas, pero en algunos casos, 

los parásitos pueden propagarse a través de los vasos linfáticos y 

producir lesiones secundarias en la piel o, en ocasiones, en las 

mucosas, llamándose de tipo mucocutánea; cabe recalcar que en 

este caso es muy común la afectación de ganglios linfáticos 

vecinos” (Guamán, 2013). 

 

2.1.3.3 Leishmaniasis visceral 

 

La Leishmaniasis visceral, o también conocida como kala-azar, se presenta en 

su mayoría en países como: India, Bangladesh, Sudán, Sudán del Sur, Etiopía 

y Brasil (Uribarren, 2015). “Los agentes etiológicos pertenecen al complejo L. 

donovani. Se estiman unos 400 000 casos nuevos/año, y se considera que 1 

de cada 10 pacientes fallece debido a la enfermedad” (Uribarren, 2015). 

 

Existen varias formas en las que se puede manifestar esta infección, dígase: 

asintomática, aguda o crónica, donde “los niños con algún grado de 
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desnutrición y los sujetos HIV positivos” (Uribarren, 2015) constituyen los 

individuos de mayor riesgo de adquisición de la enfermedad. Los tiempos de 

incubación de la enfermedad son relativos, puesto que varían de meses a 

años, donde la sintomatología se da generalmente de manera insidiosa, en 

ciertos casos se manifiesta con un nódulo como única sintomatología de la 

enfermedad. Por lo general esta enfermedad no presenta cuadros agudos, por 

lo que cuando es evidente su diagnóstico, ya se considera en estado grave, la 

mortalidad es segura al cien por ciento sino se aplica un tratamiento adecuado 

(Uribarren, 2015). 

 

En el caso de la forma visceral de la enfermedad, esta no ha sido demostrada 

en Ecuador, a pesar de estar presente en países vecinos como Colombia, en 

un estudio realizado en 235 personas y 35 perros de la Amazonia en Arajuno-

Pastaza no se encontró ningún caso (Calvopiña, 2004). 

 

2.2. Flebótomos 

 

2.2.1. Apariencia y comportamiento 

 

Los flebótomos son diminutos insectos de la familia Psychodidae del orden 

Diptera con una longitud que puede variar de 2 a 3 mm. Su coloración varía 

entre el blanco a casi negro.  

 

Los flebótomos tienen tres tipologías que lo hacen fácil de conocer entre el 

resto de los insectos: sus alas crean un ángulo sobre el abdomen cuando se 

hallan en estado de reposo, su cuerpo está todo cubierto por un fino bello y 

contrario al resto de otras moscas, su vuelo es breve y discreto con un 

característico movimiento a manera de salto. Diferentes estudios han 

confirmado que la distancia de vuelo puede variar entre especies pero muy rara 

vez se extiende a un kilómetro. Su máxima velocidad en vuelo es un poco 

menos de 1m/seg (OPS y OMS, s.f.).  
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El entorno en el que se desarrollan por lo general es entre frío y húmedo, por 

este motivo, suelen localizarse en casas; establos; letrinas; rocas; cuevas; o en 

el mismo suelo; igualmente en lugares con una vegetación densa, dentro de 

guaridas de roedores y otros mamíferos; nidos de pájaro y termitas. Su 

actividad física es noctámbula o en el crepúsculo vespertino, gracias a ello son 

muy pocas las especies que logran picar durante el día.  

 

Tan solo los flebótomos hembras se sustentan de sangre para engendrar sus 

huevos, sus picaduras son bien dolorosas, casi en su totalidad son exofágicas, 

es decir, pican al aire libre, pero también existen especies exofílicas que son 

aquellas que reposan al aire libre durante las etapas de maduración de huevos. 

Además, existen especies endofílicas que reposan en el nido durante la 

gestación de huevos (Killick-Kendrick, 1999; Maroli et al., 2013). 

 

Actualmente se reconocen cerca de 800 especies de flebótomos, distribuidas 

en cinco géneros importantes; tenemos Phlebotomus (94 especies) en el viejo 

mundo y Sergentomyia (258 especies) y las Américas Lutzomyia (379 

especies), Bruptomyia (23 especies) y Warileya (5 especies) de estos, los 

géneros Phlebotomus y Lutzomyia han sido tratados como vectores de 

Leishmania (Young, et al, 1994, Anaguano, 2014).  

 

Por otro lado, Guamán realiza la siguiente descripción respecto al desarrollo 

morfológico del parásito que provoca la enfermedad de Leishmamyia sp.p: 

 

“El parásito causante de la Leishmaniasis presenta dos estados 

morfológicos, siendo su primer estado el promastigote, presente 

de forma extracelular y ubicada en el intestino del vector, el cual 

es inoculado dentro de los hospedadores, entre ellos el hombre. 

Una vez inoculado por la picadura del mosquito vector, estos 

promastigotes se transforman en su segundo estado morfológico, 

conocido como amastigote, siendo esta forma parasitaria la que es 

observada en los frotis para realizar el diagnóstico de la 
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enfermedad, y la que se encuentra de manera intra-lesional en los 

bordes de las ulceras de los pacientes infectados. Luego de un 

periodo que oscila entre 2 semanas a 2 meses (incubación), se 

inician las manifestaciones clínicas en la piel” (Guamán, 2013). 

 

2.2.2. Distribución del vector 

 

Las moscas de arena se hallan repartidas fundamentalmente en las regiones 

con un clima cálido en todo el mundo, incluyendo el sur de Europa, África, Asia, 

Australia, América del Sur y América Central, exceptuando las islas de Pacífico 

y Nueva Zelanda (Killick-Kendrick, 1999; Maroli et al., 2013; Ready, 2013). 

Referente a la altitud donde pueden encontrarse, estudios han manifestado la 

capacidad de este vector de acuerdo con su presencia en un amplio rango de 

elevación, que va desde 5 a 3300 metros sobre el nivel del mar (Anaguano et 

al., 2015; Maroli et al., 2013).  

 

2.2.3. Biología del vector 

 

En contradicción con los mosquitos culícidos, los flebótomos en sus fases 

inmaduras no requieren de agua para cumplir su desarrollo, aunque precisan 

de hábitats cálidos y húmedos. Los flebótomos presentan una metamorfosis 

completa, la cual se fracciona en cuatro fases: huevo, larva (cuatro estadios), 

pupa y adulto. Las hembras adultas realizan la ovoposición y lo hacen en 

lugares con abundante materia orgánica, pues esta provee de resguardo, 

humedad y sustentación a las larvas recién surgidas.  

 

Los huevos miden un aproximado de 0.3-0.5 mm de longitud, tienen en sus 

comienzos una coloración blanca o gris claro, aunque tienden a tomar una 

coloración marrón oscuro o negro posteriormente a la ovoposición.  

 

Las hembras necesitan de sangre para terminar la producción del lote de 

huevos. Su nacimiento es variable de acuerdo a la temperatura y el progreso 
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de las larvas es normalmente lento. Al mismo tiempo, solo unas pocas 

especies de flebótomos son aptos para producir huevos viables sin necesitar 

extraer sangre (Killick-Kendrick, 1999; Maroli et al., 2013; Ready, 2013). 

 

2.2.5 Fuentes de alimentación de los flebótomos  

 

La determinación de los vertebrados que actúan como reservorios de 

Leishmania es muy importante para tener una mejor visión y referencia del ciclo 

epidemiológico de la leishmaniasis y aporta información trascendental a la hora 

de tomar medidas de control sobre la enfermedad (Ashford, 1996). 

 

Mediante la identificación de los animales que constituyen las fuentes de 

alimentación de las especies de vectores hembras, es una manera efectiva de 

determinar cuáles serían los potenciales reservorios de la leishmaniasis 

(Haouas et al. 2007).  

 

En el continente americano se ha empleado la observación directa como medio 

fundamental para la determinación de las fuentes alimenticias, donde se 

emplean trampas con diferentes animales y se evalúa la atracción de las 

distintas especies flebotomías hacia dichos animales de prueba, seguido del 

análisis del patrón de cristalización de la hemoglobina animal contenida en el 

tracto digestivo del individuo y mediante el empleo de ensayos de Precipitina o 

ELISA para el análisis serológico de la sangre obtenida del flebótomo analizado 

(Tesh et al. 1971, Tesh et al. 1972, Morrison et al. 1993, CIDEIM 1994, 

Cochero 2002, Nery et al 2004, Marassa et al. 2004, Marassa et al. 2006, 

Oliveira et al. 2008). 

 

Gracias a los ensayos serológicos se han podido reducir el número de 

potenciales especies que actúan como reservorios de la enfermedad, y a su 

vez, constituye una fuente iimportante de información respecto a las 

preferencias alimentarias de los flebótomos en su ambiente natural (Tesh et al. 

1971, Tesh et al. 1972, Nery et al. 2004, Marassa et al. 2004).  
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No obstante, a pesar de la utilidad de las técnicas mencionadas sobre la 

necesidad de comprender la epidemiología de la leishmaniasis, es importante 

referir la dificultades que estas representan debido a la alta diversidad de 

potenciales reservorios y a la carencia de sus respectivos antisueros, también 

como dificultades se debe contemplar el proceso digestivo de los flebótomos 

que inciden y afectan la estructura primaria y tridimensional de los antígenos a 

detectar con una consecuente pérdida de especificidad y/o sensibilidad, y 

periodo de tiempo demasiado corto para la de detección una vez que ha 

ocurrido la ingesta sanguínea, tiempo que no excede las 24 horas (Marassa et 

al. 2004, Haouas et al. 2007).  

