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RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad tropical desatendida y transmitida por
flebotomos del género Lutzomyia. En América del sur, la leishmaniasis cutanea
es endémica en la mayoria de los paises (Amora, Bevilaqua, Feijo, Alves, y
Maciel, 2009; Maroli, Feliciangeli, Bichaud, Charrel, y Gradoni, 2013). En
Ecuador, el primer reporte sobre preferencia alimentaria en fleb6tomos y la
identificacion de especies fue realizada en Valle Hermoso, localidad ubicada en
Santo Domingo de los Tsachilas que es una zona hiperendémica de presencia
de leishmaniasis (Anaguano et al., 2014). Este estudio se llevé a cabo en dos
localidades correspondientes a las provincias de Esmeraldas (Lagarto) y
Chimborazo (Cumandd) con el objetivo de identificar las especies de
fleb6tomos que habitan en cada localidad, determinar sus fuentes alimenticias
y detectar la infeccion de los mosquitos alimentados con Leishmania spp. Se
identificaron 5 especies de fleb6tomos: Pressatia dysponeta, Psychodopygus
panamensis, Lutzomyia tortura, Trichophoromyia reburra y
Micropygomyia cayennensis. Se colectaron 136 hembras de fleb6tomos
alimentadas. Se identificaron ingestas de sangre de gallina (64,7%), humano
(16,2%), vaca (1.5%), cerdo (0,7%) y de mamiferos silvestres no identificados
(11.8%). Por otra parte se detect6 infeccion de Leishmania spp. en el 47% de
hembras colectadas. Se observa una clara preferencia de los fleb6tomos, tanto
de Lagarto como de Cumanda, por alimentarse de aves. Pressatia dysponeta
fue la especie vector mads comuan, con mayor porcentaje de infeccion y mayor
frecuencia de ingesta aviar. Los resultados obtenidos en este trabajo, dan la
idea de la distribucion del vector, biologia y ecologia, incrementan el
conocimiento para el desarrollo de mapa oficial de distribucién del vector que a

Su vez, permita un mejor control de la enfermedad en el Ecuador.

Palabras clave: Leishmaniasis, fleb6tomos, infeccién natural, PCR, fuente de

alimentacion.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is an important tropical disease transmitted by phlebotomine
sandflies of Lutzomyia genus. Leishmaniasis is endemic in the majority of
countries in southamerica (Amora, Bevilaqua, Feijé, Alves, and Maciel, 2009;
Maroli, Feliciangeli, Bichaud, Charrel, and Gradoni, 2013). In Ecuador, the first
report of host feeding sources in sandflies and identification of species was
performed in Valle Hermoso, town located in Santo Domingo de los Tséachilas
which is a hyperendemic area of presence of leishmaniasis (Anaguano et al.,
2014). In this study we identified sandflies species, sandflies blood meals and
determine their natural infection with Leishmania spp. in two locations
corresponding to the provinces of Esmeraldas (Lagarto) and Chimborazo
(Cumandd). Five sandflies species were identified: Pressatia dysponeta,
Psychodopygus panamensis, Lutzomyia torture, reburra Trichophoromyia and
Micropygomyia cayennensis. 136 engorged females were collected. Identified
blood meal from chicken (64.7%), human (16.2%), livestock (1.5%), pig (0.7%)
and unidentified wild mammal (11.8%). Moreover detected infection of
Leishmania spp. in 47% of females collected. There is a clear preference of
sand flies, both Lagarto and Cumanda, for fowl. Pressatia dysponeta was the
most common specie of vector, with highest percentage of infection and
increased preference frequency for fowl blood meals. The results obtained in
this work, give an idea of the distribution of the vector, biology and ecology.
Increasing the knowledge to the official map of distribution of the vector that

allows better control of the disease in Ecuador.

Key words: Leishmaniasis, sandfly, natural infection, PCR, blood meal.
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Capitulo I. Introduccién

1.1 Formulacion del Problema

La leishmaniasis constituye un conjunto de enfermedades infecciosas
ocasionada por diferentes especies de un pardsito protozoario intracelular,
(Guaméan, Armijos, y Mancheno, 2013). El protozoario del género Leishmania
se transmite por moscas del géneros Phlebotomus y Lutzomyia (Calvopiia,
Loor, Lara, Zambrano, y Hashiguchi, 2012). Esta parasitosis afecta a
mamiferos, incluyendo a humanos. La enfermedad presenta tres formas
clinicas, que van desde lesiones cutaneas y muco-cutaneas hasta afectacion

visceral (Nieves et al., 2014).

Es la novena enfermedad de importancia de transmision vectorial entre las
enfermedades infecciosas individuales, sin embargo, la leishmaniasis es

considerada una enfermedad olvidada (Alvar et al., 2012).

Se ha estimado que anualmente se producen de 20.000 a 40.000 muertes por
causa de la leishmaniasis, siendo Brasil uno de los 10 paises con mayor
incidencia de casos. No obstante, la investigacién y el apoyo financiero en
programas de control y eliminacién son insuficientes (Alvar et al., 2012; Hotez
et al., 2007).

Tanto el control como el diagnostico temprano, en Latinoamérica, tienen
grandes retos y limitaciones, debido a que no se toman en cuenta a los
animales reservorios. En América del Sur se considera que el nUmero de casos
esta subestimado (Alvar et al., 2012; OMS, 2013; Salomon, 2009).

En Ecuador esta endemia es frecuente, alrededor del 80% de las provincias
han reportado casos de leishmaniasis con un desarrollo en su distribucion y un
aumento en el numero de casos (Guaman et al., 2013). Los estudios actuales

en Ecuador, en su mayoria, se han enfocado en el estudio del parasito y sus



efectos en la salud humana y en la ecologia del parasito (Ofelia, Vargas
Franklin, Hashiguchi Yoshihisa, Kato Hirotomo, y Eduardo, 2011).

La complejidad que enfrenta el desarrollo de estudios acerca del vector y su
comportamiento ecolégico especialmente en la diferenciacion de la diversidad
de especies que posee Yy la determinacion de infecciones naturales en varias
regiones del pais, han sido pocos (Salomon, 2009). Algunas especies de
fleb6tomos y casos de leishmaniasis muestran una asociacion directa con
pueblos agricolas donde el ganado se encuentra cerca de los habitantes que
permiten la alimentacion oportunista del vector con sangre de bovinos y de
humanos (Davies et al., 2000). Ademas, cultivos de cacao y café, que forman
parte de los bosques de las zonas endémicas, dan lugar a la formacion zonas
calientes donde la transmisiobn es elevada debido a las condiciones
ambientales favorables para el desarrollo de la mosca (OMS, 2010).

En Ecuador, el primer reporte de fuentes alimentarias de los flebétomos se lo
realiz6 en Valle Hermoso, en la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas,
que es una zona hiperendémica para la leishmaniasis en el Ecuador. Se
determind que Trapidoi nyssomyia fue la especie mas comun y que se alimenta
principalmente de aves (Anaguano, Ponce, Balde6n, Santander, y Cevallos,
2015).



1.2 Justificacién

El Unico estudio sobre fuentes de alimentacion de fleb6tomos y porcentaje de
infeccion e identificacion de los vectores se lo realizd en una zona
hiperendémica en el Ecuador conocida como Valle Hermoso (Anaguano et al.,
2015). La importancia de tener informacién en otros sitios hiper-endémicos
permitira obtener datos de las fuentes alimentarias e infeccién natural de
fleb6tomos con Leishmania spp, ampliando la comprension de la epidemiologia
de la enfermedad. La identificacion de hospederos involucrados en los
mecanismos de transmision y la comprension del comportamiento ecolégico del
vector, incluyendo su conducta alimenticia, ayudaran a formular programas de

prevencion y control.

Este trabajo complementa los datos citados anteriormente y aporta informacion
de zonas geograficas distintas. Para la seleccion de las localidades se tomaron
en cuenta los datos emitidos por el Ministerio de Salud Publica. Las provincias

escogidas tenian una incidencia significativa de leishmaniasis en afios previos.

En la actualidad, la utilizacion de métodos a nivel molecular basadas en PCR
permiten identificar los vectores y se puede detectar de manera directa sus
fuentes alimentarias (Abbasi, Cunio, y Warburg, 2009; Kent, Rebekah J. y
Norris, Douglas E., 2005; Ngo, K. A. y Kramer, L. D., 2003). El uso de técnicas
moleculares permite el estudio efectivo del comportamiento vector-hospedero y
el perfeccionamiento de sistemas de control del vector en la enfermedad
(Anaguano et al., 2015; Kent, Rebekah J. y Norris, Douglas E., 2005;
Sant'Anna et al., 2008).



1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

Detectar la infeccion natural de parasitos de la familia Trypanosomatidae en
especimenes de Lutzomyia spp., y determinar molecularmente los hospederos

de los que se alimenta.

1.4.2 Objetivos especificos

Identificar la diversidad de especies de Lutzomyia en las localidades de

estudio.

Detectar la presencia de tripanosomatidos en hembras de Lutzomyia spp.

mediante el uso de PCR.

Determinar la procedencia de la ingesta sanguinea en hembras de Lutzomyia

spp. mediante el uso de PCR multiplex.



Capitulo Il. Marco Tedrico

2.1. Leishmaniasis

2.1.1. Generalidades

Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) es un protozoo que causa el
conjunto de enfermedades conocidas como leishmaniasis (Claborn, 2010;
Nicolas et al., 2002). Incluye dos subgéneros, Leishmania y Viannia, cuya
diferencia se da por el lugar donde se desarrolla en el tracto digestivo dentro
del flebotomineo (Kala-azar, 2009). Los vectores pertenecen al género
Phlebotomus en viejo mundo (Europa, Asia y Africa) y al género Lutzomyia en
el neotrépico (Calvopifia et al., 2012). Ademas, segun la especie involucrada, la
leishmaniasis posee gran variedad de reservorios que pueden ser vertebrados,
incluido el humano (Dostélova y Volf, 2012).

