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RESUMEN

En Ecuador se han descrito hasta la fecha aproximadamente 79 especies de sandflies,
distribuidas en todas las regiones del pais, con excepcion de Santa Elena y las Islas Galapagos.
Sin embargo, la informacion sobre la distribucion de estas especies en la region amazonica es
limitada, a pesar de los casos reportados de leishmaniasis cutdnea y mucocuténea en la
provincia de Orellana durante varios afios. En esta region, los vectores involucrados y los
reservorios asociados se desconocen.

Este estudio llevo a cabo colectas entomoldgicas en la Estacion de Biodiversidad Tiputini entre
noviembre de 2022 y octubre de 2023, con ayuda de trampas de luz tipo CDC en tres estratos:
suelo (1 metro), subdosel (20 metros) y dosel (40 metros). Los resultados mostraron que las
caracteristicas ecoldgicas del &rea, como la densa vegetacion del subdosel, influyen
significativamente en la abundancia de estos dipteros, ya que el 52% de los individuos
recolectados se concentraron en este estrato.

En total, se identificaron 22 especies, previamente descritas. Nyssomyia yuilli yuilli fue la
especie predominante durante todo el afio y en todos los estratos, y ha sido reportada como
vector de Leishmania (Viannia) panamensis en paises Colombia y Brasil. Asimismo, se
determind que Lutzomyia (Helcocyrtomyia) tortura es una especie antropofilica, mientras que
en Trichophoromyia cellulana se identificaron preferencias troficas hacia Tamandua
tetradactyla y Tapirus terrestris, siendo el primero un reservorio confirmado de Leishmania.
Estos hallazgos destacan la necesidad de continuar con los monitoreos entomolégicos en el
area para comprender mejor los mecanismos de transmision de este importante patdégeno

zoonotico.

Palabras clave: Sandflies, Biodiversidad, Tiputini, vectores, reservorios.



ABSTRACT

In Ecuador, approximately 79 species of sandflies have been described to date, distributed
across all regions of the country, except for Santa Elena and the Galapagos Islands. However,
information on the distribution of these species in the Amazon region remains limited, despite
the reports of cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis cases in Orellana over several years

the vectors involved and the associated reservoirs remain unknown in this region.

This study conducted entomological collections at the Tiputini Biodiversity Station between
November 2022 and October 2023, using CDC light traps at three vertical strata: ground level
(1 meter), subcanopy (20 meters), and canopy (40 meters). The results indicated that the
ecological characteristics of the area, such as the dense vegetation in the under dosel
significantly influence the abundance of these dipterans, with 52% of the individuals collected

concentrated in this stratum.

A total of 22 species were identified, including some previously described. Nyssomyia yuilli
yuilli was the predominant species throughout the year and across all strata and has been
reported as a vector of Leishmania (Viannia) panamensis in Colombia and Brazil. Additionally,
Lutzomyia (Helcocyrtomyia) tortura was identified as an anthropophilic species, while
Trichophoromyia cellulana showed trophic preferences for Tamandua tetradactyla and
Tapirus terrestris, with the former being a confirmed reservoir of Leishmania. These findings
underscore the need for continued entomological monitoring in the area to better understand

the transmission mechanisms of this significant zoonotic pathogen.

Keywords: Sandflies, Biodiversity, Tiputini, Vectors, reservoirs.
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INTRODUCCION

Los sandflies 0 moscas de arena son insectos pertenecientes al orden Diptera, familia
Psychodidae y subfamilia Phlebotominae. Se caracterizan por presentar un cuerpo pequefio y
delgado (de aproximadamente 1.5 a 3.5 mm de longitud), cubierto de vellosidades, con
tonalidades café claro, patas largas, antenas multisegmentadas y alas lanceoladas recubiertas
de setas. Se encuentran presentes tanto en el Viejo como en el Nuevo Mundo, aunque su habitat
principal se encuentra en regiones tropicales, entre las latitudes 50°N y 40°S, a excepcion de
Nueva Zelanda y algunas islas del Pacifico (Cecilio et al., 2022; Killick-Kendrick, 1999). Sin
embargo, a pesar de su presencia en tropicos y subtrépicos, el cambio climéatico causado por
actividades antropogénicas ha hecho que estos puedan llegar a lugares mas cercanos a los polos
(Rocklév & Dubrow, 2020).

Los sandflies atraviesan cuatro estadios en su desarrollo: huevo, larva, pupa vy,
finalmente, adulto. Durante todos sus estadios, dependen de una alta humedad relativa y de
poca luz, como algunas madrigueras de animales, para desarrollarse. A diferencia de los
mosquitos, que requieren pequefios cuerpos de agua para su ciclo de vida, los sandflies pueden
prescindir de esto (Jancarova et al., 2023).