 

Actualmente se emplean técnicas de biología molecular como una opción 

sensible y reproducible que posibilita superar dichas dificultades técnicas 

(Chow-Shaffer et al. 2000, Ngo and Kramer 2003, Kent and Norris 2005, Meece 

et al. 2005, Oshaghi et al. 2006, Haouas et al. 2007, Abbasi et al. 2009).  

 

El gen citocromo b (Mt-Cyb) constituye el estándar para la identificación de 

fuentes alimentarias puesto que es de origen mitocondrial y permite alcanzar 

miles de copias por células (Berry et al. 2000, Svobodová et al. 2009), no 

obstante, con el empleo de este gen se puede co-amplificar secuencias del 

insecto vector lo que ha hecho necesaria la búsqueda de marcadores genéticos 

exclusivos de vertebrados que puedan ser utilizados para el mismo fin.  

 

Desde hace poco tiempo, se ha propuesto el gen nuclear de copia única 

PNOC, como candidato para remplazar a futuro el gen Mt-Cyb (Haouas et al. 

2007), “este gen es característico de vertebrados y codifica el precursor 

proteico de la Nociceptina/Orfanina FQ, un péptido asociado a la diferenciación 

celular neuronal y vías de dolor” (Mollereau et al. 1996, Zaveri et al. 2000, 

Zaveri et al. 2002, Zaveri et al. 2006). 
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Capítulo III. Metodología 

 

3.1 Instituciones participantes 

 

El trabajo que se titula: DETECCIÓN MEDIANTE TÉCNICAS MOLECULARES 

DE HOSPEDEROS ALIMENTICIOS DE LUTZOMYIA E INFECCIÓN NATURAL 

CON LEISHMANIA sp. EN LAS PROVINCIAS DE MORONA SANTIAGO, 

PICHINCHA Y SUCUMBÍOS, fue elaborado en los laboratorios del Centro de 

Investigación Traslacional (CIT) de la Universidad de las Américas en 

cooperación con el área de Entomología del Instituto Nacional de Investigación 

en Salud Pública (INSPI). Esta investigación se adjunta al proyecto “Sistema 

nacional de vigilancia y alerta temprana para el control de los vectores de 

Malaria y Leishmaniasis”, proyecto que se realiza con el fomento de la 

SENESCYT y la UDLA. Gran parte de esta investigación ha sido de inspiración 

para el proyecto de pregrado antes de la obtención del grado de Ingeniería en 

Biotecnología de la Universidad de las Américas-UDLA. 

 

3.2 Procedimientos 

 

3.2.1 Áreas de estudio 

 

Esta investigación se efectuó en tres localidades de las provincias de Morona 

Santiago, Pichincha y Sucumbíos. 

 

La primera colecta se realizó en la provincia de Morona Santiago, donde 

previamente se efectuó un estudio en la localidad de Macas. Según la 

Dirección Nacional de Vigilancia Epidemiológica, Ministerio de Salud Pública 

del Ecuador (2015), en el cual se encontraron alrededor de 99 casos de 

leishmaniasis durante el año 2015. Geográficamente, la parroquia de Macas se 

encuentra ubicada a 2,18381° latitud sur, 78,06093° de longitud oriental y a una 

altura de aproximada de 1176 metros por encima del nivel del mar (Figura 2). 

Macas es una región donde la temperatura media es de aproximadamente 
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20°C, cuyo clima se caracteriza por ser cálido – húmedo, con abundantes 

precipitaciones anuales de 2000 mm aproximadamente, lo que posibilita que 

las temperaturas se mantengan elevadas prácticamente todo el año (Palacios y 

Ontaneda, 2013). 

 

 

Figura 2. Mapa de la zona de colecta en la provincia de Morona Santiago 

Tomado de: Instituto Nacional de Investigación en Salud Pública (INSPI) s.f. 

 

La segunda colecta fue realizada en la localidad de Puerto Quito, ubicada al 

noroccidente de la provincia de Pichincha. Según la Dirección Nacional de 

Vigilancia Epidemiológica. Ministerio de Salud Pública del Ecuador (2015), se 

encontraron alrededor 332 casos de leishmaniasis durante el 2015. 

Geográficamente, se encuentra ubicada en 0,10792° de latitud norte, 

79,23088° de longitud oriental y con una altura de 135 msnm aproximadamente 

(Figura 3). 

 

Esta zona es considerada lluviosa- tropical, cuyas temperaturas oscilan entre 

los 18 y 33°C en verano, llegando a alcanzar los 38°C, donde las temperaturas 

medias anuales son de aproximadamente 25.5°C y una humedad relativa del 
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67%. Las precipitaciones anuales son de aproximadamente 190-690 mm 

(Palacios y Ontaneda, 2013). 

 

 

 

Figura 3 .Mapa de la zona de colecta en la provincia Pichincha 

Tomado de: Instituto Nacional de Investigación en Salud Pública (INSPI) s.f. 

 

La tercera y última colecta se realizaron en la localidad de Lumbaquí, ubicada 

en la cabecera cantonal del cantón Gonzalo Pizarro, provincia de Sucumbíos al 

noreste de Ecuador, correspondiente a la región amazónica. Según la 

Dirección Nacional de Vigilancia Epidemiológica. Ministerio de Salud Pública 

del Ecuador (2015), se encontraron alrededor 62 casos de leishmaniasis 

durante el 2015. Geográficamente, se encuentra ubicada en los 0.04309° de 

latitud norte y 77,33164° longitud oriental, a una altura de 520 msnm 

aproximadamente (Figura 4). Esta zona, en la medida en que se adentra en la 

región amazónica, varia en cuanto a su temperatura, vientos y humedad, es 

considerada una zona de clima tropical húmedo con altas temperaturas, donde 

las temperaturas medias anuales son de aproximadamente 28°C y una 
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humedad relativa del 90%. Las precipitaciones medias anuales son de 

aproximadamente 3500-4800 mm (Palacios y Ontaneda, 2013). 

 

 

 

Figura 4. Mapa de la zona de colecta en la provincia de Morona Santiago 

Tomado de: Instituto Nacional de Investigación en Salud Pública (INSPI), s.f. 

 

3.2.2 Recolecta de flebótomos en campo 

 

Para la recolección de especímenes de flebótomos se utilizaron dispositivos de 

trampas de luz normal tipo CDC (BioQuip Products, USA) (Figura 5), las 

mismas se utilizan en capturas nocturnas y funcionan atrayendo a las lutzomias 

mediante la luz y estas a su vez son absorbidas por un flujo de aire creado por 

la hélice (Córdova, et al, 2011; Desjeux, P, 2004). 
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Figura 5.  Trampas de CDC de luz normal empleadas para la colecta de flebótomos en campo. 

 

El empleo de estas trampas en cada sitio de trabajo se apoyó en la guía de 

transecto lineal. En este modelo, se suprimen las elevaciones del suelo, 

tomado un cotejo como si se localizara todo a una misma altura, asentando 

todo espécimen que llega a la línea del transecto. Para esta labor, se requiere 

la ubicación estricta del sitio de estudio en un mapa, seguido de datos 

ambientales del área (Anaguano et al., 2015). Las trampas fueron situadas en 

seis puntos del sitio de estudio a una distancia de 150 m entre cada una de 

ellas, comenzando por el punto más próximo al sitio domiciliar, luego en el peri 

domiciliar y el último punto se ubicó en bosques. 

 

Las capturas se efectuaron en dos viajes de campo en dos épocas del año 

(seca-lluviosa). La primera colecta se efectuó en las dos localidades en los 

meses de septiembre y octubre, los cuales corresponden a la temporada seca. 

El segundo período de captura fue en los meses de marzo y abril, época de 

lluvias. Las colectas se ejecutaron durante tres noches seguidas y la instalación 

de las trampas se realizó desde las 18h00 hasta las 06h00 del día siguiente 

(Figura 6). 
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Figura 6. Colecta de flebótomos 

a) Colecta de flebótomos durante la temporada seca 

b) Colecta de flebótomos durante la temporada lluviosa 

 

Las trampas se colocaron a una altura máxima que no sobrepasó el 1 m en 

todas zonas, en la zona domiciliar se colocaron justo detrás de las estructuras 

de las casas de campo a aproximadamente unos 150-300 metros de estas 

(Figura 7), en la zonas peri-domiciliares las trampas fueron ubicadas a partir de 

los 300 hasta los 450 metros alejados de las casas, donde generalmente se 

encuentran los corrales de animales domésticos, ganaderos y los cultivos, que 

por lo general se trataban de cultivos de café o cacao (Figura 8); y en último 

caso se tienen las trampas ubicadas en el bosque, donde se consideró una 

lejanía de 450-600 metros aproximadamente de las casas, en lugares propicios 

para la captura, donde se tuvo en cuenta que fuese de follaje cerrado para 

evitar el traspaso de luz y a su vez, con hábitats propicios para la presencia de 

flebótomos. También se consideraron, guaridas de animales silvestres y riveras 

de ríos (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

a) b) 
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Figura 7.  Ubicación de trampas en zona domiciliar 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 8. Ubicación de trampas en la zona peri-domiciliar.  
a) Cerca de corrales 
 b) En cultivo de café y cacao. 

 

 

 
Figura 9. Ubicación de trampas en la zona de bosque.  

a) Rivera de río y 
b) Madriguera de animal silvestre. 

 

 

 

a) b) 

a) b) 
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3.2.3 Procesamiento, montaje e identificación taxonómica de flebótomos 

 

Todos los insectos colecctados en el campo fueron mantenidos vivos en la red 

de la trampa, posteriormente se sacrificaron exponiéndolos a 4°C durante una 

hora, luego los individuos se colocaron en cajas Petri de plástico para ser 

trasladados y procesados en el laboratorio manteniéndolos a 4°C para su 

conservación. Posteriormente, se separaron los flebótomos del resto de 

individuos colectados, y luego se clasificaron por día, trampa y época de 

colecta, para lo cual se empleó un estereoscopio Discovery VI2 (ZEISS, 

Alemania). Los individuos identificados como Lutzomyias, se separaron en 

machos y hembras, a su vez, las hembras se separaron en hembras sin y con 

ingesta sanguínea (Figura 5).  