Esta enfermedad, afecta principalmente a las areas suburbanas y rurales,
donde la pobreza y las condiciones del sistema de salud son deficientes (OMS,
2012). A esto se puede afiadir la constante migracion interna, el aumento de
movimiento de personas en busca de trabajo a zonas endémicas de la
enfermedad y el continuo desarrollo de proyecto petroleros en areas donde el
ciclo de trasmision va aumentando constantemente, lo que permite el aumento
del contacto del ser humano con el vector y el parasito (Desjeux, Philippe,
2004).

A nivel mundial, 22 especies de Leishmania son consideradas patogénicas
para el humano, 15 de ellas estan presentes en el continente Americano (OPS,
2013). En América, la leishmaniasis posee una alta morbilidad y a su vez una
amplia distribucion, ademas su transmision zoondtica requiere diferentes
especies de parasitos, vectores y reservorios (OPS y OMS, 2015). Por esta
razon, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera que la
leishmaniasis es un problema de salud publica y una enfermedad tropical
desatendida (OMS, 2013).



En Ecuador, el primer reporte de leishmaniasis fue en el afio de 1920 (Zapata,
Mejia, et al., 2012) y actualmente es endémica en la Costa, Sierra y Amazonia.
En zonas propicias de transmision la enfermedad se presenta a altitudes de

300 a 1500 metros sobre el nivel del mar (Armijos et al., 1997).

Los nombres con los que se le conoce a esta enfermedad varian de region a
region. Es asi como en la Costa es llamada como sarna brava, charra brava o
charra colombiana. En la region Amazédnica se la conoce como milliaa caracha
o0 ulcera brava cuando se habla de leishmaniasis cutanea, con la mucocutanea
se la llama lepra de montafia. Y en los Andes es llamada nigua de ratén o
grano malo. En las tres regiones el vector es conocido como manta blanca
(Calvopina, 2004).

2.1.2. Distribucion geogréafica

Segun la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), para el afio 2015, la
distribucion de casos de leishmaniasis cutanea y muco-cutanea tuvo un rango
de casos entre 1 y 3.058. Ademas, la presencia de areas con bosques
tropicales y subtropicales de tipo densa, hUmeda, templada y seca existe un
aumento en el niamero de casos reportados debido a que estos nichos
ecologicos son adecuados para el desarrollo del vector y sus reservorios
(Figura 1a). En la figura 1b, se observa la incidencia de casos de leishmaniasis
cutanea y muco-cutanea por 100.000 habitantes y por municipio, de acuerdo al
nivel de transmision en baja, media, alta, intensa y muy intensa (OPS y OMS,
2015).



Figura la Ecosistemas y distribucion de Leishmaniasis cutanea y muco-
cutanea en Ameérica, 2013.

Figura 1b Incidencia de leishmaniasis cutdnea y mucosa por 100.000
habitantes.

Tomado de Organizacion Panamericana de la Salud, Informe Leishmaniasis N°3-Julio del
2015.

En Ecuador, segun datos del Ministerio de Salud Publica (MSP), durante el
periodo 2002-2013, la enfermedad se distribuye en 23 de las 24 provincias, con
excepcién de Galapagos, los casos registrados con un promedio de 1512
casos anuales y una tasa de incidencia de 9,7 por 100.000 habitantes.
Ademas, segun la Direccion Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (2014), el
mayor nimero de casos reportados en el pais se centra en cuatro provincias de

Esmeraldas, Pichincha, Orellana y Morona Santiago.

2.1.3. Epidemiologia

La leishmaniasis ha sido considerada un problema de salud publica durante los
altimos afios por la Organizacibn Panamericana de la Salud (OPS) y

Organizacion Mundial de la Salud (OMS) debido a que puede causar muerte,



incapacidad y mutilaciones (Organizacion Mundial de la Salud, 2010). Varios
factores han permitido el creciente interés en su epidemiologia, programas de
control y vigilancia para el diagnostico temprano, tratamiento adecuado y
reduccion del contacto entre el vector y el hombre en los paises donde existe la

enfermedad de forma endémica (Claborn, 2010).

2.1.3.1 Leishmaniasis cutanea

También conocida como Leishmaniasis tegumentaria americana, es endémica
en Ecuador y se la encuentra en regiones que poseen ecologias tropicales y
subtropicales, aunque también se la puede encontrar en valles interandinos

(Calvopifia, Martinez, y Hashiguchi, 2013).

Esta forma clinica, afecta a zonas del cuerpo donde la mosca tiene
accesibilidad a la piel desnuda. Los parasitos asociados a la leishmaniasis
cutanea son: Leishmania braziliensis y Leishmania mexicana para el continente
americano y Leishmania major para el viejo mundo (Claborn, 2010). La lesién
se presenta a manera de una papula que posteriormente se convertira en una
ulcera que produce dolor y picor, esta lesion Unicamente aparece en el lugar
donde se dio la picadura de la mosca. Por otro lado, existe otro tipo de
leishmaniasis cutanea llamada difusa en la cual las lesiones se diseminan a
través de la piel asemejandose a la lepra (Claborn, 2010; Organizacién Mundial
de la Salud, 2010).

2.1.3.2 Leishmaniasis muco-cutanea
Se encuentra en regiones que poseen ecologias tropicales y humedas con un
indice pluvial regular, no obstante, también pueden habitar en lugares secos

(A.G.M.F et al., 2014, Calvopifia et al., 2013).

Causado principalmente por Leishmania braziliensis y ocasionalmente por

Leishmania aethiopica, la leishmaniasis muco-cutanea produce lesiones



destructivas y deformantes en zonas donde se desarrollan, tal puede ser el
dafio que puede llegar a causar la muerte debido a las complicaciones que
puede presentar por neumonia aspirativa o por asfixia. (A.G.M.F et al., 2014;

Organizacion Mundial de la Salud, 2010).

2.1.4 Taxonomia del parasito

El protozoario Leishmania se agrupa en el phylum Sarcomastigophora, clase
Zoomastigophora, orden Kinetoplastida, suborden Nematocera, familia

Trypanosomatidae y género Leishmania.

La taxonomia de las especies de Leishmania constituye un topico controversial.
El criterio taxondmico para la leishmaniasis en el neotrépico que produce la
leishmaniasis cutanea y muco-cutanea lo realizaron mediante la separacion de
dos complejos, uno denominado barzilensis, subdividido en las siguientes
especies: Leishmania (vianna) brazilensis, L. (V) panamensis, L. (V)
guyanensis y L. (V) peruviana y el segundo complejo denominado mexicana,
subdivido en las siguientes especies: Leishmania (Leishmania) mexicana, L.

(L) pifanio, L. (L) amazonensis, L. (L) gamhamiy L. )L) venezuelensis.

Esta clasificacion fue elaborada en base a la unificacion de hallazgos clinicos,
serolégicos, inmunopatolégicos, epidemiolégicos y geogréficos, y por la
caracterizacion de aislados del parasito. Recientemente para la designacion de
especies han sido tomados en cuenta otros criterios mas sofisticados, como es
estudio bioquimico de los parasitos mediante el andlisis secuencial del DNA del
kinetoplasto o kDNA, perfiles de isoenzimas y mediante la utilizacion de
anticuerpos monoclonales utiles en la determinacion de especies del parasito
(Organizacién Mundial de la Salud, 2010).
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2.2. Fleb6tomos

2.2.1. Apariencia y comportamiento

Los fleb6étomos son pequefios insectos de la familia Psychodidae del orden
Diptera con una longitud aproximada de 2-3 mm. Su color varia de mas o
menos blanco a casi negro. Posee tres caracteristicas que lo hacen facil de
reconocer del resto de insectos: sus alas forman un angulo sobre el abdomen
cuando se encuentran en reposo, todo su cuerpo estd cubierto de pelo y a
diferencia del resto de moscas, su vuelo es corto y sigiloso con un peculiar
movimiento a modo de salto. Varios estudios han demostrado que la distancia
de vuelo varia entre especies pero rara vez supera un kilbmetro. Su velocidad
méaxima de vuelo es un poco menos de 1m/s (OPS y OMS, 2015). El habitat en
el que se desarrollan tiende a ser frio y humedo, por esta razon, suelen
encontrarse en casa,; letrinas; establos; cuevas; rocas o en el suelo; también en
lugares con vegetacibn densa dentro de madrigueras de roedoresy
otros mamiferos; nidos de péjaro; y termitas. Su actividad es crepuscular o
nocturna, a pesar de, son pocas las especies que pican durante el dia.
Unicamente, las moscas hembras se alimentan de sangre para la produccion
de huevos, y sus picaduras son dolorosas, en su mayoria son exofagicas, es
decir, que muerden al aire libre, pero también existen especies exofilicas que
son aquellas que descansan al aire libre durante los periodos de maduracion
de huevos. Por otro lado, existen especies endofilicas que descansan en el
nido durante la maduracion de huevos (Killick-Kendrick, 1999; Maroli et al.,
2013).

En la actualidad se conocen alrededor de 800 especies de fleb6étomos, en
cinco géneros principales; en el viejo mundo tenemos: Phlebotomus (94
especies) y Sergentomyia (258 especies) y en el nuevo mundo Lutzomyia (379
especies), Bruptomyia (23 especies) y Warileya (5 especies) y de estos, los
géneros Phlebotomus y Lutzomyia han sido probados como vectores de

Leishmania (Young, David G. y Duncan, Margo A., 1994).
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2.2.2. Distribucién del vector

Las moscas de arena se encuentra distribuidas principalmente en las regiones
con clima célido en el mundo incluyendo el sur de Europa, Asia, Africa,
Australia y América Central y América del Sur, a excepcion de Nueva Zelanda y
las islas de Pacifico (Killick-Kendrick, 1999; Maroli et al., 2013; Ready, 2013).
En cuanto a altitud su distribucion va desde 5 a 3300 metros sobre el nivel del
mar (Anaguano et al., 2015; Maroli et al., 2013).