Si bien su ciclo de vida completo alin es poco conocido en la naturaleza, se ha
documentado que su dieta varia segun el sexo, tanto machos como hembras se alimentan de
azlcares vegetales para funciones metabdlicas y obtencion de energia; sin embargo, las
hembras son principalmente hematdfagas, ya que requieren de sangre como fuente esencial de
nutrientes para el desarrollo de los huevos, en un proceso denominado ciclo gonotrofico
(Volfovaetal., 2024). Las hembras deben realizar tantos ciclos gonotroficos como sea posible,
en otras palabras, alimentarse de sangre y producir huevos continuamente (ECDC, 2020). Esta

necesidad podria explicar la diferencia en longevidad entre los sexos: en laboratorios se ha
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comprobado que los machos viven aproximadamente 7 dias, mientras que las hembras pueden
vivir hasta 24 dias, lo que les permite completar un promedio de tres ciclos gonotroficos
(Cecilio et al., 2022).

El comportamiento hematdfago de las hembras puede conducir a la diseminacién de
enfermedades debido a la trasmision vectorial de patdgenos como virus de la familia
Phenuiviridae causante de episodios febriles leves, encefalitis y/o fiebre hemorragica; ademas
se han logrado aislar o detectar otros virus dentro de los sandflies como las familias
Rhabdoviridae, Flaviviridae, Reoviridae and Peribunyaviridae (Jancarova et al., 2023). Por
otro lado, pueden transmitir bacterias como Bartonella bacilliformis, causando Enfermedad de
Carrion, que tiene cuadros patoldgicos como verruga peruana o fiebre Oroya (Traub-Cseko et
al., 2022).

Sin embargo, los sandflies se destacan por ser vectores de Leishmania spp., este es un
género de parasitos que causa leishmaniasis, una enfermedad compleja que presenta varias
caracteristicas epidemioldgicas y diferentes cuadros clinicos como leishmaniasis cutanea
(afecta principalmente a piel), leishmaniasis mucocutanea (una variante de la anterior que
afecta a mucosas y las destruye por completo) y leishmaniasis visceral (que afecta a 6rganos
internos). No obstante, cabe recalcar que no todas las especies son transmisores de este
parasito, aproximadamente se han descrito 1000 especies de sandflies, de las cuales inicamente
100 son vectores comprobados de Leishmania spp. a pesar de su coevolucion (Akhoundi et al.,
2016; Cecilio et al., 2022).

A pesar de que la leishmaniasis es una enfermedad que afecta a todo el mundo, su
prevalencia en paises en vias de desarrollo o pobres ha hecho que se catalogue como una
Enfermedad Tropical Desatendida (NTDs) (CDC, 2024). Segun Mitra'y Mawson (2017), solo

en 2010, las NTDs resultaron en una pérdida de 26,06 millones de afios de vida ajustados por
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discapacidad (DALYS), lo que representa los afios perdidos por la sociedad debido a muertes
o discapacidades causadas por estas afecciones.

En el Ecuador hasta la fecha se han descrito aproximadamente 79 especies de sandflies
(cerca de 43 son vectores conocidos de Leishmania spp.) distribuidas entre todas las regiones
a excepcion de Santa Elena y la region Insular, Las Islas Galapagos (Hashiguchi et al., 2016).
La informacion sobre las especies en la region Amazonica aun es pobre, desde hace varios afios
se han reportado casos de leishmaniasis cutanea y mucocutanea en Orellana. En afios mas
recientes, desde 2018 hasta octubre de 2024, se han reportado 410 casos positivos para
leishmaniasis, 390 de cutanea y 20 de mucocutanea (Ministerio de Saud Publica, 2024). Es
importante recalcar que no existen casos a nivel nacional de leishmaniasis visceral ya que el
vector tampoco ha sido descrito en el pais. Sin embargo, no existe informacién sobre los
vectores o los reservorios que contribuyen a la diseminacion de la enfermedad dentro de
Orellana. Por esto, el objetivo de este estudio fue identificar la diversidad anual de sandflies a
diferentes estratos altitudinales en la Estacién de Biodiversidad Tiputini, Orellana y las

preferencias troficas de hembras alimentadas con sangre.
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METODOS

Coleccion entomoldgica

La recoleccion de flebétomos se llevd a cabo durante un periodo de un afio,
comprendido entre noviembre de 2022 y octubre de 2023, en la provincia de Orellana, Ecuador.
Para la captura de los especimenes, se emplearon trampas de luz CDC, las cuales fueron
instaladas en la torre de observacion meteoroldgica de la Estacion de Biodiversidad Tiputini
(TBS) desde el anochecer hasta el amanecer, 18:00 a 6:00. Las trampas se dispusieron a tres
alturas especificas: a nivel del suelo (1 metro), subdosel (20 metros) y en el dosel (40 metros).