 

Para el procesamiento general se realizó la individualización empleando 

microtubos  de PCR, lo que permitió la manipulación de los individuos y evitó la 

contaminación de unos con otros. 

 

Una vez identificados los géneros de flebótomos, se seleccionaron los que 

presentaron ingesta para seccionar la cabeza del tórax, las alas y los tres 

últimos segmentos del abdomen, con el propósito de enviar la parte central del 

abdomen al área molecular y el resto, dígase, alas, cabeza, y últimos 

segmentos del abdomen son enviados a el área central del laboratorio para su 

identificación taxonómica. Fueron almacenados a -20°C el resto del abdomen 

junto con el tórax y las alas en micro tubos individuales y etiquetados para su 

posterior extracción de ADN. 

 

La cabeza, el ala y los segmentos finales del abdomen de los especímenes con 

ingesta sanguínea, se clarificaron de manera química con hidróxido de potasio 

al 10% por 8 horas para poder observar las estructuras internas esclerotizadas 

necesarias para la identificación taxonómica. Las partes clarificadas se 

colocaron en medios semipermanentes y permanentes, que variaron desde 

Goma Arábiga, Euparal y Bálsamo de Canadá acorde con el presupuesto que 
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se disponía al momento del estudio, para microscopia (Merck®) sobre un porta 

objetos, con cada parte sumergida previamente en alcohol al 70%. Una vez 

seco, mediante un microscopio Axio Scope.A1 (ZEISS, Alemania) se 

identificaron los especímenes según la clave taxonómica de Young y Duncan 

(Young, D.G. y Duncan, M.A., 1994) en base a las similitudes del cibario, 

palpos, alas y espermatecas del flebótomo, documentadas en fotografías de las 

especies identificadas (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Clasificación de los flebótomos por su condición y sexo para su posterior disección y 

montaje: 

 a) Macho (25X), 

 b) Hembra sin ingesta (15X) y  

c) Hembra con ingesta (30X)). 
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3.2.4 Extracción de ADN total 

 

A nivel molecular se analizaron e investigaron genes de fuentes alimenticias 

para los flebótomos, específicamente un gen de la familia Trypanosomatidae, 

que encierra a los géneros Leishmania, Trypanosoma y Endotrypanum. 

 

A partir de los abdómenes de las hembras alimentadas individualizadas se 

realizó la extracción de ADN usando el kit DNeasy Blood® & Tissue (Qiagen) 

de acuerdo a  las instrucciones del fabricante:  

 Se conservaron e individualizaron en micro tubos estérilizados de 0.5 mL 

y señalados con su respectiva información de colecta.  

 Se colocaron 60 µL de Buffer ATL en un tubo de 1,5ml junto con el 

abdomen, se cortó utilizando una tijera de micro disección de acero 

quirúrgico para obtener fragmentos imperceptibles.  

 Se añadieron 20 µL de Proteinasa K, y se puso a incubar a 56°C durante 

toda la noche, sin sobrepasar las 15 horas.  

 Se colocaron en el vórtex durante 15 segundos, se añadió 200 µL de 

buffer AL y nuevamente se mezcló mediante el vórtex.  

 Se agregaron 200 µL de etanol a una concentración del 100% y se 

mezcló en el vórtex. 

 Se ubicaron el lisado en un tubo colector de 2 mL y se procedió a 

centrifugar a 8000 rpm durante un minuto, se eliminó la cantidad filtrada. 

 Se aplicaron 500 µL de buffer AW1 y se centrifugó durante un minuto a 

8000 rpm, y seguido se eliminó la cantidad filtrada. 

 Luego, se agregaron 500 µL de buffer AW2 y se centrifugó durante tres 

minutos a 14000 rpm, y luego se eliminó la cantidad filtrada. 

 Por último, se colocaron al tubo colector dentro de un tubo de 1.5 mL, a 

este, se agregó 100 µL de buffer de elución AE, dejando incubar a 

temperatura ambiente durante un minuto y se procedió a centrifugar por 

un minuto a 8000 rpm para su elución. 

 



28 

Todas las muestras procesadas se cuantificaron, a partir del ADN obtenido se 

midió la absorbancia (260/280) y su cantidad (ng) por medio de 

espectrofotometría utilizando el equipo Synergy HT (BioTek Instruments, USA). 

Para conservar las muestras, se llevó a todos los tubos de 1,5ml a una 

temperatura de -20°C hasta el uso en las amplificaciones posteriores. 

 

3.2.5 Amplificación de ADN de ingestas alimentarias 

 

La amplificación del ADN de muestras procesadas fue realizada en un 

termociclador Mastercycler Pro (Eppendorf, Alemania). En todas las pruebas se 

uso ADN polimerasa PlatinumTaq (Invitrogen, Life Technologies, USA). Los 

primers fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies en Estados 

Unidos. 

 

3.2.5.1 Amplificación de ADN mitocondrial de vertebrados 

 

El conjunto de primers utilizado para la amplificación de ADN mitocondrial de 

vertebrados fue L14841 (forward, 5’-CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-

3’) y H15149 (reverse, 5’-CCCCTCA GAATGATATTTGTCCTCA-3’). Durante la 

amplificación se tomó un fragmento de 358 bp del gen mitocondrial citocromo B 

específico para vertebrados (Lah et al., 2012;Maleki-Ravasan et al., 2009; 

Oshaghi et al., 2005). Se llevó a cabo la PCR en las condiciones de reacción y 

programa de termociclado detalladas en la Tabla 1.  

 
Tabla 1. Concentraciones de reactivos y condiciones de termociclado usadas para la 
amplificación con primers específicos para vertebrados. 

Reactivos PCR Concentración Perfil térmico 

Buffer 1 x Desnaturalización inicial 95°C x 5 min. 

MgCl2 2 Mm 40 ciclos 

Primers (c/u) 0,5 µM Desnaturalización 95°C x 30 s. 

dNTPs 0,4 Mm Alineamiento de primers 58°C x 30 s. 

Taq polimerasa 1,25 U/Rx Extensión 72°C x 45 s. 

DNA molde 25 ng/Rx  

Volumen final 25 µL Extensión final 72°C x 5 min. 
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Para el control positivo se procedió a extraer ADN total mediante DNeasy 

Blood® & Tissue (Qiagen) a partir de una muestra de sangre humana. Se usó 

agua destilada libre de nucleasas como control negativo, descartando una 

contaminación exterior en el proceso de manipulación y preparación de cada 

reacción. 

 

3.2.5.2 Amplificación de ADN nuclear de mamíferos 

 

Por otra parte, se amplificó una fracción de 330 bp del gen nuclear que codifica 

la Prepronocicpetina (PNOC), el cual es específico para mamíferos. Se utilizó 

un par de primers PNOC-F (forward, 5’-GCATCCTTGAGTGTGAAGAGAA-3’) y 

PNOC-R (reverse, 5’-TGCCTCATAAACTCACTGAACC-3’)(Haouas et al., 

2007). Se llevó a cabo la PCR en las condiciones de reacción y programa de 

termociclado detalladas en la Tabla 2.  

 

Tabla 2 . Concentraciones de reactivos y condiciones de termociclado usadas para la 
amplificación con primers específicos para mamíferos. 

Reactivos PCR Concentración Perfil térmico 

Buffer 1 x Desnaturalización inicial 95°C x 8 min. 

MgCl2 3 mM 40 ciclos 

Primers (c/u) 0,6 µM Desnaturalización 95°C x 30 s. 

dNTPs 0,6 mM Alineamiento de primers 56°C x 30 s. 

Taq polimerasa 1,25 U/Rx Extensión 72°C x 45 s. 

DNA molde 25 ng/Rx  

Volumen final 25 µL Extensión final 72°C x 5 min. 

 

Para el control positivo se procedió a extraer ADN total mediante DNeasy 

Blood® & Tissue (Qiagen) a partir de una muestra de sangre humana. Se usó 

agua destilada libre de nucleasas como control negativo, descartando una 

contaminación exterior en el proceso de manipulación y preparación de cada 

reacción. 
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3.2.5.3 Amplificación de ADN mitocondrial de mamíferos domésticos 

 

El sistema de PCR multiplex se realizó en las condiciones de reacción y 

termociclado mostrados en la Tabla 4. Los fragmentos amplificados 

corresponden al gen mitocondrial citocromo B de cuatro mamíferos domésticos: 

vaca, perro, cerdo, chivo que poseen diferentes tamaños de fragmento 

específico y humano (Kent y Norris, 2005). Las secuencias de los primers en 

dirección 5’-3’ fue específica para los hospederos y se indican en la Tabla 3. 

 

Tabla 3. Secuencias de los primers para la PCR Múltiplex. 

Hospedero Primer Secuencia (5’-3’) Fragmento 

(bp) 

Homo sapiens Human741F GGCTTACTTCTCTTCATTCTCTCCT 334 

Sus scrofa 

domesticus 

Pig573F CCTCGCAGCCGTACATCTC 453 

Bos Taurus Cow121F CATCGGCACAAATTTAGTCG 561 

Canis 

familiaris 

Dog368F GGAATTGTACTATTATTCGCAACCAT 680 

Capra hircus Goat1894F CCTAATCTTAGTACTTGTACCCTTCCT

C 

132 

 UNREV1025 GGTTGTCCTCCAATTCATGTTA - 

 
Tabla 4 .Concentraciones de reactivos y condiciones de termociclado usadas para la 
amplificación multiplex con primers específicos para mamíferos domésticos y el primer 
universal UNREV 1025. 