2.2.3. Biologia del vector

A diferencia de los mosquitos culicidos, los fleb6tomos en sus etapas
inmaduras no necesitan de agua para completar su desarrollo, aunque
necesitan de habitats calidos y humedos. Los fleb6tomos experimentan una
metamorfosis completa, la cual se divide en cuatro etapas: huevo, larva (cuatro
estadios), pupa y adulto. La ovoposicion las hembras adultas lo hacen en
lugares ricos en materia orgénica, la cual provee de refugio, humedad y
nutricion a las larvas recién emergidas. Los huevos miden alrededor de 0.3-0.5
mm de longitud, poseen en su inicio un color blanco o gris claro, pero tienden a
tomar un color marrén oscuro o negro después de la ovoposicion. Las hembras
requieren de sangre para completar el desarrollo del lote de huevos. Su
eclosion es dependiente de la temperatura y el desarrollo de las larvas es
habitualmente lento. Por otro lado, solo algunas especies de moscas son
capaces de producir huevos viables sin necesidad de sangre (Killick-Kendrick,
1999; Maroli et al., 2013; Ready, 2013).

2.2.4. Taxonomia del vector

Los fleb6tomos se agrupan en el phylum Artropoda, clase Insecta, orden
Diptera, suborden Nematocera, familia Psychodidae y subfamilia
Phlebotominae (Anaguano et al., 2015; Killick-Kendrick, 1999; Maroli et al.,
2013).
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La identificacion taxonomica de los flebétomos ha sido un tema controversial,
complicado y lejos de ser definitivo. Actualmente se registran 3 géneros en el
Viejo mundo: Phlebotomus, Sergentomyia y Chinius (Organizacion Mundial de
la Salud, 2010). A pesar de que existen controversias para la clasificacion de
especies en el Nuevo Mundo, los investigadores en su mayoria aceptan la
propuesta de Lewis et al. (1977) para los fleb6tomos de la region Neo tropical,
posteriormente Young y Duncan (1994), reconocen tres géneros Lutzomyia,
Brumptomyia y Warileya (Maroli et al., 2013; Organizacion Mundial de la Salud,
2010). Por otro lado, Galati (2003) en su mas reciente revision, reconocio 464
especies de fleb6tomos los cuales se agrupan en 23 géneros, 20 subgéneros y

tres grupos de especies y 28 series (Organizacion Mundial de la Salud, 2010).



Capitulo Ill. Metodologia

3.1 Instituciones Participantes

El trabajo de titulacion DETECCION DE LA INFECCION NATURAL DE
Leishmania spp. EN ESPECIMENES DE Lutzomyia spp., Y DETERMINACION
MOLECULAR DE LOS HOSPEDEROS DE LOS QUE SE ALIMENTAN EN LAS
PROVINCIAS DE ESMERALDAS Y CHIMBORAZO, fue realizado en los
laboratorios del Centro de Investigacion Traslacional (CIT) de la Universidad de
las Américas en colaboracion con el area de Entomologia del Instituto Nacional
de Investigaciébn en Salud Publica (INSPI). La investigacion forma parte del
proyecto “Sistema nacional de vigilancia y alerta temprana para el control de
los vectores de Malaria y Leishmaniasis”, proyecto que se lleva a cabo con el
financiamiento de la Secretaria Nacional de Educacion Superior, Ciencia,
Tecnologia e Innovacion (SENESCYT) y la Universidad de las Américas
(UDLA). Parte de la investigacion indicada ha sido motivo de este trabajo de
pregrado previo a la obtencion del titulo de ingeniera en biotecnologia de la

Universidad de las Américas-UDLA.

3.2 Procedimientos

3.2.1 Areas de estudio

El estudio se realiz6 en dos localidades de las provincias de Esmeraldas y

Chimborazo.

En la provincia de Esmeraldas se realizd el estudio en Lagarto, canton Rio
Verde. Segun Direccién Nacional de Vigilancia Epidemiolégica, Ministerio de
Salud Publica del Ecuador (2013), se registraron aproximadamente 207 casos
de leishmaniasis durante el 2013. Geograficamente, la parroquia de Lagarto se
encuentra ubicada en 01°04’00” de latitud norte, 79°15°30” de longitud
occidental y a una altura de aproximada de 3 msnm (Figura 2). El bosque es

hamedo tropical, con temperaturas medias anuales que sobrepasan los 25 °C y
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una humedad relativa del 85%. Las precipitaciones pluviométricas son de
aproximadamente 500 mm (Palacios y Ontaneda, 2013).

La segunda localidad de colecta se encuentra ubicada en el cantdn Cumanda,
al sur oeste de la provincia de Chimborazo. Segun Direccion Nacional de
Vigilancia Epidemiolégica, Ministerio de Salud Publica del Ecuador (2013), se
registraron aproximadamente 14 casos de leishmaniasis durante el 2013.
Geograficamente, se encuentra ubicada en 2°14’38.35” de latitud sur,
79°03’33,60” de longitud occidental y con una altura de 450 msnm
aproximadamente (Figura 2). La zona de bosque humedo tropical, presenta
temperaturas medias anuales de 20 °C y una humedad relativa del 70%. Las
precipitaciones anuales son de aproximadamente 1500-1750 mm (Palacios y
Ontaneda, 2013).
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Figura 2. Mapa de ubicacion de las zonas de colecta de especimenes en las

provincias de Esmeraldas y Chimborazo.
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3.2.2 Colecta de fleb6tomos en campo

Para la colecta de individuos fleb6étomos se utilizaron trampas de luz normal
tipo CDC (BioQuip Products, USA) (Figura 3), las cuales son utilizadas en
capturas nocturnas. Actian atrayendo a las lutzomias por medio de la luz y
estas a su vez son succionadas por un flujo de aire generado por una hélice

(Cordova, Vargas, Hashiguchi, Kato, y Gémez, 2011; Desjeux, P, 2004).

Figura 3 Trampa CDC de luz normal, utilizada en las colectas de campo.

La colocacién de las trampas en cada area de trabajo se bas6é en el modelo
transecto lineal. En este modelo, se descartan las elevaciones del suelo,
tomado toda medicion como si se encontrara todo a una misma altura,
registrando toda especie que toca la linea del transecto. Para esto, se necesita
la ubicacion exacta del area de estudio en un mapa, acompafiado de datos
ambientales de la zona (Anaguano et al., 2015). Las trampas fueron ubicadas
en seis puntos del area de estudio a una distancia de 150 m el uno del otro,
iniciando por el punto mas cercano a la zona peri domiciliar y el dltimo punto el

mas alejado a la zona peri domiciliar.

Las capturas se realizaron en dos salidas de campo en dos épocas diferentes
del afio (seca-lluviosa). La primera colecta se realiz6 en las dos localidades en
Septiembre y Octubre, meses que corresponden la temporada seca. La
segunda salida fue en los meses de Marzo y Abril, época lluviosa. Las colectas
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se realizaron durante tres noches seguidas y las trampas fueron instaladas
desde las 18h00 hasta las 06h00 del dia siguiente.

La altura maxima en la que se colocaron las trampas no sobrepaso el 1 m en
zonas cerradas del bosque junto a madrigueras y hoyos formados por arboles

de la zona (Figura 4).

Figura 4 Ubicacion de las trampas CDC en éareas de colecta. Trampas

ubicadas a una altura promedio de 1 m en espacios cerrados por arboles.

(a,b) Septiembre 2014.
(c,d) Marzo 2015.

3.2.3 Procesamiento, montaje e identificacién taxondmica de fleb6tomos

Los insectos colectados en el campo fueron mantenidos vivos y transportados
en cajas Petri de plastico para ser procesados en el laboratorio, donde fueron
sacrificados exponiéndolos a 4°C durante una hora. Despueés, se clasificaron
por trampa, dia y época de colecta. Con ayuda de un estereoscopio Discovery
VI2 (ZEISS, Alemania), de cada trampa se separaron hembras y machos,

asimismo, las hembras con ingesta sanguinea (Figura 5). Los individuos con
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ingesta sanguinea fueron disectados la cabeza del torax, y se retiraron los
altimos segmentos del abdomen y se tomd un ala para la identificacion
morfologica. El térax junto con el resto del abdomen y las alas fueron
almacenados a -20°C en micro tubos individuales etiquetados para su posterior

extraccion de ADN.

La cabeza, el ala y los ultimos segmentos del abdomen de los individuos con
ingesta sanguinea, fueron clarificados de forma quimica con hidroxido de
potasio al 10% durante 8 horas para visualizar las estructuras internas
esclerotizadas indispensables para la identificacion taxonémica. Las partes
clarificadas se montaron en un medio permanente de Balsamo de Canada para
microscopia (Merck®) sobre un porta objetos, con cada parte sumergida
previamente en xilol (Merck®). Una vez seco, mediante un microscopio Axio
Scope.Al (ZEISS, Alemania) se identificaron los especimenes segun la clave
taxonomica de Young y Duncan (Young, D.G. y Duncan, M.A., 1994) en base a
las similitudes del cibario, palpos, alas y espermatecas del fleb6tomo,

documentadas en fotografias de las especies identificadas.

Figura 5. Clasificacion de los flebétomos por su sexo y condicion para su
posterior diseccién y montaje

a. Macho (25X).

b. Hembra sin ingesta (15X).