Al amanecer de cada jornada, las trampas fueron retiradas y las muestras recolectadas
se preservaron en etanol al 70%. Las muestras fueron transportadas al Laboratorio de
Parasitologia de la USFQ y se conservaron a -20°C.

Identificacion morfolégica

Con ayuda de un estereomicroscopio se separaron los sandflies del resto de insectos en
base a caracteres morfoldgicos, posteriormente se clasificd en machos y hembras de acuerdo a
la morfologia de la genitalia.

Para la diseccion se usO un estereomicroscopio y portaobjetos, donde se separd la
cabeza, los tres Gltimos segmentos del abdomen y el ala cada especimen, seguido de esto el
cuerpo fue almacenado a -20°C para posteriores analisis moleculares. Las partes separadas
fueron aclaradas con Marc-André levemente calentado por dos minutos y luego fueron
colocados en Goma Cloral, el medio de montaje, finalmente, encima se coloco un cubreobjetos
para su posterior identificacion.

Para la identificacion se usaron las claves descritas por Galati (2018) y Young &

Duncan (1994). Las especies fueron diferenciadas principalmente por la morfologia de la



13

espermateca y la proboscide, incluyendo todas las partes y subdivisiones que las comprenden.
Para la nomenclatura taxondémica se tomo la propuesta por Galati (2018).
Identificacion molecular de preferencias troficas

Se extrajo ADN de todas las hembras alimentadas con sangre usando el kit comercial
NucleoSpin Tissue de Macherey-Nagel. Se siguio el protocolo estandar establecido por la casa
comercial y se continud con el procesamiento molecular. Para identificacion de fuentes de
alimento se amplifico el gen Prepronociceptina  (pnoc) (PrimerF  5°-
GCATCCTTGAGTGTGAAGAGAA-3’ y PrimerR 5’-TGCCTCATAAACTCACTGAACC-
3”) y Citocromo B (cyt b) (PrimerF 5>-GCHCCTCAGAATGATATTTGK-3’; PrimerR 5’-
CCATCCAACATYTCADCATGA-3) propio de vertebrados ya que tiene resolucién para
identificar a nivel de especie. Una vez que los amplicones se confirmaron por electroforesis de

agarosa se enviaron a secuenciar en Macrogen mediante secuenciamiento Sanger.
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RESULTADOS

En total se hallaron 1925 individuos, de los cuales 977 fueron hembras y 948 machos,
evidenciando una proporcion aproximada de 1:1 en el total de individuos; sin embargo, esta
proporcion varid entre los distintos estratos. Se encontraron 1003 sandflies en el subdosel
siendo el més abundante, con 404 machos, 599 hembras y una proporcion 0.7 machos por
hembra. El siguiente estrato con mas abundancia fue el suelo en donde se hallaron 740
individuos, 460 machos y 280 hembras, guardando una proporcion de 1.6 machos por hembra.
Finalmente, el estrato con menos ejemplares fue el dosel, con un total de 182 sandflies, 84
machos, 98 hembras y una proporcion de 0.8 machos a hembras (Tabla 1).

En total se diseccionaron 977 hembras, de todos estos se identificd 817 individuos los
cuales se distribuyeron en tres subtribus: Psychodopygina, que fue la mas abundante con un
total de 894 individuos, Lutzomyiina que registré 70 especimenes y Sergentomyiina con un
solo especimen. Se identificdé 10 géneros de los cuales Nyssomyia fue el més abundante
(n=481), seguido de Psychodopygus (n=212) y Trichophoromyia (n=42), el resto se dividieron
entre Sciopemyia, Psathyromyia, Pintomyia, Pressatia, Evandromyia, Lutzomyia y
Micropygomyia (Tabla 2).

En total se identificaron 22 especies y 1 serie de especies. Las especies mas abundantes
fueron Ny. yuilli yuilli (n=314), Ny. richardwardii (n=167), Ps. Serie Guyanensis (n=99) y Ps.
carrerai carrerai (n=58) como se presenta en la (Tabla 2).

Diversidad espacio emporal

Se determind que Ny. yuilli yuilli estuvo presente en todos los meses, excepto en julio
y que Ny. richardwardi también estuvo presente en gran parte del afio, a excepcion de marzo.
De manera similar, Ps. Serie Guyanensis se registrd en 11 meses, con la unica excepcion de

febrero. Y, por ultimo, Ps. carrerai carrerai no estuvo presente en los meses de febrero y
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marzo. Todas estas especies forman parte de la subtribu Psychodopygina, que fue la mas
abundante.