REACTIVOS PCR CONCENTRACIÓN PERFIL TÉRMICO 

Buffer 1 x Desnaturalización inicial 95°C x 5 min. 

MgCl2 3,5 mM 35 ciclos 

Primers (c/u) 0,4 µM Desnaturalización 95°C x 1 min. 

dNTPs 0,8 mM Alineamiento de primers 58°C x 1 min. 

Taq polimerasa 2,5 U/Rx Extensión 72°C x 1 min. 

DNA molde 25 ng/Rx  

Volumen final 25 µL Extensión final 72°C x 7 min. 

 

Para el control positivo se hizo extracción de ADN total mediante el kit DNeasy 

Blood® & Tissue (Qiagen) a partir de muestras de sangre de cabra, vaca, 

humano, cerdo y perro. Se usó agua destilada libre de nucleasas como control 
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negativo, descartando una contaminación exterior en el proceso de 

manipulación y preparación de cada reacción. 

 

3.2.5.4 Amplificación de ADN mitocondrial de Galliforme 

 

Se amplificó un fragmento del gen mitocondrial de citocromo B específico para 

el orden Galliformes con un fragmento de amplificación de 210bp (Chang et al. 

 2008; Garcia-Rejon et al., 2010; Ngo, K.A. y Kramer, L.D., 2003). Se utilizó un 

par de primers que fueron GallF (forward, 5’-ATTTCGGCTCCCTATTAGCAG-

3’) y GallR (reverse, 5’-GTCCGAT GTGAAGGAAGATACAGATGAAGAAGAA-

3’). Se llevó a cabo la PCR en las condiciones de reacción y programa de 

termociclado detalladas en la tabla 5. 

 

Tabla 5.Concentraciones de reactivos y condiciones de termociclado usadas para la 
amplificación con primers específicos para el orden galliforme. 

Reactivos PCR Concentración Perfil térmico 

Buffer 1 x Desnaturalización inicial 94°C x 5 min. 

MgCl2 2 mM 40 ciclos 

Primers (c/u) 0,6 µM Desnaturalización 94°C x 30 s. 

dNTPs 0,4 mM Alineamiento de primers 60°C x 30 s. 

Taq polimerasa 2,5 U/Rx Extensión 72°C x 90 s. 

DNA molde 25 ng/Rx  

Volumen final 25 µL Extensión final 72°C x 4 min. 

 

El control positivo fue ADN total extraído mediante el DNeasy Blood® & Tissue 

(Qiagen) de una muestra de sangre de gallina. Se usó agua destilada libre de 

nucleasas como control negativo, descartando una contaminación exterior en el 

proceso de manipulación y preparación de cada reacción. 

 

3.2.5.5 Amplificación de ADN de Leishmania spp.  

 

Para detectar infecciones naturales con Leishmania spp. se utilizaran primers 

específicos para la familia Trypanosomatidae, incluyendo géneros de 
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importancia médica como Leishmania y Trypanosoma; y el género 

Endotrypanum, genéticamente muy relacionado a Leishmania. 

 

3.2.5.6 Espaciador Transcrito Interno Ribosomal (ITS) 

 

Con la finalidad de obtener un sistema de PCR específico para la detección de 

Leishmania se pretende usar primers para la amplificación de la región ITS que 

puede variar entre 300 a 350 pb dependiendo de la especie. Este sistema 

permite, además, por medio de la digestión enzimática determinar especies de 

Leishmania. El conjunto de primers utilizados fueron L5.8S (forward 5’ 

TGATACCACTTATCGCACTT) y LITSR (reverse 5’ 

CTGGATCATTTTCCGATG). Para los diferentes ensayos en el experimento de 

PCR se incluyó ADN purificado a partir de promastigotes de cultivo de 

Leishmania mexicanaM379 que fue donada por Cayetano Heredia (Lima, Perú) 

en las instalaciones del Centro de Investigación Traslacional de la UDLA., 

amplificándose efectivamente lo que permitió utilizarse como control positivo. 

Las muestras se purificaron usando una PCR Qiagen kit de purificación 

(QIAGEN). Se usó agua destilada libre de nucleasas como control negativo, 

descartando una contaminación exterior en el proceso de manipulación y 

preparación de cada reacción Tabla 6. 

 

Tabla 6. Condiciones de PCR para la región ITS1 de Leishmania spp. 

REACTIVOS 

PCR 

 

CONCENTRACIÓ

N 

PERFIL TÉRMICO 

Buffer 1x Desnaturalización inicial 95°C x 4 min. 

MgCl2 2,5 mM 35 ciclos 

Primers (c/u) 0,4 µM Desnaturalización 95°C x 1 min. 

dNTPs 0,4 mM Alineamiento de primers 53°C x 30 s. 

Taq polimerasa 2,5 u/rxn Extensión 72°C x 60 s. 

DNA molde 25 ng/Rx  
Volumen final 25 µL Extensión final 72°C x 10 min. 

 

3.2.6 Electroforesis de ADN en gel de agarosa 

 

Para la determinación y visualización de los resultados respecto a los 

procedimientos aplicados anteriormente mencionados, se aplica este paso 

metodológico, donde los productos de amplificación se analizaron mediante 
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electroforesis en gel de agarosa. El gel fue teñido con colorante SYBR® Safe 

Nucleic Acid Gel Stain. Los productos se cargaron en el gel mezclando 8 μL de 

producto de PCR con 2μL de BlueJuice™ Gel Loading Buffer (10X). 

Finalmente, se corrió la electroforesis en buffer TBE 0.5X a 80 voltios durante 

45 minutos. La fotografía para su documentación se realizó bajo luz ultravioleta 

en el sistema de documentación Enduro GDS (Labnet International, USA). 
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Capítulo IV. Resultados 

 

4.1 Composición taxonómica de los flebótomos con ingesta sanguínea 

 

Se colectaran un total de 1745 flebótomos en las localidades de Lumbaquí, 

Puerto Quito y Macas, de los cuales 987 fueron hembras (56.6%) y 758 

(43.4%) fueron machos. Del total de hembras colectadas (n=987), el 85.2% 

fueron hembras sin ingesta y 4.8% hembras alimentadas, las que fueron 

seleccionadas, para su posterior identificación morfológica y análisis molecular. 

En la localidad de Macas, en época seca se colectó un total de 179 hembras, 

88.8% fueron hembras sin ingesta y 11.2% hembras con ingesta. En la época 

lluviosa se colectaron 319 hembras, de las cuales 86.5% fueron hembras sin 

ingesta y el 13.5% de hembras con ingesta. 

 

En Lumbaquí, se colectaron un total de 135 hembras en la época seca, 88.2% 

(n=119) eran hembras sin ingesta y 80.9% (n=16) hembras con ingesta. En la 

época lluviosa se colectó un total de 173 hembras, de las cuales 80.9% 

(n=140) eran hembras sin ingesta y 19.1% (n=33) de hembras con ingesta.  

 

Por otro lado, en la localidad de Puerto Quito, se colectó un total de 104 

hembras en la época seca, 75% (n=78) eran hembras sin ingesta y 25% (n=26) 

hembras con ingesta. En la época lluviosa se colectó un total de 77 hembras, 

de las cuales el 89.6% (n=69) eran hembras sin ingesta y el 10.4% (n=8) fueron 

hembras con ingesta. 

 

Al analizar la distribución espacio-temporal de las hembras alimentadas y sin 

alimentar en las zonas de colecta, se pudo comprobar que el mayor registro de 

abundancia total de individuos con y sin ingesta, se obtuvo en la zona de 

bosque, seguido de las áreas peridomiciliares y finalmente las áreas 

domiciliares. Sin embargo al observar el patrón de cada localidad, estas varían 

(Figura 11). 
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Figura 11. Distribución de la abundancia total de hembras por zonas de colecta en las 

localidades de Macas, Lumbaqui y Pto. Quito. 

 

El patrón de distribución total también se presenta en la localidad de Lumbaqui-

Sucumbíos, donde el mayor porcentaje de hembras alimentadas (57%), fueron 

colectadas en la zona de bosque, cifras que van disminuyendo en la medida 

que la colecta se acercaba al área domiciliar, un 31% fueron colectadas en la 

zona peri-domiciliar y solamente un 12% en la zona domiciliaria. En Macas- 

Morona Santiago, la mayor concentración de hembras con ingesta fue 

colectada en la zona de bosques en un 41%, seguido de la zona domiciliar con 

un 30%, y 29% en la zona peri-domiciliar A diferencia de la localidad de Puerto 

Quito- Pichincha, donde la zona de mayor colecta de hembras con ingesta fue 

en la zona peri-domiciliar con un 50%, seguido de la zona domiciliar con un 

26% y en último lugar la zona de bosque con un 24%, esto fue similar en las 

dos temporadas (Tabla 7). 
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Tabla 7. Incidencia de hembras flebótomas con ingesta por zona de colecta en las localidades 

de Lumbaqui, Pto. Quito y Macas. 

 

Localidades 

Area 

Domiciliar  

(150m a 300m) 

Area Peri-

domiciliar 

(300m a 450m) 

Area de 

Bosque  

(450m a 600m) 

 

TOTAL 

Sucumbíos - Lumbaquí 6 16 29 51 

% de Distribución 12% 31% 57% 100% 

Pichincha - Puerto Quito 9 17 8 34 

% de Distribución 26% 50% 24% 100% 

Morona Santiago - Macas 19 18 26 63 

% de Distribución 30% 29% 41% 100% 

TOTALES 34 51 63 148 

% de Distribución 23% 34% 43% 100% 

 

De acuerdo a la observación de las estructuras internas del cibario (cabeza) y 

de las espermatecas (tres últimos segmentos del abdomen). En el Anexo 3 y 4 

se visualiza las estructuras observadas para la determinación taxonómica de 

las especies identificadas, cibario y espermatecas respectivamente. 