¢. hembra con ingesta (30X).
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3.2.4 Extraccién de DNA total

Para la obtencion del ADN a partir de los abdomenes de las hembras
alimentadas individuales se utilizé el kit DNeasy Blood® & Tissue (Qiagen)
siguiendo las instrucciones del fabricante:
*» Los abdomenes separados se colocaron en micro tubos estériles de
1.5 mL individuales y correctamente rotulados.
= Colocar 60 pL de Buffer ATL y cortar usando tijera de microdiseccion
el abdomen hasta lograr que los pedazos sean imperceptibles.
= Colocar 20 pL de Proteinasa K e incubar a 56°C durante toda la
noche.
= Al siguiente dia, se someti6 a vortex por 15 segundos. Se agregé 200
uL del buffer AL y se mezcld por vortex.
» Se afiadio 200 pL de etanol al 100% y se mezclé mediante vortex.
= Se colocéd el lisado en un tubo colector de 2 mL. Se procedié a
centrifugar a 8000 rpm por un minuto y se descarto el filtrado.
» Posteriormente, se afiadié 500 pL de buffer AW1 y se centrifugo por
un minuto a 8000 rpm. Se descarto el filtrado.
= Después, se afiadio 500 uL de buffer AW2 y se centrifugo por tres
minutos a 14000 rpm. Se descarté el filtrado.
» Finalmente, se coloco el tubo colecto en un tubo de 1.5 mL y se
coloco 100 pL el buffer de elucién AE. Se dejo incubar por un minuto y

se centrifugo por un minuto a 8000 rpm para eluir.

Para la cuantificacion del ADN extraido se realizé la medicion de la
absorbancia (260/280) con espectrofotometria en el equipo Synergy HT
(BioTek Instruments, USA). Su conservacion se la realizo en frio a -20°C hasta

su utilizacién en las amplificaciones de primers especificos.

Para el estudio a nivel molecular se investigaron los genes de los vertebrados
que son las fuentes alimentarias viables de los fleb6tomos, ademas de un gen
especifico de la familia Trypanosomatidae, que incluye a los géneros

Leishmania, Trypanosoma y Endotrypanum.
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3.2.5 Amplificacion de ADN de ingestas alimentarias

Para las amplificaciones de ADN se utiliz6 un termociclador Mastercycler Pro
(Eppendorf, Alemania). En todos los ensayos se utilizO DNA polimerasa
PlatinumTaq (Invitrogen, Life Technologies, USA). Los primers fueron

sintetizados por Integrated DNA Technologies en Estados Unidos.

3.25.1 Amplificacion de DNA mitocondrial de vertebrados

El conjunto de primers utilizado para la amplificacion de ADN mitocondrial de
vertebrados fue L14841 (forward, 5-CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-
3) y H15149 (reverse, 5-CCCCTCA GAATGATATTTGTCCTCA-3’). Un
fragmento de 358 bp del gen mitocondrial citocromo B especifico para
vertebrados (Lah, Ahamad, Haron, y Ming, 2012; Maleki-Ravasan et al., 2009;
Oshaghi et al., 2005). Las condiciones de reaccién y programa de termociclado

se encuentran descritas en la Tabla 1.

Tabla 1 Concentraciones de reactivos y condiciones de termociclado usadas

para la amplificacién con primers especificos para vertebrados.

Reactivos Concentracion Perfil térmico

PCR

Buffer 1x Desnaturalizacion inicial 95°C x 5 min.
MgCl, 2 Mm 40 ciclos

Primers (c/u) 0,5 uM Desnaturalizacion 95°C x 30 s.
dNTPs 0,4 mM Alineamiento de primers 58°C x 30 s.
Taqg 1,25 U/Rx Extensién 72°C x 45 s.
polimerasa

DNA molde 25 ng/Rx

Volumen final 25 L Extension final 72°C x 5 min.

El control positivo fue DNA total extraido mediante el DNeasy Blood® & Tissue

(Qiagen) a partir de una muestra de sangre humana. Agua destilada libre de
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nucleasas se utilizé como control negativo para descartar contaminacion

externa durante la manipulacién y preparacion de cada reaccion.

3.2.5.2 Amplificacion de DNA nuclear de mamiferos

Se utilizé un par de primers PNOC-F (forward, 5-
GCATCCTTGAGTGTGAAGAGAA-3) y PNOC-R (reverse, 5'-
TGCCTCATAAACTCACTGAACC-3’), los cuales amplifican un fraccion de 330
bp del gen nuclear que codifica la Prepronocicpetina (PNOC), el cual es
especifico para mamiferos (Haouas et al., 2007). Las condiciones de reaccion y

programa de termociclado estan descritas en la Tabla 2.

Tabla 2 Concentraciones de reactivos y condiciones de termociclado usadas

para la amplificacién con primers especificos para mamiferos.

Reactivos PCR  Concentracion Perfil térmico

Buffer 1x Desnaturalizacion inicial 95°C x 8 min.
MgCl, 3mM 40 ciclos

Primers (c/u) 0,6 uM Desnaturalizacién 95°C x 30 s.
dNTPs 0,6 mM Alineamiento de primers 56°C x 30 s.
Tag polimerasa 1,25 U/Rx Extension 72°C x 45 s.
DNA molde 25 ng/Rx

Volumen final 25 L Extension final 72°C x 5 min.

El control positivo fue ADN extraido mediante el DNeasy Blood® & Tissue
(Qiagen) a partir de una muestra de sangre humana y agua destilidad libre de
nucleasas se utilizé como control negativo, para descartar contaminacion

externa durante la manipulacién y preparacion de cada reaccion.
3.25.3 Amplificacién de DNA mitocondrial de mamiferos domésticos
La PCR multiple se llevo a cabo bajo las condiciones de reaccion y

termociclado descritos en la Tabla 4. Los fragmentos amplificados pertenecen

al gen mitocondrial citocromo B de cuatro mamiferos domésticos que poseen
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diferentes tamafos de fragmento especifico (Kent, Rebekah J y Norris, Douglas
E, 2005). Las secuencias de los primers en direccién 5-3’ fue especifica para

los hospederos y se indican en la Tabla 3.

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

Hospedero Primer Secuencia (5’-3) Fragmento

(bp)

Homo Human741F GGCTTACTTCTCTTCATTCTCTCCT 334

sapiens

Sus scrofa Pig573F CCTCGCAGCCGTACATCTC 453

domesticus

Bos Taurus Cowl21F CATCGGCACAAATTTAGTCG 561

Canis Dog368F GGAATTGTACTATTATTCGCAACCA 680

familiaris T

Capra hircus  Goat1894F CCTAATCTTAGTACTTGTACCCTTCC 132

TC
UNREV1025 GGTTGTCCTCCAATTCATGTTA -

Tabla 4. Concentraciones de reactivos y condiciones de termociclado usadas
para la amplificacion multiplex con primers especificos para mamiferos

domésticos y el primer universal UNREV 1025.

Reactivos PCR  Concentracion Perfil térmico

Buffer 1x Desnaturalizacion inicial 95°C x 5 min.
MgCl, 3,5mM 35 ciclos

Primers (c/u) 0,4 uM Desnaturalizacion 95°C x 1 min.
dNTPs 0,8 mM Alineamiento de primers 58°C x 1 min.
Taq polimerasa 2,5 U/Rx Extension 72°C x 1 min.
DNA molde 25 ng/Rx

Volumen final 25 uL Extension final 72°C x 7 min.

El control positivo fue ADN total extraido mediante el DNeasy Blood® & Tissue
(Qiagen) a partir de muestras de sangre de cabra, vaca, humano, cerdo y
perro. Agua destilada libre de nucleasas se utiliz6 para descartar
contaminacion externa durante la manipulacion y preparacion de cada

reaccion.
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3.25.4 Amplificacion de DNA mitocondrial de gallinas

El  conjunto de primers utilizados fueron GallF (forward, 5'-
ATTTCGGCTCCCTATTAGCAG-3) vy GallR (reverse, 5-GTCCGAT
GTGAAGGAAGATACAGATGAAGAAGAA-3). Se amplifico un fragmento del
gen mitocondrial de citocromo B especifico para el orden Galliformes con un
fragmento de amplificacion de 210bp (Chang, Teng, Chen, Chen, y Jeng, 2008;
Garcia-Rejon et al., 2010; Ngo, K.A. y Kramer, L.D., 2003). Las condiciones de

reaccion y programa de termociclado estan descritas en la Tabla 5.

Tabla 5. Concentraciones de reactivos y condiciones de termociclado usadas

para la amplificacion con primers especificos para el orden galliforme.

Reactivos PCR  Concentracion Perfil térmico

Buffer 1x Desnaturalizacion inicial 94°C x 5 min.
MgCl, 2mM 40 ciclos

Primers (c/u) 0,6 uM Desnaturalizacion 94°C x 30 s.
dNTPs 0,4 mM Alineamiento de primers 60°C x 30 s.
Tag polimerasa 2,5 U/Rx Extension 72°C x 90 s.
DNA molde 25 ng/Rx

Volumen final 25 uL Extension final 72°C x 4 min.

El control positivo fue ADN total extraido mediante el DNeasy Blood® & Tissue
(Qiagen) de una muestra de sangre de gallina. Agua destilada libre de
nucleasas se utilizO para descartar contaminacion externa durante la

manipulacion y preparacion de cada reaccion.

3.25.5 Amplificacién de DNA de Leishmania spp.

Para la deteccion de infecciones naturales con Leishmania spp. se han
utilizado un set de primers especificos para la familia Trypanosomatidae, dentro
de la cual se incluyen géneros de importancia médica como Leishmania y
Trypanosoma; y el género Endotrypanum, genéticamente muy relacionado a

Leishmania.
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3.25.6 Amplificacién de DNA del cinetoplasto de la familia

Trypanosomatidae

El  conjunto de primers utilizados fueron JW11 (forward, &’-
CCTATTTTACACCAACCCCCAGT-3) y JW12 (reverse, 5'-
GGGTAGGGGCGTTCTGCGAAA-3’). Del DNA del minicirculo del cinetoplasto,
parte del genoma mitocondrial de los tripanosomatidos, se amplificO un
fragmento de 120 bp (Nicolas, Prina, Lang, y Milon, 2002; Sant'/Anna et al.,
2014; Zapata, Mejia, et al., 2012). Las condiciones de reaccion y programa de

termociclado descritas en la Tabla 6.