 

 De acuerdo a la clave taxonómica de Young y Duncan (1994), la mayoría de 

los especímenes fueron identificados hasta el nivel de especie, pocos 

individuos no pudieron identificarse debido a la pérdida o destrucción de la 

cabeza y/o abdomen durante el manejo. Se identificaron un total de 148 

individuos, que incluyen seis especies y 15 sub-especies en las tres 

localidades, tanto en la temporada seca como lluviosa. En la Tabla 8 constan 

las especies identificadas y su abundancia total y en la Fig. 12 se puede 

observar la abundancia relativa de cada especie. 
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Tabla 8. Especies identificadas de flebótomos y abundancia total, colectadas en las localidades 

de Macas, Lumbaqui y Pto. Quito. 

 

ESPECIES 

 

ABUNDANCIA 

Nyssomyia yuilli yuilli 22 

Nyssomyia yuilli  7 

Nyssomyia 6 

Psychodopygus carrerai carrerai 8 

Psychodopygus carrerai  3 

Psychodopygus davisi 8 

Psychodopygus sp.. 2 

Psychodopygus panamensis 7 

Micropygomyia trinidadensis 3 

Lutzomyia tortura 16 

Lutzomyia paraensis 4 

Lutzomyia sp.. 23 

Pressatia sp.. 28 

Pressatia camposi 2 

Trichophoromyia ubiquitalis 9 

TOTAL 148 

 

 

 

Figura 12. Abundancia relativa de las especies de flebótomos identificados en las localidades 

de Macas, Lumbaqui y Pto. Quito.  
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Como se observa en el grafico anterior, las especies con mayor abundancia 

relativa fueron: Pressatia sp. (18.9%), Lutzomyia sp. (15.5%), Nyssomyia yuilli 

yuilli  (14.9%) y Lutzomyia tortura (10.8%).  

 

A continuación en la tabla 9 se presentan los registros de frecuencias absolutas 

y relativas de las especies de flebótomos identificadas en cada temporada en la 

localidad de Lumbaquí, provincia Sucumbíos. 

 

Tabla 9. Abundancia de especies de flebótomos colectados en Lumbaquí-Sucumbios. 

LOCALIDAD LUMBAQUI-SUCUMBIOS 

 

ESPECIES 

ÉPOCAS DE COLECTA  

TOTAL SECA LLUVIOSA 

A. ABS. A. REL. A. ABS. A. REL. A. ABS. A. REL. 

Nyssomyia yuilli yuilli 0 0% 12 39% 12 24% 

Nyssomyia yuilli  1 5% 5 16% 6 12% 

Psychodopygus carrerai carrerai 0 0% 4 13% 4 8% 

Psychodopygus carrerai  0 0% 3 10% 3 6% 

Micropygomyia trinidadensis 1 5% 1 3% 2 4% 

Psychodopygus davisi 0 0% 1 3% 1 2% 

Psychodopygus sp.. 0 0% 1 3% 1 2% 

Lutzomyia tortura 3 15% 1 3% 4 8% 

Lutzomyia paraensis 2 10% 2 6% 4 8% 

Pressatia sp.. 6 30% 1 3% 7 14% 

Lutzomyia sp.. 7 35% 0 0% 7 14% 

TOTALES 20 100% 31 100% 51 100% 

 

Como muestran los resultados de la tabla anterior, la especíe con mayor 

abundancia en las dos temporadas es Nyssomyia yuilli yuilli (24%), sin 

embargo, este número está determinado por las colectas durante la temporada 

lluviosa, ya que durante la temporada seca no se registraron individuos de esta 

especie.  En la época seca, Lutzomyia sp. fue  la especie con mayor 

abundancia (35%), en tanto que en la época lluviosa la especie más abundante 

fue Nyssomyia yuilli yuilli (39%).A continuación se muestran los resultados 

obtenidos en la localidad de Puerto Quito, provincia Pichincha: 
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Tabla 10. Abundancia de especies de flebótomos colectados en Puerto Quito-Pichincha. 

 

LOCALIDAD PUERTO QUITO-PICHINCHA 

 

ESPECIES 

ÉPOCAS DE COLECTA  

TOTAL SECA LLUVIOSA 

A. ABS. A. REL. A. ABS. A. REL. A. ABS. A. REL. 

Lutzomyia tortura 1 4% 0 0% 1 3% 

Psychodopygus panamensis 4 15% 3 38% 7 21% 

Pressatia camposi 2 8% 0 0% 2 6% 

Pressatia spp. 13 50% 1 13% 14 41% 

Lutzomyia spp. 6 23% 3 38% 9 26% 

Micropygomyia trinidadensis 0 0% 1 13% 1 3% 

TOTALES 26 100% 8 100% 34 100% 

 

Como puede observarse en la tabla anterior, la especie con mayor abundancia 

en las dos temporadas es Pressatia sp. (41%), también fue la especie más 

abundante en la temporada seca (50%). Las especies más abundantes en la 

época lluviosa fueron Psychodopygus panamensis (38%) y la Lutzomyia sp. 

(38%). En la localidad de Macas, en la provincia Morona Santiago, los 

resultados obtenidos en el análisis e identificación de flebótomos fue el 

siguiente: 

 

Tabla 11. Abundancia de especies de flebótomos colectados en Macas-Morona Santiago. 

LOCALIDAD MACAS-MORONA SANTIAGO 

 

ESPECIES 

ÉPOCAS DE COLECTA  

TOTAL SECA LLUVIOSA 

A. ABS. A. REL. A. ABS. A. REL. A. ABS. A. REL. 

Nyssomyia yuilli yuilli 6 30% 4 9% 10 16% 

Nyssomyia yuilli  0 0% 1 2% 1 2% 

Psychodopygus davisi 2 10% 5 12% 7 11% 

Psychodopygus carrerai carrerai 1 5% 3 7% 4 6% 

Lutzomyia tortura 3 15% 8 19% 11 17% 

Trichophoromyia ubiquitalis 0 0% 9 21% 9 14% 

Nyssomyia 0 0% 6 14% 6 10% 

Pressatia sp.. 3 15% 4 9% 7 11% 

Lutzomyia sp.. 4 20% 3 7% 7 11% 

Psychodopygus sp.. 1 5% 0 0% 1 2% 

TOTALES 20 100% 43 100% 63 100% 
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Como se observa en los resultados de la tabla anterior, las especies con mayor 

abundancia en las dos épocas  fueron  Lutzomyia tortura (17%), seguida de 

Nyssomyia yuilli yuilli (16%), esta última también presentó la mayor abundancia 

en la temporada seca, mientras que en la temporada lluviosa el predominio de 

abundancia fue de la especie Trichophoromyia ubiquitalis (21%). 

 

En la figura 13, se observa la abundancia de especies en cada localidad. En 

Puerto Quito-Pichincha, la especie más común fue Pressatia sp. (n=14), en 

Lumbaqui- Sucumbios Nyssomyia yuilli yuilli (n=12), en tanto que en la 

localidad de Macas-Morona Santiago se registró mayor predominancia de 

Lutzomyia tortura (n=11). 

 

 

Figura 13. Abundancia total de especies colectadas en las localidades de Lumbaqui, Pto. Quito 

y Macas. 

 

Al analizar las abundancias absoluta y relativa de las especies identificadas en 

función de las regiones de colecta, se puede observar que no existe un patrón 

general de distribución influenciado por la elevación. 

 

Las especies del género Lutzomyia spp. presentaron mayor frecuencia por 

encima de los 500m y 600m, donde se localizaron el 38% y 40% 

respectivamente, lo mismo ocurre con las muestras del género de Nyssomyia, 
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que fueron abundantes en las zonas de mayor elevación con el 51% y 49% 

para los 500m y 600m respectivamente, no se registraron en las zonas bajas. 

El género Pressatia spp., tuvo un mayor número entre 250 y 600m con un 52% 

y 26% correspondientemente, disminuyendo su frecuencia conforme aumenta 

la elevación; el caso de Psychodopygus spp. es distinto a los comportamientos 

anteriores, ya que se registraron valores similares en las tres categorías 

analizadas, con un leve incremento a medida que aumentó el nivel de 

elevación. En cuanto a la Micropygomyia trinidadensis, solo se colectó en las 

zonas de menor elevación, por el contrario la presencia de Trichophoromyia 

ubiquitalis, que registró únicamente en las zonas altas. A continuación se 

muestra el gráfico con el análisis realizado. 

 

 

Figura 14. Distribución de la frecuencia total de géneros de flebótomos en las diferentes 

elevaciones de las áreas de colecta. 
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4.2 Detección de infección natural con Leishmania spp. de los flebótomos 

 

Para la detección de la presencia del parásito del género Leishmania dentro de 

hembras flebotomíneas con ingesta sanguínea, se utilizaron primers 

específicos para los parásitos del orden Trypanosomatidae, se consideró como 

resultado positivo la presencia de una banda. 

 

Para el ensayo se utilizaron todas las muestras de ADN extraídas (146). De los 

63 flebótomos colectados con ingesta en la localidad de Macas, 23 (36.5%) de 

los individuos presentaron infección con el parásito, mientras que 40 individuos 

(63.5%)  no presentaron el parásito. En el caso de la localidad de Lumbaquí, de 

los 49 flebótomos colectados con ingesta sanguínea, 24 individuos (48.9%) se 

encontraron infectados con el parasito mientras que 25 indivduos (51.1%) no 

presentaron infección con el parásito. En Puerto Quito, de los 34 individuos con 

ingesta analizados, 19 individuos (55.9%) resultaron positivos con infección de 

Leishmania, mientras que el resto, 15 individuos (44.1%) no presentaron 

infección. 

 

 

Figura 15. La línea 1, marcador molecular 100bp; línea 2, control negativo, línea 3- control 

positivo (Lutzomyia mexicana) línea 4-7, ADN de flebótomos con ingesta sanguínea, en gel de 

electroforesis (1%). 

 

 

b) 
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A partir de la información obtenida de los datos generados en dicho estudio 

experimental, se puede comprobar la distribución del parásito de acuerdo con 

las regiones de colecta y las especies. En el caso de la provincia de 

Sucumbíos, la colecta en época lluviosa tuvo mayores incidencias de 

resultados positivos (n=19) con relación a la temporada seca (n=5), en general, 

la especie que con mayor frecuencia presentó el parásito fue Nyssomyia yuilli 

yuilli (n=6), correspondiente al 25% del total de muestras positivas. 

 

Por otro parte, en la provincia de Pichincha, la predominancia de resultados 

positivos fue durante la temporada seca (n=15), en la temporada lluviosa se 

obtuvieron un bajo número de (n=4) muestras positivas. En la localidad de 

Lumbaquí, la especie que predomino con infecciones positivas fue Pressatia 

sp. (n=9), que representa el 47% del total de resultados positivos por especie 

en esta área. 

 

Finalmente, en la provincia de Morona Santiago, la temporada lluviosa tuvo 

mayores incidencias de flebótomos infectados (n=18), mientras que en la 

temporada seca se registraron (n=5) casos positivos. En esta localidad, la 

predominancia de respuestas positivas se presentó en dos especies en 

particular, Pressatia sp. (n=5) y Lutzomyia sp. (n=5); cada especie representa 

el 22% del total de la muestra de resultados positivos en dicha área. 

 

De las especies de hembras con ingesta identificadas (n=148), el 43% 

presentaron infección natural con Leishmania spp, la especie con mayor tasa 

de infección fue Nyssomyia yuilli yuilli (15%), sin embargo hay que considerar 

que el grupo de Pressatia spp. presentó una alta tasa (26%) de infección 

natural con el parásito (Figura 16). 
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Figura 16. Especies y abundancia de especies total con infección de Leishmania spp. en las 

tres localidades analizadas. 

 

4.1  Determinación de las fuentes alimenticias de los flebótomos 

 

Se realizó la extracción de ADN de 146 hembras con ingesta sanguínea para la 

identificación de potenciales fuentes de alimentación de los flebótomos. 

Después se realizó la amplificación de fragmentos correspondientes al 

Subphylum Vertebrata, con el objetivo de medir la efectividad del método de 

extracción. De las 146 muestras con ADN extraído, todas amplificaron para el 

tamaño del fragmento esperado (358 bp) (Figura 17). 

 

 

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa (1%) del gen mitocondrial citocromo B de 

vertebrados muestra fragmentos (358bp) de ADN de flebótomos con ingesta sanguínea 

amplificados por PCR. La línea 1, marcador molecular 100bp; línea 2, control negativo, línea 3- 

control positivo (sangre humana) línea 4-6, ADN de flebótomos con ingesta sanguínea 

vertebrada. 
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Posteriormente, para la determinación de los animales de los cuales se 

alimentó el vector, se utilizaron primers específicos para la clase Mammalia 

(Figura 18). En este proceso se evaluó el gen nuclear prepronociceptina 

(PNOC), específico para mamíferos. 

 

 

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa (1%) del gen mitocondrial citocromo B de 

mamíferos muestra fragmentos (330bp) de ADN de flebótomos con ingesta sanguínea 

amplificados por PCR. La línea 1, marcador molecular 100bp; línea 2, control negativo, línea 3- 

control positivo (sangre humana) línea 4-6, ADN de flebótomos con ingesta sanguínea 

mamífera. 

 

 

Con el protocolo estandarizado para la amplificación del gen PNOC, se 

analizaron 146 muestras positivas para vertebrados, 46 individuos 

corresponden a la localidad de Macas, 49 a la localidad de Lumbaquí y 34 a 

Puerto Quito. En la localidad de Macas se registraron 36 (78.2%) muestras 

positivas para mamíferos, en el caso de Lumbaquí, 24 (49%) resultaron de este 

grupo, mientras que en Puerto Quito, 20 (59%) fueron considerados dentro de 

esta clase. 

 

Las muestras que dieron positivas para mamíferos fueron seleccionadas para 

la técnica de PCR-multiplex. Esta técnica permitió la identificación de 

importantes reservorios epidemiológicos del parásito y a su vez las fuentes de 

alimentación del vector. La Figura 19, muestra la amplificación específica del 

gen citocromo B para vaca (561 bp), perro (680 bp), humano (334 bp), cabra 
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(132 bp) y cerdo (453 bp). Además, la Figura 20, muestra la amplificación del 

gen del citocromo B del orden galliforme (210 bp).  

 

 

 

Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa (1%) del gen mitocondrial citocromo B de vaca, 

perro, humano, cabra y cerdo de ADN de flebótomos con ingesta sanguínea amplificados por 

PCR-multiplex. La línea 1, marcador molecular 100bp; línea 2-6, control positivo (sangre de 

humano (334 bp), cerdo (453 bp), perro (580 bp), cabra (132 bp) y vaca (561 bp)) línea 7-10, 

ADN de flebótomos con ingesta sanguínea mamífera. 

 

 

 

Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa (1%) del gen mitocondrial citocromo B del orden 

galliforme (201 bp) de ADN de flebótomos con ingesta sanguínea amplificados por PCR-

multiplex. La línea 1, marcador molecular 100bp; línea 2, control positivo (sangre de gallina); 

línea 3-7, ADN de flebótomos con ingesta sanguínea mamífera; línea 8, control negativo. 

 

Los datos obtenidos después del análisis molecular dieron como resultado que 

las fuentes de ingesta sanguínea fueron: vertebrados (n=146), orden galliforme 

(n=104), mamíferos (n=80), humano (Homo sapiens) (n=23), vaca (Bos taurus) 
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(n=9), perro (Canis lupus) (n=18) y cerdo (Sus scrofa) (n=26); no habiéndose 

detectado ingestas de chivo en ninguna de las localidades ni temporadas 

(Figura 21). 

 

 

Figura 21. Fuentes de alimentación de los flebótomos registradas en las localidades de Macas, 

Lumbaqui y Pto. Quito. 

 

En el caso de la provincia de Morona Santiago, del total de la muestra con 

ingesta analizada (n=63), se detectó un total de 49 individuos con ingesta del 

orden Galliforme, de los cuales 15 (24% de la muestra total), fueron 

identificados en la temporada seca y 34 (54% de la muestra total) pertenecen a 

la colecta en la temporada de lluvia. Además, para la colecta en época seca se 

encontraron ingestas de humano (n=4) y cerdo (n=4) en primer orden de 

frecuencia, representado por un 6% del total de la muestra, seguido de la 

ingesta de perro (n=3) y vaca (n=2), representando el 5% y 3% 

respectivamente. En la colecta realizada en la temporada lluviosa, la mayor 

incidencia de ingestas estuvo dada por cerdos (n=10), equivalente al 16% de la 

muestra total, seguido de ingesta de humano (n=6), perro (n=3) y vaca (n=1), lo 

que representa el 10%, 5% y 2% respectivamente. Se determinaron además 

ingestas múltiples de perro-cerdo (n=1), humano-cerdo (n=1) y humano-perro 

(n=2). 
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En la provincia de Sucumbíos, del total de la muestra con ingesta analizada 

(n=49), se detectó un total de 31 individuos con ingesta del orden Galliforme, 

de los cuales 10 (20% de la muestra total), fueron identificados en la temporada 

seca y 21 (43% de la muestra total) pertenecen a la colecta en la temporada de 

lluvia. Además, para la colecta en época seca se encontraron ingestas de 

cerdo (n=4) en primer orden de frecuencia, representado por un 8% del total de 

la muestra, seguido de la ingesta de perro (n=3), humano (n=2) y vaca (n=1), 

representando el 6%, el 4% y 2% respectivamente; mientras que en la colecta 

realizada en temporada lluviosa, la mayor incidencia de ingestas estuvo dada 

por cerdos (n=7), equivalente al 14% de la muestra total, seguido de ingesta de 

perro (n=4), humano (n=2) y vaca (n=2), lo que representa el 8%, 4% y 4% 

respectivamente; se determinaron además ingestas múltiples de humano-perro 

(n=2) y humano-cerdo (n=1). 

 

En la provincia de Pichincha, del total de la muestra con ingesta analizada 

(n=34), se detectó un total de 24 individuos con ingesta del orden Galliforme, 

de los cuales 18 (53% de la muestra total), fueron identificados en la temporada 

seca y 6 (18% de la muestra total) pertenecen a la colecta en la temporada de 

lluvia. Además, para la colecta en época seca se encontraron ingestas de 

humano (n=6) en primer orden de frecuencia, representado por un 18% del 

total de la muestra, seguido de la ingesta de perro (n=3) y vaca (n=2), 

representando el 9% y 6% respectivamente; mientras que en la colecta 

realizada en temporada lluviosa, la mayor incidencia de ingestas estuvo dada 

igualmente por humanos (n=3), equivalente al 9% de la muestra total, seguido 

de ingesta de perro (n=2), cerdo (n=1) y vaca (n=1), lo que representa el 6%, 

3% y 3% respectivamente. Se determinaron además ingestas múltiples de 

humano-perro (n=2) y humano-cerdo (n=1). 