Tabla 6. Concentraciones de reactivos y condiciones de termociclado usadas

para la amplificacion con primers especificos para tripanosoméatidos.

Reactivos PCR  Concentracion Perfil térmico

Buffer 1,2 x Desnaturalizacion inicial 95°C x 4 min.
MgCl, 3mM 35 ciclos

Primers (c/u) 0,4 uM Desnaturalizacién 95°C x 1 min.
dNTPs 0,6 mM Alineamiento de primers 58°C x 30 s.
Tag polimerasa 2,5 u/rxn Extension 74°C x 30 s.
DNA molde 5uL
Volumen final 25 uL Extension final 72°C x 10 min.

El control fue ADN extraido mediante el DNeasy Blood® & Tissue (Qiagen) de
cultivos de Leishmania tarentolae del Centro de Investigacidon Traslacional de la
UDLA. Agua destilada libre de nucleasas se us6 para descartar contaminacion

externa durante la manipulacion y preparacion de cada reaccion.

3.2.6 Electroforesis de DNA en gel de agarosa

Los productos de amplificacién se analizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa. El gel fue tefiido con colorante SYBR® Green | Nucleic Acid Gel
Stain. Los productos se cargaron en el gel mezclando 8 uL de producto de

PCR con 2pL de Blueduice™ Gel Loading Buffer (10X). Finalmente, se corri6 la
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electroforesis en buffer TBE 0.5X a 85 voltios durante 45 minutos. La fotografia
para su documentacion se realiz6 bajo luz ultravioleta en el sistema de

documentacion Enduro GDS (Labnet International, USA).
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Capitulo IV. Resultados

4.1Composicion taxonomica de los fleb6tomos con ingesta sanguinea.

En cuanto a la composicion taxondémica de las hembras con ingesta sanguinea
de las dos localidades, se pudo observar la presencia de 5 especies, Lutzomyia
tortura (Young Yy Rogers), Pressatia dysponeta (Fairchild y Hertig),
Psychodopygus panamensis (Shannon), Trichophoromyia reburra (Fairchild y
Hertig), Micropygomyia cayennensis (Floch y Abonnenc), las cuales fueron
identificadas y clasificadas morfolégicamente mediante la comparacién de sus
estructuras internas del cibario que es segmento del aparato digestivo situado
oralmente a la faringe donde se puede observar el niumero y forma de los
dientes horizontales posteriores, las hileras de dientes verticales anteriores y la
forma y extensiobn oral del &rea pigmentada y espermatecas que son
segmentos pares del aparato genital con funcion de depdsito de
espermatozoides (Figura 6) con las reportadas en la clave taxonomica de
Young y Duncan (1994). Pocos especimenes no pudieron ser identificados,
debido a que su cabeza o abdomen se extraviaron o se destruyeron durante el

manejo.

Figur
con ingesta sanguinea; podemos observar que cada especie posee
caracteres diferentes para la identificacion taxonémica.

a. Pressatia dysponeta
b. Psychodopygus panamensis.
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Cabe resaltar que la especie Pressatia dysponeta fue la mas abundante, con
36,8% de los flebotomineos capturados en ambas localidades, en contraste
con las demas especies, que se hallaron en porcentajes menores, Lutzomyia
tortura (0,7%), Psychodopygus panamensis (2.2%), Trichophoromyia reburra

(2.2%), Micropygomyia cayennensis (1.5%).

Tabla 7. Abundancia de especies de fleb6tomos colectados en la Provincia de

Chimborazo.
CHIMBORAZO-CUMANDA
Epoca de colecta
Especie Seca Lluviosa Total

Abundanci  Abundanci Abundanci Abundanci Abundanci Abundanci

a absoluta arelativa a absoluta arelativa a absoluta arelativa
Pressatia 4 57,1% 29 43,9% 33 45,2%
dysponeta
Psychodopygus 0 0,0% 3 4,5% 3 4,1%
panamensis
Trichophoromyia 1 14,3% 2 3,0% 3 4,1%
reburra
Lutzomyia sp. 2 28,6% 25 37,9% 27 37,0%
Pressatia sp. 0 0,0% 7 10,6% 7 9,6%

Nota: Los datos muestran la abundancia de especies de hembras fleb6tomos con ingesta

sanguinea en la localidad de Cumanda divida por épocas de colecta.

Dentro de la localidad de Cumanda (Tabla 7), la especie con mayor abundancia
relativa en las dos colectas realizadas fue Pressatia dysponeta, con un total de
33 individuos (45,2%), con un aumento en su densidad en la época lluviosa.
También tenemos a Psychodopygus panamensis con 3 individuos (4,5%) en la
época lluviosa y Trichophoromyia reburra que lo entramos en las dos épocas,
aumentando su densidad en la época lluviosa sumando un total de 3 individuos
(4,5%).
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Tabla 8. Abundancia de especies de fleb6tomos colectados en la Provincia de

Esmeraldas.
ESMERALDAS-LAGARTO
Epoca de colecta
Especie Seca Lluviosa Total
Abundancia  Abundancia Abundancia Abundancia  Abundancia Abundancia
absoluta relativa absoluta relativa absoluta relativa
Lutzomyia tortura 0 0,0% 1 4,8% 1 1,6%
Pressatia dysponeta 31 57,1% 0 0,0% 31 49,2%
Micropygomyia cayennensis 0 0,0% 2 9,5% 2 3,2%
Lutzomyia sp. 10 40,5% 17 81,0% 27 42,9%
Pressatia sp. 1 2,4% 1 4,8% 2 3,2%

Nota: Los datos muestran la abundancia de especies de hembras fleb6tomos con ingesta

sanguinea en la localidad de Lagarto divida por épocas de colecta.

En Lagarto (Tabla 8), la especie con mayor abundancia relativa fue Pressatia
dysponeta, con un total de 31 individuos (49,2%) en la época seca. Seguido de
Micropygomyia cayennensis con 2 individuos (3,2%) en la época lluviosa y
Lutzomyia tortura presente en la época lluviosa con 1 individuo (1,6%).

Al revisar la abundancia relativa y absoluta de Pressatia dysponeta en relacion
al sitio de colecta se not6 que en la provincia de Chimborazo a partir de los 250
m el nimero de especimenes comienza a disminuir mientras se va alejando de
la zona peri-domiciliar, de la misma manera, vemos que ocurre en Esmeraldas
qgue los especimenes con ingesta sanguinea van disminuye conforme se va

alejando el sitio de colecta de la zona peri-domiciliar (Figura 7).
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Figura 7. Distribucion espacial de especies flebotomineas colectadas.

a. Los datos muestran la distribucion espacial de las diferentes especies de fleb6tomos

con ingesta sanguinea en las localidades Cumandé y Lagarto.

Cumanda
50%
(19)
36.8%
(14)
42.1%
(8)
31.6%
10.5%
(@  333% 50%
2)16.6% 3 10.5%
2.6% (1) .3% (2)
(1)
Sitio (250m) Sitio (500m) Sitio (600m)
Sitio de colecta
Lagarto
69.2%
(18)
80%
61.1% (12)
(11)
23.1%
(6) 27.7%
(5)
7.7% 13.1%
(2) 5.6% 5.6% (z) 6.7%
l (1) (1) (1)
Sitio (250my) Sitio (500m) Sitio (600m)

Sitio de colecta

H Pressatia dysponeta
Psychodopygus panamensis

H Trichophoromyia reburra

W Lutzomyia sp

Pressatia sp

M| Pressatia dysponeta

m Lutzomyia tortura

| Micropygomyia cayennensis
M Lutzomyia sp

Pressatia sp

Se colecté un total de 10892 fleb6tomos en las localidades de Lagarto y

Cumanda. Se colectaron 7959 machos y 2983 hembras. De las cuales 2779

hembras fueron sin ingesta y 136 hembras con ingesta. Se registraron 18

hembras ovadas. Del total de hembras colectadas (n=2933), el 94.7% fueron

hembras sin ingesta, el 4.6% hembras con ingesta y 0.6% hembras ovadas. De

las cuales unicamente las hembras con ingesta fueron seleccionadas para su

identificacion morfolégica y molecular.
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En Cumandd en época seca se colectaron 393 hembras, el 83% fueron
hembras sin ingestas, el 16,8% hembras con ingesta y 0.3% hembras ovadas.
En la época lluviosa se colectaron 16 hembras, de las cuales el 43,75% fueron
hembras sin ingesta, el 43,75% de hembras con ingesta y 12,5% de hembras

ovadas (Figura 8).
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50 43.75% 43.75% 0.3% 12.5%
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0 0 @
Hembras sin ingestas Hembras con ingesta hembras ovadas

Condicidn

Figura 8. Condicion de fleb6tomos colectadas.

a. Los datos representan el nUmero de fleb6tomos colectados en la época lluviosa y seca

en Cumanda, Chimborazo.

En cambio, en Lagarto, se colectaron 93 hembras en la época seca, el 69,9%
(65) eran hembras sin ingesta, el 22,6% (21) hembras con ingesta 'y 7.5% (7)
hembras ovadas. En la época lluviosa se colecté un total de 2431 hembras, de
las cuales el 97,9% (2381) eran hembras sin ingesta, el 1,7% (42) de hembras

con ingesta y el 0,3% (8) de hembras ovadas (Figura 9).
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Figura 9. Condicion de fleb6tomos colectadas.

a. Los datos representan el nimero de fleb6tomos colectados en la época lluviosa y seca en

Lagarto, Esmeraldas.