 

Un grupo de muestras de ADN no correspondieron a los primers considerados 

como los más comunes. Parte de ellos que resltaron negativos para las 

pruebas de PCR-Multiplex y PCR de orden Galliforme se los clasificó como 

mamíferos no identificados (MNI), el otro grupo que resultó negativo para la 
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prueba de PCR-Multiplex y la prueba de PCR en mamíferos, se le asignó el 

nombre de vertebrados no identificados (VNI). En las figuras a continuación, 

puede observarse los reportes de las fuentes de alimentación para las tres 

localidades analizadas (Figura 22). 

 

 

Figura 22. Preferencias alimenticias de flebótomos de fuentes identificadas y no identificadas 

(VSI: vertebrados sin identificar, MSI: mamíferos sin identificar) en cada una de las localidades 

de colecta Macas, Lumbaqui y Pto. Quito. 

 

Como puede observarse en la figura anterior, el número de vertebrados y 

mamíferos sin identificar es mínimo comparado con el resto de las fuentes que 

resultaron positivas para los primers escogidos. Además, se puede considerar 

que el diseño de la PCR-Multiplex con los primers considerados (humano, vaca 

perro, cerdo y chivo) fue apropiado. 
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Capítulo V. Discusión 

 

5.1 Composición taxonómica de flebótomos 

 

El uso de trampas CDC ha sido de utilidad en las capturas de flebotomíneas. 

Esta técnica descrita por Alexander et al. (1992) “ha sido utilizada ampliamente 

en estudios sobre flebótomos, por lo que los resultados pueden ser 

comparables”. La técnica señala que “la colección de un mayor número de 

hembras flebotomíneas es debido a que el crecimiento de la población y su 

eficacia biológica va a depender del mayor número de hembras que exista” 

(Valderrama, et al., 2011). En este estudio se lograron recolectar un total de 

987 hembras flebotomíneas y 758 machos en las tres localidades analizadas. 

Palacios (2015) en su investigación sobre las preferencias alimenticias de 

flebótomos en el Ecuador, al igual que en este estudio reporta una mayor 

proporción de hembras flebotomas. 

 

A pesar de que el estudio de la taxonomía de flebotominos ha recibido atención 

por su condición de vectores de patógenos, aún falta información para una 

mayor precisión al momento de identificar. La identificación con base en 

análisis de las diferencias morfológicas y morfométricas presenta limitaciones, 

pues requiere experiencia y habilidad tanto en los procesos de montaje como 

en el análisis de las estructuras internas. Las técnicas moleculares han sido 

empleadas para mejorar las desventajas de las técnicas morfológicas La 

identificación a nivel molecular propociona por una parte mayor precisión en la 

clasificiación de especies. Varios investigadores mencionan que la información 

que se genera a partir de los métodos moleculares no son del todo capaces de 

determinar los niveles taxonómicos de una especie determinada, y que por otro 

lado, los datos morfológicos brindan información importante pero no toda la 

necesaria (Hillis, et al., 1996). Contreras, et al., (2014) en su estudio “Código de 

barras de ADN para la identificación de especies de moscas de arena (Diptera, 

Psychodidae, Phlebotominae) en Colombia”, concluye que en el grupo de los 

flebótomos, la asignación de las especies requiere del uso combinado de 

file:///F:/Correccion%204Tesis-%20Ortega%20Paola%20.docx%23_ENREF_28
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valores de divergencia de nucleótidos y el uso de claves taxonómicas con base 

en diferencias morfológicas y morfométricas. Una de los limitantes para el uso 

de identificación a nivel molecular, es el costo que implica el procesamiento de 

las muestras. En este estudio la clasificación taxonómica se basó en claves 

dicotómicas; en el proceso de identificación se alcanzó el mayor nivel 

taxonómico posible, todos los especímenes fueron identificados hasta el nivel 

de género y en menor cantidad se llego ha determinar la especie. 

 

En este estudio se identificaron seis géneros y 15 sub-géneros de flebótomos 

en las tres localidades estudiadas: Nyssomyia yuilli yuilli, Nyssomyia yuilli, 

Nyssomyia, Psychodopygus carrerai carrerai, Psychodopygus carrerai, 

Psychodopygus davisi, Psychodopygus sp., Psychodopygus panamensis, 

Micropygomyia trinidadensis, Lutzomyia tortura, Lutzomyia paraensis, 

Lutzomyia spp., Pressatia spp., Pressatia camposi y Trichophoromyia 

ubiquitalis; cada una de estas especies se ha reportado en el país en diferentes 

provincias (Alexander et al., 1992; Gomez et al., 2014; Young, D. G. & Duncan, 

M.A., 1994; Jones, L. 2010; Galati, E. 2003). 

 

Las especies con mayor frecuencia fueron: la Pressatia sp. (Young y Duncan) 

en 18.9%, Lutzomyia sp. (Young y Duncan) con 15.5%, Nyssomyia yuilli yuilli 

(Young y Porter) con 14.9% y la Lutzomyia tortura (Young y Rogers) con el 

10.8%. 

La especie Lutzomyia tortura (Young y Rogers), fue colectada en las tres 

localidades analizadas: Macas, Puerto Quito y Lumbaquí. Trabajos anteriores 

reportan a L. tortura en las provincias de Esmeraldas, Orellana, Morona 

Santiago y Pastaza (Alexander et al., 1992; Gomez et al., 2014; Jones et al., 

2010). En Pichincha y Sucumbíos, los reportes no señalan las localidades 

específicas de colecta; este estudio confirma la presencia de esta especie en 

estas provincias y aporta con información de localidades específicas donde se 

encontró a la especie L. tortura, esto es en Puerto Quito y Lumbaquí. 
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La especie Nyssomyia yuilli yuilli (Young y Porter), ha sido colectada en las 

provincias de Morona y Sucumbíos, lo cual es coincidente con los reportes que 

se tienen en la actualidad, tales como el caso del estudio realizado por 

Alexander et al. (1992) y Gomez et al., 2014). Efectivamente, esta especie no 

tuvo presencia en la provincia de Pichincha. 

 

La riqueza y abundancia de especies encontradas en las tres provincias está 

asociada con la diversidad de los hábitats y con las áreas específicas de 

colecta que incluyeron las zonas domiciliar, peri-domiciliar y bosque. 

 

Gomez et al., 2014, resume una lista de especies y su distribución registrada 

por él y otros estudios desde el año 1982 al 2014, estos datos reportan un total 

de 42 especies de Lutzomyia. De estas,  31 especies estan registradas en las 

provincias de Pichincha, Morona Santiago y Sucumbíos. En este estudio se 

reportan 15 especies en las tres provincias, lo que corresponde a la mitad de 

las especies previamente registradas.  

 

Cada temporada presentó diferente distribución espacio-temporal. En 

Sucumbíos y Morona Santiago se observó que en temporada lluviosa la colecta 

de individuos fue mayor que en la temporada seca, lo contrario se observó en 

la colecta realizada en Pichincha. 

 

En el análisis espacio-temporal de la distribución de las hembras alimentadas y 

sin alimentar en las zonas de colecta, se observó que en las tres localidades 

analizadas, la mayor cantidad de muestras con y sin ingesta se obtuvieron en 

la zona de bosque, y esta va disminuyendo a medida que se acerca a la zona 

domiciliar. Este patrón aplica a la localidad de Lumbaquí, en Puerto Quito y 

Macas las mayores concentraciones se encontraron en las zonas domiciliar y 

peri-domiciliar respectivamente. Esta variación, pudo haber sido consecuencia 

de la temperatura y humedad relativa del lugar de colecta, factores que influyen 

en el desarrollo y actividad del vector, (Perez et al., 2014). 
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Estos resultados muestran un alto riesgo de transmisión de enfermedades, ya 

que la distribución espacial del vector está cerca de las zonas habitadas. “La 

cercanía de los flebótomos a zonas pobladas es por la facilidad de alimento 

que poseen, la crianza de ganado vacuno, bovino, porcino y animales 

domesticados que atraen a las especies zoofílicas de flebótomos” (Kato et al., 

2007). En Panamá, se ha reportado una relación entre la presencia de 

especies de flebótomos con la presencia de animales domésticos y de corral 

(Calzada et al., 2015). 

 

5.2 Detección de infección natural con Leishmaniasis spp. en los 

flebótomos 

 

Del total de 146 muestras amplificadas, como resultado del análisis de la región 

espaciadora del transcripto interno (ITS1), se observa que el 45% presentó 

infecciones naturales. La tasa de infección en Puerto Quito fue de 56% en 

Lumbaquí de 49% y en Macas de 36.5% Se puede considerar estas tasas 

como elevadas, ya que de acuerdo a los reportes del Ministerio de Salud 

Pública, estas provincias se registran una alta incidencia de casos reportados 

de Leshmaniasis. 

 

Debido a la cercanía taxonómica de los géneros Leishmania y Endotrypanum 

es posible una confusión en los resultados debido a la alta similitud genética y 

probada relación evolutiva (Cupillo, et al., 1998; Fernandes, et al., 1993). La 

forma ideal para conocer las especies de Leishmania es con secuenciación, ya 

que los dos géneros son de la familia Trypanosomatidae (Kato et al., 2007; 

Zapata, et al., 2012). Kato et al. (2005) encontró que el ADN del parásito 

encontrado dentro del abdomen de lutzomyias pertenecía a Endotrypanum, 

estos individuos fueron colectados en zonas endémicas de leishmaniasis. 

 

Los resultados de las fuentes de ingesta sanguínea muestran que los animales 

del género galliforme son la principal fuente de alimentación (64.7%) de los 

flebótomos. De acuerdo a Afonso (2012), los individuos de Gallus gallus 
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presentar infección con el parásito Leishmania, no desarrollan sintomatología, 

por lo que se puede considerar como huesped primario. 

 

Esto es un indicio de que los criaderos de gallinas de estas localidades tienen 

incidencia en el desarrollo epidemiológico de la enfermedad. Los huéspedes 

primarios facilitan la perpetuación de la enfermedad en el entorno, 

constituyendo un reservorio del parásito. 

 

Para la identificación de especies mediante la amplificación de la región ITS1, 

se consideran las secuencias que son altamente conservadas dentro de la 

mayoría de genes del nrADN, útiles para el diseño de oligonucleótidos 

considerados como universales. Estos facilitan la amplificación de los ITS 

mediante el uso de la reacción en cadena de la polimerasa. La secuencia 

altamente conservada del gen 5.8S, ha sido utilizada como punto de unión de 

cebadores universales para amplificar las regiones espaciadoras flanqueantes 

y el ITS, que es de gran utilidad para establecer relaciones filogenéticas y se 

pueden amplificar con cantidades pequeñas de ADN. Monroy-Ostria, et al., 

(2014) evaluaron el ensayo de PCR-RFLP para los genes de ITS1 en la 

determinación directa de varias especies de Leishmania, concluyendo que 

permite la identificación de especies infecciosas de Leishmania en América, en 

tiempo relativamente corto y con bajos costos. 

 

5.3 Detección de fuentes alimentarias de los flebótomos 

 

El uso del marcador genético PNOC ha sido usado y probado en previas 

investigaciones, mostrando una alta sensibilidad en la detección de las fuentes 

de la sangre ingestada por flebótomos. También ha sido efectivo en la 

evaluación de las preferencias de los insectos hacia los hospederos en 

condiciones naturales, evidenciando el uso de este marcador como una 

herramienta efectiva en la identificación de fuentes alimentarias de flebótomos 

(Haouas et al., 2007). 
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Los datos obtenidos después del análisis molecular de fuentes alimentarias 

más frecuente fue el orden Galliforme (Gallus gallus) (n=49) seguido de 

humano (Homo sapiens) (n=10); cerdo (Sus scrofa) (n=14), perro (Canis 

Lupus) (n=6) y vaca (Bos taurus) (n=3),donde además se detectaron ingestas 

mixtas de perro-cerdo (n=1), humano-cerdo (n=1) y humano-perro (n=2). En el 

caso de la colecta realizada en Lumbaquí, provincia Sucumbíos, del total de la 

muestra con ingesta analizada (n=49), la mayor parte presenta ingesta del 

orden Galliforme (n=31), también se detectaron otras fuentes de alimentación 

como el cerdo (Sus scrofa domesticus) (n=11), perro (Canis Lupus) (n=7), 

humano (Homo sapiens) (n=4) y vaca (Bos taurus) (n=3), y se determinaron 

además, ingestas mixtas de humano-perro (n=2) y humano-cerdo. En Puerto 

Quito, de un total de 34 individuos con ingestas, se obtuvieron como fuentes 

alimenticias: gallina (Gallus gallus) (n=24); humano (Homo sapiens) (n=9); 

cerdo (Sus scrofa domesticus) (n=1), vaca (Bos taurus) (n=3) y perro (Canis 

Lupus) (n=5); donde además, las ingestas mixtas estuvieron dadas por 

humano-perro (n=2) y humano-cerdo (n=1). 

 

Se observa que las fuentes alimentarias de flebótomos pueden variar de 

acuerdo a cada localidad y disponibilidad de los mismos (Lewis, 1974). 

Estudios en Perú demuestran que las vacas forman parte principal de la dieta 

flebotomínea y en Colombia tanto vacas como cerdos fueron las fuentes más 

comunes (Morrison et al., 1993). Otros estudios registran la presencia 

abundante de flebótomos en lugares donde la crianza de animales de corral 

como vacas, cerdos, gallinas, etc., y también animales domésticos junto a las 

viviendas y zonas cercanas al bosque atraen a variedad de especies de 

flebótomos (Kato et al., 2007). Un estudio en la región andina utilizando 

métodos inmunológicos demostró que las muestras de las lutzomyias 

colectadas se alimentaron principalmente de mamíferos (Morrison et al., 1993).  

 

La abundante ingesta del orden galliforme en los datos recolectado en esta 

investigación corroboran los datos obtenidos por Afonso et al.(2012). en Brasil, 

donde la principal fuente de alimentación es la aviar. Además se confirma el 
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comportamiento oportunista que poseen los flebótomos, ya que su alimentación 

se basa en la disponibilidad y abundancia de alimento disponible (Abbasi et al., 

2009; Chaves, et al., 2010; Marins de Auiar,1996). 

 

La información generada en este estudio sobre las fuentes de alimentación de 

flebótomos, como vectores de Leishmania, tiene importantes aportes para el 

entendimiento del ciclo de vida de este parásito. El manejo de las estrategias 

de control de la enfermedad, puede ser eficiente considerando los datos de 

este estudio, que incluyen la detección de especies de vectores que transmiten 

enfermedades a humanos, su grado de afinidad por sangre humana y la 

identificación de los hospederos que tiene el parásito (Afonso et al., 2012; 

Claborn, 2010; Gonzalo,2014). 
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

6.1 Conclusiones 

 

En las localidades de Lumbaqui y Macas, la mayor cantidad de hembras fueron 

colectadas durante la época lluviosa. En la localidad de Puerto Quito la mayor 

abundancia fue durante la época seca. 

 

La riqueza de especies (diversidad) registrada en este estudio (n=15) en las 

provincias de Pichincha, Morona Santiago y Sucumbíos corresponde al  48%  

del total de especies reportadas  para estas provincias. En las dos épocas del 

año las especies más predominantes fueron Lutzomyia tortura en Macas 

(Morona Santiago), Nyssomyia yuilli yuilli en Lumbaquí (Sucumbíos) y 

Pressatia sp. En Puerto Quito (Pichincha). 

 

La abundancia total de individuos con y sin ingesta, fue mayor en la zona de 

bosque, seguido de las áreas peridomiciliares y finalmente las áreas 

domiciliares, este patrón puede estar correlacionado con la diversidad de 

hábitats y de localidades específicas de colecta. 

 

La preferencia alimentaria más frecuente fue el orden Galliforme, también se 

detectó otras fuentes importantes como es el caso de mamíferos, entre los que 

se encuentran: el cerdo, el humano, el perro y la vaca. La presencia de 

ingestas mixtas tuvo lugar en las tres localidades, esto confirma la conducta 

oportunista del vector. 

 

El 45% de los flebótomos con ingesta sanguínea presentaron infección con 

Leishmania spp. Pressatia sp. fue la especie de flebótomos que presentó una 

mayor frecuencia de infección. La principal fuente de alimentación fueron las 

gallinas, considerados como huéspedes primarios 
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6.2 Recomendaciones 

 

El uso de las trampas CDC fue exitoso para la investigación, no obstante, se 

recomienda complementar con el uso de trampas de cebo humano, que 

también son eficaces en la colecta de flebótomos. 

 

En la planificación del trabajo de campo, se recomienda considerar colectas en 

diferentes estaciones climáticas. Al momento de ensamblar las trampas se 

recomienda buscar ambientes que reunan las características preferenciales 

para los flebótomos, como lugares cerca de corrales, riveras de ríos, areas con 

vegetación espesa, cerca de madrigueras de animales silvestres, lugares con 

poca luz y en horarios crepusculares. Esto incrementará las posibilidades de 

colectar mayor abundancia y diversidad de hembras con ingesta. 

 

En la detección de infección con Leishmania se sugiere el uso de otros 

marcadores moleculares que brinden mayor precisión en la identificación de 

especies de Leishmania. 

 

Se recomienda realizar investigaciones de este tipo en otras localidades que 

reportan altos índices de Leishmaniasis, asi como realizar un monitoreo 

contínuo en colaboración con los organizaciones pertinentes. 

 

Se recomienda considerar la información generada en esta investigación, por 

parte de los departamentos de salud pública pertinentes encargados del control 

epidemiológico de Ecuador, como evidencia actualizada que favorezca en la 

toma de decisiones respecto a medidas de prevención y protección contra 

enfermedades producidas por estos vectores. 

 

Los resultados que se presentan sobre la distribución del vector, biología y 

ecología, aumentan el conocimiento necesario para el desarrollo de mapas de 

riesgo de la enfermedad en Ecuador. 
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ANEXO 1: Leishmaniasis cutánea 

  

Tomado de: (Moonbattery, s.f.) 

 

ANEXO 2: Leishmaniasis muco-cutánea 

  

Tomado de: ULA VE, s.f. 

 

 

 

 

 

http://www.moonbattery.com/Leishmaniasis.jpg


74 

Anexo 3: Cibarios de los flebótomos colectados 

 

  

a) Cibario de Pressatia sp. 

b) Cibario de Lutzomyia camposi 

c) Cibario de Psychodopygus carrerai carrerai 

d) Cibario de Nyssomyia yuilli yuilli 

e) Espermateca de Nyssomyia yuilli yuilli  

f) Espermateca de Psychodopygus panamensis 
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Anexo 4. Abreviaturas 

 

spp.    Especies (en general). 

sp.   Especie de género 

L.   Lutzomyia 

ADN   Ácido desoxirribonucleico. 

µL Micro litro. 

RPM Revoluciones por minuto. 

bp Pares de base. 

msnm   Metros sobre el nivel del mar. 

PCR   Reacción en cadena de la polimerasa. 

CDC Centro para el Control y Prevención de las Enfermedades, 

USA. 

NCBI Centro Internacional para la Información Biotecnológica. 

TBE                         Tris Borato, EDTA 