De acuerdo a la distribucion espacio-temporal (Figura 10a) de los individuos sin
ingesta y con ingesta, se puede observar que tanto en la época seca como
lluviosa se colect6 una mayor cantidad de individuos en las areas mas
cercanas al area peri-domiciliar en comparacién con las zonas cercanas al
bosque. En Cumanda (Figura 10b), en la época seca, la colecta de individuos
fue mayor en la zonas cercanas a la poblacién pero, en la época lluviosa
sucede todo lo contrario, disminuye la cantidad de individuos en el area peri-
domiciliar y aumenta en las zonas cercanas al bosque. En Lagarto (Figura 10c),
en la temporada seca, la colecta de individuos disminuye en la zona peri-
domiciliar aumenta en las zonas cercanas al bosque pero, en la época lluviosa,
la colecta de individuos aumento en zonas peri-domiciliar y disminuye en zonas

cercanas al bosque.
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Figura 10. Distribucion de hembras flebotomineas en Esmeraldas

Chimborazo.
a) Distribucion de hembras flebotomineas en las zonas de colecta.
b) Hembras con ingesta y sin ingesta colectadas en época seca y lluviosa en Cumanda.

¢) Hembras con ingesta y sin ingesta colectadas en época seca y lluviosa en Lagarto.
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4.2 Deteccidn de infeccidon natural con Leishmania spp. de los fleb6tomos

Se utilizaron primers especificos para los parasitos del orden
Trypanosomatidae para la deteccion de la presencia del parasito del género
Leishmania dentro de hembras flebotomineas con ingesta sanguinea (Figura
11). Para el ensayo se utilizaron todas las muestras de ADN extraidas (136).
Los 63 individuos colectados con ingesta en la provincia de Esmeraldas, el
68,3% (43) de flebétomos presentaron infeccién con el parasito, mientras que
el 31,7% (94) no presentaron el parasito. En la provincia de Chimborazo, de los
73 individuos colectados con ingesta sanguinea, el 28,8% (21) de fleb6tomos
colectados presentan infeccidén con el parasito mientras que el 71, 2% (64) no

presentan el parasito.
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa (5%) del gen mitocondrial
citocromo B del orden galliforme (201 bp) de ADN de flebétomos con ingesta
sanguinea amplificados por PCR-multiplex.

a. Lalinea 1, marcador molecular 100bp; linea 2, control positivo (sangre de gallina); linea

3-13, ADN de flebétomos con ingesta sanguinea mamifera; linea 14, control negativo.

Si comparamos la distribucion, espacio-temporal del parasito en las colectas se
observa que en Cumanda, en la temporada seca, el nimero de fleb6tomos

infectados fueron colectados en la misma cantidad (n=5) tanto en la zona peri-



33

domiciliar como en las zonas cercanas al bosque. Por otra parte, a pesar de
que existidé colecta de individuos en la época lluviosa, no existieron especies
infectadas (Figural2). En la localidad de Lagarto, en la época seca, se observo
infeccion tanto en el area peri-domiciliar como en las zonas cercanas al
bosque, pero se observd un aumento en la temporada lluviosa, donde los

individuos infectados estaban cerca al area peri-domiciliar (Figura 13).
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Figura 12. Distribucion de los flebétomos infectados con Leishmania spp. por

época y sitio de colecta en la localidad de Cumanda, Chimborazo.
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Figura 13. Distribucién de los fleb6tomos infectados con Leishmania spp. por

época y sitio de colecta en la localidad de Lagarto, Esmeraldas.
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Cuatro de las cinco especies de flebétomos presentaron infeccion natural con
Leishmania spp.: Pressatia  dysponeta, Psychodopygus panamensis,
Trichophoromyia reburra y Micropygomyia cayennensis. La especie con mayor
infeccion fue Pressatia dysponeta (39.4%), sin tomar en cuenta a Lutzomyia sp.
que es un grupo de individuos que no se pudo identificar taxondmicamente
pero que también presentaron infeccidbn natural con el paréasito. La Unica
especie identificada que no presentd infeccion fue Lutzomyia tortura (Figura
14).
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Especie de flebétomos

Figura 14. Especies de hembras flebotomineas infectadas con Leishmania

Spp.
a. Los datos muestran las diferentes especies de flebétomos infectados con el parasito en

las localidades de Cumanda y Lagarto.

4.3 Determinacion de las fuentes alimenticias de los fleb6tomos

Se realizo la extraccion de ADN de 136 hembras con ingesta sanguinea para la
identificacion de fuentes potenciales de alimentacion de individuos
flebotomineos. Después se realiz6 la amplificacion de fragmentos
correspondientes al subphylum Vertebrata, con el objetivo de medir la
efectividad del método de extraccion. De las 136 muestras con ADN extraido,
todas las muestras amplificaron para el tamafo del fragmento esperado (358
bp) (Figura 15).
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Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa (5%) del gen mitocondrial
citocromo B de vertebrados muestra fragmentos (358bp) de ADN de

fleb6tomos con ingesta sanguinea amplificados por PCR.

a. Lalinea 1, marcador molecular 100bp; linea 2, control positivo (sangre humana) linea 3-

, ADN de fleb6tomos con ingesta sanguinea vertebrada; linea 9, control negativo.

Posteriormente, para la determinacion de los animales de los cuales se
aliment6 el vector se utilizaron primers especificos para la clase Mammalia
(Figura 16). En este proceso se evalu6é el gen nuclear prepronociceptina

(PNOC), especifico para mamiferos.
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330 bp

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa (5%) del gen mitocondrial
citocromo B de mamiferos muestra fragmentos (330bp) de ADN de
fleb6tomos con ingesta sanguinea amplificados por PCR.

a. Lalinea 1, marcador molecular 100bp; linea 2, control positivo (sangre humana) linea 3-
6, ADN de fleb6tomos con ingesta sanguinea mamifera; linea 7, control negativo.

Con el protocolo estandarizado para la amplificacion del gen PNOC, se
analizaron 136 muestras positivas para vertebrados, 73 individuos
corresponden a la provincia de Chimborazo y 63 a la provincia de Esmeraldas.
Los datos obtenidos indican que 35.6% (n=26) fueron positivos para mamiferos
de los individuos de la provincia de Chimborazo y 38.09% (n=24) fueron

positivos para mamiferos de los individuos de la provincia de Esmeraldas.

Las muestras que dieron positivas para mamiferos fueron seleccionadas para
la técnica de PCR-multiplex. Esta técnica permitio la identificacion de
importantes reservorios epidemiologicos del parasito y a su vez las fuentes de
alimentacion del vector. La Figura 17, muestra la amplificacién especifica del
gen citocromo B para vaca (561 bp), perro (680 bp), humano (334 bp), cabra
(132 bp) y cerdo (453 bp). Ademas, la Figura 18, muestra la amplificacion del
gen del citocromo B del orden galliforme (210 bp).
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Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa (5%) del gen mitocondrial
citocromo B de vaca, perro, humano, cabra y cerdo de ADN de fleb6tomos
con ingesta sanguinea amplificados por PCR-multiplex.

a. Lalinea 1, marcador molecular 100bp; linea 2-6, control positivo (sangre de vaca, perro,

humano, cabra y cerdo) linea 7-10, ADN de fleb6tomos con ingesta sanguinea

mamifera.

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa (5%) del gen mitocondrial
citocromo B del orden galliforme (201 bp) de ADN de fleb6tomos con ingesta
sanguinea amplificados por PCR-multiplex.

a. Lalinea 1, marcador molecular 100bp; linea 2, control positivo (sangre de gallina); linea

3-7, ADN de fleb6tomos con ingesta sanguinea mamifera; linea 8, control negativo.

Los datos obtenidos después del andlisis molecular dieron como resultado que
las fuentes de ingesta sanguinea para los vectores de leishmaniasis fueron la

gallina (Gallus gallus) (n=31), humano (Homo sapiens) (n=11), vaca (Bos
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taurus) (n=2) en el caso de la provincia de Esmeraldas. En cambio, en
Chimborazo las fuentes de ingesta fueron gallina (Gallus gallus) (n=57);
humano (Homo sapiens) (n=11); cerdo (Sus scrofa) (n=1). También, se
encontraron tres tipos de ingestas mixtas: Gallina-mamifero silvestre, perro-
humano y cerdo-humano. En Esmeraldas, gallina-mamifero silvestre (n=4) y
perro-humano (n=1). En Chimborazo, gallina-mamifero silvestre (n=18) y cerdo-

humano (n=9) (Figura 19).
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Figura 19. Fuentes alimenticias a nivel de especie de hembras flebotomineas

colectadas.
a. Los datos muestran las fuentes alimenticias, a nivel de especie, identificadas a partir de
ADN de las hembras con ingesta sanguinea colectadas en las provincias de Esmeraldas y
Chimborazo.

* H/C: humano/cerdo; P/H: perro/humano M/G: Mamifero silvestre/Gallina, M.N.l: mamiferos

no identificados y V.N.I: vertebrados no identificados.




39

Un grupo de muestras de ADN no se pudo identificar la fuente de la ingesta a
nivel de especie y se le asigné el nombre de vertebrados no identificados (VNI).
Los mamiferos no identificados (MNI) son todos aquellos individuos que
anicamente dieron positivo para mamiferos pero no dieron resultados positivos

en la PCR-multiplex.

Las frecuencias de las ingestas en relacion a las especie de fleb6tomos
identificados. Gallus gallus fue la fuente de alimentacion del mayor namero
Pressatia dysponeta, Psychodopygus panamensis y Trichophoromyia reburra.
También, se pudo detectar ingestas mixtas en Pressatia dysponeta y
Psychodopygus panamensis, las cuales tienen en comun ingestas con Gallus
gallus (Tabla 9).

Pressatia dysponeta, fue la especie mas comun, y también presenta una
mayor diversidad alimenticia. Sus ingestas registradas fueron de gallina,

humano, cerdo y mamiferos silvestres.

Tabla 9. Fuentes alimenticias de hembras flebotomineas infectadas con

Leishmania spp. colectadas en las provincias de Esmeraldas y Chimborazo.
HOSPEDERO ESPECIE DEL FLEBOTOMO

Gallina (Gallus gallus) Pressatia dysponeta (9), Psychodopygus panamensis (2),
Trichophoromyia reburra (1)

Humano (Homo sapiens) Psychodopygus panamensis (1),

Mamifero silvestre Pressatia dysponeta (8), Psychodopygus panamensis (1),
Micropygomyia cayennensis (1)

Humano/cerdo Pressatia dysponeta (2)

Gallina/mamifero silvestre  Pressatia dysponeta (2), Psychodopygus panamensis (1),

Pressatia dysponeta y Psychodopygus panamensis presentaron antropofilia
(Tabla 10). El indice de antropofilia de los fleb6tomos en Cumanda fue 27.4%
(20/73) y en Lagarto 18.2% (12/66).
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Capitulo V. Discusion

5.1Composicion taxondémica de flebétomos

Las técnicas moleculares estan siendo utilizadas para fortalecer las debilidades
de las técnicas morfolégicas, pero muchos investigadores manifiestan que los
datos generados molecularmente no son suficientes para la determinacion del
nivel taxondémico de una especie, por el contrario, cientificos manifiestan que
los datos morfolégicos no brindan informacion importante (Hillis, Moritz, Mable,
y Olmstead, 1996). Sin embargo, las diferencias que existen en un individuo a
nivel morfolégico son dadas por las diferencias que existen en sus genes.
Entonces, si un individuo es identificado a nivel molecular, ese resultado debe

coincidir con la identificacion morfoldgica.

Con este criterio, en este estudio se identificaron cinco especies de flebétomos
en las dos localidades estudiadas: Lutzomyia tortura, Pressatia dysponeta,
Psychodopygus panamensis, Trichophoromyia reburra y Micropygomyia
cayennensis cada una de estas especies se ha reportado en el pais en

diferentes provincias.

Lutzomyia tortura (Young y Rogers), esta especie fue colectada en la localidad
de Lagarto, Esmeraldas. Trabajos anteriores reportan a L. tortura en las
provincias de Esmeraldas, Orellana, Morona Santiago, Pastaza (Alexander,
Takaoka, Eshita, Gomez, y Hashighuchi, 1992; Gomez, Kato, y Hashiguchi,
2014; Jones et al., 2010) En Esmeraldas, los reportes no poseen localidades
especificas de colecta por lo que podriamos asegurar como localidad de

colecta de L. tortura a Lagarto.

Pressatia dysponeta (Fairchild y Hertig), esta especie ha sido colectada en las
provincias de Chimborazo, Esmeraldas, Cafnar, Azuay, Bolivar, El Oro, Guayas,
Imbabura. Los reportes muestran que es una especie de amplia distribucion,

ademas en la localidad de Cumanda ya ha sido reportada (Hashiguchi et al.,
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2014). Psychodopygus panamensis (Shannon) ha sido reportada en las
provincias de Bolivar, Cafar, Chimborazo, Esmeraldas, Guayas, Imbabura,
Manabi, Pichicha y Santo Domingo de los Tsachilas (Alexander et al., 1992;
Gomez et al., 2014; Hashiguchi et al., 2014). Nuestro reporte amplia la

distribucion de esta especie.

Trichophoromyia reburra (Fairchild y Hertig) ha sido reportada en Bolivar,
Canar, EI Oro, Esmeraldas, Imbabura, Manabi y Pichincha (Alexander et al.,
1992; Gomez et al., 2014; Jones et al., 2010; Zapata, Mejia, et al., 2012). En
Cumanda es el primer reporte. Micropygomyia cayennensis (Floch y Abonnenc)
ha sido colectada en El Oro, Loja, Los Rios y Manabi (Alexander et al., 1992).

En este estudio la reporta por primera vez en Lagarto y Cumanda.

La diversidad y abundancia de especies encontradas en las dos provincias esta
asociada con la diversidad de los habitats y con las areas especificas de

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

El uso de trampas CDC ha sido de utilidad en las capturas de flebotomineas.
Esta técnica descrita por Bruce Alexander (2000) ha sido utilizada ampliamente
en estudios sobre fleb6tomos, por lo que los resultados pueden ser
comparables. Esta técnica describe la coleccibn de un mayor namero de
hembras flebotomineas debido a que el crecimiento de la poblacion y su
eficacia biol6gica va a depender del mayor nimero de hembras que exista
(Valderrama, Tavares, Dilermando, y Andrade Filho, 2011). En este estudio se
recolectaron 2933 hembras flebotomineas y 7959 machos. Esta variacion,
puede ser consecuencia de un mayor fototropismo de los machos, debido a
que la colecta coincidié con la fase le de luna llena. En Etiopia, se demostro
que la eficacia de atraccién y captura en trampas CDC es mayor por la
presencia de la luna, sobretodo en luna llena (mayor cantidad de luz), al utilizar
la variacion de la luz que tiene cada fase lunar con la diferencia de fototropismo
(mayor o menor) que tiene cada especie se podria predecir la cantidad de

individuos en cada colecta (Valderrama et al., 2011). Otra explicacién para
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entender mejor la mayor cantidad de individuos macho en nuestras capturas es
la liberacion de feromonas por parte de las hembras que provoca que la
actividad de los fleb6tomos machos aumente con el fin de garantizar la copula
y mantener la especie (Marins de Aguiar, Muniz de Medeiros, Santos De

Marco, Corréa dos Santos, y Gambardella, 1996).

Cada temporada presentdo diferente distribucidbn espacio-temporal. En
Cumanda se observo que en temporada seca la colecta de individuos fue
mayor en la zonas cercanas a la poblacion, pero en la época lluviosa disminuye
la cantidad de individuos en el area peri-domiciliar y aumenta en las zonas
cercanas al bosque. En Lagarto, en la temporada seca, se observa que la
colecta de individuos disminuye en la zona pero-domiciliar y aumenta en las
zonas cercanas al bosque, mientras que en la época lluviosa la colecta de
individuos aumento en zonas peri-domiciliares y disminuyd en zonas cercanas
al bosque. Esta variacion, 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). Ademas, estos resultados muestran un
alto riesgo de transmision de enfermedades, ya que la distribucion espacial del
vector se esté acercando a las zonas habitadas. La cercania de los fleb6tomos
a zonas pobladas es por la facilidad de alimento que poseen, la crianza de
ganado vacuno, bovino, porcino y animales domesticados atraen a las
especies zoofilicas de flebétomos (Kato et al., 2007). En Panama, se
identificaron a especies de fleb6tomos en lugares donde habia presencia de

animales domésticos (Calzada et al., 2015).

5.2 Deteccion de infecciébn natural con Leishmaniasis spp. de los
fleb6tomos

Del total de 136 muestras amplificadas para el gen del minicirculo de los
tripanosomatidos, el 47% present6 infecciones naturales. La tasa de infeccion
se encuentra alrededor 1,09% de acuerdo a reportes anteriores (Gomez et al.,

2014; Zapata, Mejia, et al., 2012). Existen reportes que muestran que en zonas
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bajas la tasa de infecciobn es mayor a la que se puede encontrar en zonas
andinas (Kato et al., 2005), lo que corroboraria nuestros resultados ya que la

mayor tasa de infeccion se encontro en Lagarto, Esmeraldas.

En contraste, con los estudios antes mencionados, esta investigacion se basa
en la determinacién de infeccion natural de fleb6tomos con ingesta sanguinea,
descartando hembras sin ingesta, las cuales fueron colectadas en mayor
cantidad. Ademas, la incriminacion del vector con el parasito es un factor
importante en el aumento o disminucion de la tasa de infeccion, se ha
observado que la mosca se alimenta del hombre o del algun reservorio animal,
para que el parasito pueda desarrollarse, solo asi la mosca sera capaz de
transmitir el parasito por medio de picadura (Killick-Kendrick, 1999), es asi
como apoyariamos nuestra eleccion de hembras con ingesta, sin embargo esto

no descarta la infeccion previa de aquellas sin ingesta sanguinea.

De las cinco especies de flebétomos identificadas taxondmicamente, cuatro
presentaron infeccion natural con Leishmania spp.: Pressatia dysponeta,
Psychodopygus panamensis,  Trichophoromyia reburra,  Micropygomyia
cayennensis. Pressatia dysponeta la especie con mayor infeccién (39.4%). La

Unica especie identificada que no presento infeccion fue Lutzomyia tortura.

Debido a la cercania taxonémica de los géneros Leishmania y Endotrypanum
podria darse una confusion en los resultados debido a la alta similitud genética
y probada relacién evolutiva (Cupillo, Moomen, y Grimaldi, 1998; Fernandes,
Nelson, y Beverley, 1993). La Unica forma ideal para conocer las especies de
Leishmania es a base de secuenciacion, ya que los dos géneros poseen una
relacion muy cercana a la familia Trypanosomatidae (Kato et al., 2007; Zapata,
Mejia, et al., 2012). Varios estudios corroboran esta teoria, Kato et al. (2007)
encontr6 que el ADN del parasito encontrado dentro del abdomen de
lutzomyias pertenecia a Endotrypanum y a su vez el muestreo fue realizado en

zonas endémicas de leishmaniasis (Kato et al., 2007).
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Hay que destacar también que los hospederos vertebrados que posee el
género Endotrypanum son los perezosos (Choeloepues, Bradypus) que son
habitantes de los bosques neotropicales (Calvopifia, Armijos, y Hashiguchi,
2004; Valderrama et al., 2011). Sin embargo los muestreos fueron realizados
en zonas endémicas pobladas y bosques cercanos, lo que hace poco probable

que este hospedero este presente y por ende el parasito.

Los resultados de las fuentes de ingesta sanguinea muestran que las gallinas
(Gallus gallus) es la principal fuente de alimentacion (64.7%). La relacion que le
podemos dar a este resultado, lo podemos explicar con un estudio realizado
por Margarete Martins dos Santos Afonso (2012), en este trabajo demuestran
que a pesar de que Gallus gallus puede presentar infeccion con el parasito
Leishmania pero con ausencia de sintomas (Afonso, Duarte, Miranda, Caranha,
y Rangel, 2012). Esto indica que los criaderos de gallinas en estas localidades
tienen un rol muy importante en el desarrollo epidemiolégico de la enfermedad

y que pueden convertirse en focos importantes de la misma.

5.3Deteccién de fuentes alimentarias de los fleb6tomos

Para la determinacion de las fuentes de alimentacion de los flebotomos, el uso
del marcador genético PNOC ha sido utilizado en vario estudios. En un estudio
amplifico el 100% de las muestras mostrando que estas especies de
fleb6tomos se alimentaban de mamiferos diferentes (Haouas et al., 2007).
Segun Ninio (2011), el uso de este marcador para la identificacion de fuentes

alimentarias posee el 100% de éxito.

En este trabajo el porcentaje de amplificacion de DNA obtenido fue de 36.8%
(50/136). Segun la localidad, los datos obtenidos indican que 35.62% (n=26)
dieron positivo para mamiferos de los individuos de la provincia de Chimborazo
y 38.09% (n=24) salieron positivo para mamiferos de los individuos de la
provincia de Esmeraldas. Estos resultados pueden deberse a que la sangre

dentro del vector no es de origen mamifero, la cual seria la principal razén por
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la que no todas las muestras amplificaron o que el tiempo de la sangre dentro
del abdomen afect6 la eficiencia de la amplificacién del marcador ya que pudo
estar degradada por agentes externos como temperatura, quimicos que forman

parte de la extraccion, entre otras (Haouas et al., 2007; Oshaghi et al., 2005).

En forma general, los datos obtenidos después del andlisis molecular de
fuentes alimentarias dieron como resultado (Figura 19): gallina (Gallus gallus)
(n=31); humano (Homo sapiens) (n=11); vaca (Bos taurus) (n=2) en Lagarto,
Esmeraldas. En cambio en Chimborazo tenemos: gallina (Gallus gallus) (n=57);
humano (Homo sapiens) (n=11); cerdo (Sus scrofa domesticus) (n=1). Se
detectaron tres tipos de ingestas mixtas: Gallina-mamifero silvestre, perro-
humano y cerdo-humano. De acuerdo a las localidades tenemos: en
Esmeraldas, gallina-mamifero silvestre (n=4) y perro-humano (n=1). En
Chimborazo, gallina-mamifero silvestre (n=18) y cerdo-humano (n=9).

Se observa que las fuentes alimentarias de fleb6tomos pueden variar de
acuerdo a cada localidad y disponibilidad de los mismos (Lewis, 1974).
Estudios en Perl demuestran que las vacas forman parte principal de la dieta
flebotominea y en Colombia tanto vacas como cerdos fueron las fuentes més
comunes (Morrison, Ferro, y Tesh, 1993). Otros estudios registran la presencia
abundante de fleb6tomos 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
fleb6tomos (Kato et al., 2007). Un estudios en la region andina utilizando
métodos inmunoldégicos demostré que las muestras de las lutzomyias

colectadas se alimentaron de mamiferos (Morrison et al., 1993).

La abundante ingesta aviar en los datos recolectados para esta investigacion
corroboran los datos obtenidos por Afonso et al. en Brasil, donde la principal
fuente de alimentacion es la aviar (Afonso et al., 2012). Ademas se afirma una
vez mas el comportamiento oportunista que poseen los fleb6tomos, ya que su

alimentacion se va a basar en la disponibilidad y abundancia de alimento
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disponible (Abbasi et al., 2009; Chaves, Harrington, Keogh, Nguyen, y Kitron,
2010).

Pressatia dysponeta, Psychodopygus panamensis y Trichophoromyia reburra
se alimentaron principalmente de las gallinas (Gallus gallus). También, se pudo
detectar ingestas mixtas en Pressatia dysponeta y Psychodopygus panamensis
gue se alimentan de gallinas, humanos, cerdo y vacas. Pressatia dysponeta a
mas de ser la especie mayor colectada, también presenta una mayor

diversidad alimenticia.

Un aspecto que se debe considerar para el manejo de la leishmaniasis es que
en estas localidades de las cinco especies identificadas solamente dos son
antropofilicas, Pressatia dysponeta y Psychodopygus panamensis. El indice de
antropofilia de los fleb6tomos en Cumandéa fue de 27.4% (20/73) y en Lagarto
del 18.2% (12/66).

De las especies identificadas que presentan ingesta e identificacion de sus
fuentes alimenticias, Psychodopygus panamensis es una especie antropofilica
ya registrada (Zapata, Mejia, et al., 2012). Pressatia dysponeta en nuestros
resultados presenta antropofilia y la explicacibn mas acertada que le podemos
dar es la caracteristica oportunista que presenta este flebétomo. Y a eso le
podemos afiadir la presencia de ingestas mixtas que confirma el
comportamiento de seleccién aleatorio del vector y su vez un punto muy
importante en la distribucion del parasito (Afonso et al., 2012).

Pressatia dysponeta en otro estudio es citada como no antropofilica junto con
Trichophoromyia reburra, Psathyromyia aragoi y Lutzomyia coli (Zapata, Mejia,
et al., 2012).

Este estudio sobre las fuentes de alimentacion de flebétomos, como vectores
de leishmaniasis, contribuye con un mayor conocimiento de la epidemiologia de
la enfermedad en el pais. El manejo de las estrategias de control de la

enfermedad puede ser eficiente considerando los datos de este estudio que
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incluyen la deteccion de especies de vectores que transmiten enfermedades a
humanos, su afinidad por sangre humana y la identificacién de los hospederos
gue tiene el parasito (Afonso et al., 2012; Claborn, 2010).

Los resultados de este estudio permiten sugerir una relacion entre Pressatia
dysponeta, Leishmania spp. y las gallinas (Gallus gallus) permitiran futuros
trabajos que complementen y aumenten la compresion de la epidemiologia de
la enfermedad en Lagarto y Cumanda, asi como también, mejoras en los

sistemas de control en estas areas.



48

CAPITULO VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 CONCLUSIONES

Se identificaron cinco especies de fleb6tomos en Cumanda (Chimborazo) y
Lagarto (Esmeraldas) que amplian los registros de su distribuciéon en el
Ecuador (Alexander et al., 1992). Cumanda presentd mayor abundancia y
diversidad de insectos. Pressatia dysponeta, Psychodopygus panamensis,
Trichophoromyia reburra fueron comunes en Cumanda, mientras que en
Lagarto las especies mas comunes fueron Pressatia dysponeta, Lutzomyia
tortura y Micropygomyia cayennensis.

La mayor cantidad de machos en las colectas realizadas puede deberse a
fototropismo positivo que tiene cada especie o a la atraccion por feromonas de
las hembras. La mayor cantidad de hembras con ingesta y sin ingesta fueron
colectadas en zona peri-domiciliar en Cumanda en la temporada seca. En
Lagarto, las zonas cercanas al bosque fueron el lugar mas propicio para la
mayor captura de flebétomos con disminucion en la temporada lluviosa. La

especie mas comun fue Pressatia dysponeta.

El mayor numero de hembras flebotomineas colectadas con ingesta fueron de
la especie Pressatia dysponeta. Gallinas y mamiferos silvestres no
identificados fueron su principal fuente de alimentacion. La presencia de

ingestas mixtas nos confirma la conducta oportunista del vector.

El 47% de los fleb6tomos con ingesta sanguinea presentaron infeccién con el
parasito. La principal fuente de alimentacion fueron las gallinas. Pressatia
dysponeta fue la especie que presentd una mayor frecuencia de infeccién. La
Unica especie identificada que no presentd infeccion con el parasito fue
Lutzomyia tortura. La mayor cantidad de fleb6tomos infectados con el parasito

fueron colectados en las zonas peri-domiciliares en la época lluviosa, lo que
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indicaria un mayor riesgo de transmision del parasito a los seres humanos en

esta época.

Los resultados que se presentan sobre la distribucion del vector, biologia y
ecologia aumentan el conocimiento necesario para el desarrollo de mapas de
riesgo de la enfermedad y datos necesarios para el disefio de estrategias del

control de esta enfermedad en el Ecuador.
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6.2 RECOMENDACIONES

Se recomienda el uso de otros métodos de captura como: trampas cebo
humano, trampas Shannon que permitan el aumento de la coleccién de

individuos y asi exista un aumento y diversidad de especies colectadas.

Se recomienda tomar en cuenta factores como temperatura, humedad relativa
y fases lunares que son factores que pueden influir en el aumento o

disminucioén de individuos en las colectas.

Se recomienda aumentar el nimero de colectas para asi utilizar un método
estadistico que permita aumentar la confiabilidad los datos y métodos

utilizados.

Se recomienda aumentar el nimero de localidades de estudio para tener una
mejor proyeccion de la distribucion y epidemiologia de la Leishmaniasis. Los
estudios que se estdn haciendo hoy en dia acerca de este tema estan
abarcando las provincias de Morona Santiago, Sucumbios, Pichincha, Guayas
y Manabi.

Se recomiendo utilizar métodos de secuenciacién para la identificacion de
ingestas alimentarias y para la identificaciébn especifica de especies de

Leishmania.
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spp.
sp.

ADN
ML
RPM
bp
msnm
PCR
CDC

NCBI
TBE

ABREVIATURAS

Especies del género.

Especie de género

Lutzomyia

Acido desoxirribonucleico.

Micro litro.

Revoluciones por minuto.

Pares de base.

Metros sobre el nivel del mar.

Reaccion en cadena de la polimerasa.

Centro para el Control y Prevencion de las Enfermedades,
USA.

Centro Internacional para la Informacion Biotecnologica.
Tris Borato, EDTA