En cuanto a la abundancia de especies por estrato, Nyssomyia yuilli yuilli estuvo
presente en todos los niveles, con excepcion del suelo, donde la especie predominante fue
Psychodopygus de la serie Guyanensis (22.1%). En el subdosel, Ny. yuilli yuilli destacé como
la mas abundante, representando el 43.7% del total de individuos. De manera similar, en el
dosel, Ny. yuilli yuilli volvié a ser la mas representativa, con el 22.4% de los individuos.

Identificacion de fuentes de alimento

Se encontraron 28 hembras con evidencia de ingesta de sangre reciente en el abdomen,
que representa el 2.86% del total analizado. De estas, solo 3 mostraron amplificacion positiva

para el gen cyt b mediante PCR, mientras que ninguna amplificé para pnoc (Tabla 4).

La secuenciacion Sanger revel6 que las dos hembras de la especie Th. cellulana se
habian alimentado de T. tetradactyla y T. terrestris mientras que la alimentacion de Lu. (Hel.)

tortura correspondié a Homo sapiens (Tabla 4).
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DISCUSION

En este estudio se encontrd que el subdosel (20 metros) tuvo el mayor nimero de sandflies,
seguido del nivel de suelo (1 metro) y finalmente el nivel de dosel (40 metros). Un resultado
similar fue descrito por De Oliveira Ledo et al. (2020), en su estudio demuestran este mismo
comportamiento donde se reportdé mayor abundancia y riqueza de sandflies hacia los 20 metros
de altura. En este caso, se analizd la estratificacion vertical de dosel (20 metros) y suelo (1
metro) en dos localidades de Rondénia, Brasil. En ambos lugares se encontr6 que a 20 metros
habia més individuos, especificamente 6436 y 6136 sandflies, repartidos en 46 y 61 especies,
respectivamente. Por otro lado, a nivel del suelo hubo 1068 y 1790 especimenes para las dos
localidades, que contenian 38 y 53 especies, respectivamente.

Esto sugiere que estos insectos tienen una tendencia a mantener su actividad en estratos
mas altos ya que este nivel actia como refugio para los insectos entre hojas y troncos donde
pueden descansar o protegerse de ser depredados. Adicionalmente dada su actividad
crepuscular, es decir que estan activos en periodos previos al amanecer y posteriores al
atardecer, estas zonas aéreas pueden actuar como lugares ricos en fuentes de alimento. Algunos
reportes han demostrado que los sandflies se alimentan de una amplia cantidad de animales
que incluyen 6rdenes taxonémicos como Rodentia, Artiodactyla, Galliformes, Carnivora,
Didelphimorphia, Pilosa, entre otros (Dutra-Régo et al., 2024). En estas érdenes taxondémicas
se incluyen diversas especies arbdreas que podrian servir como fuentes de alimento para los
sandflies; por lo tanto, esto podria explicar su preferencia por estratos cercanos a los 20 metros
de altura.

Ahora con respecto a las especies identificadas, en total se encontraron 22 especies y una

serie de especies (Ps. Serie Guyanensis). Segun la descripcion de Galati (2018) todas las
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especies que se encontraron en el estudio ya han sido descritas previamente en el Ecuador
(Tabla 2).

La especie mas abundante fue Ny. yuilli yuilli, previamente descrita como vector de L. (V.)
panamensis en paises como Panama, Venezuela, Colombia y Brasil. Estudios previos en
Ecuador han reportado infeccidn con especies de Endotrypanum, un género miembro del orden
Kinetoplastida lo que demuestra el potencial vectorial de esta especie (Akhoundi et al., 2016;
Gomez et al., 2014) (Tabla 3).

También se identificaron especies consideradas como posibles vectores ya que en estudios
previos han sido halladas infectadas con el parasito, aunque su capacidad para transmitirlo a
otros animales aun no ha sido confirmada. Estas especies incluyen Ps. paraensis, Ps.
amazonensis, Ps. davisi y Lu. (Hel.) tortura (Akhoundi et al., 2016; Kato et al., 2013) (Tabla
3).

Con respecto a las fuentes de alimento, Lu. (Hel.) tortura dio positivo para sangre de Homo
sapiens. Esta especie de sandfly ha sido previamente descrita en Ecuador con infeccién natural
de L. (V.) naiffi, agente causal de leishmaniasis cutanea y mucocutanea. Este hallazgo es
interesante puesto que demuestra la preferencia antropofilica de esta especie, puesto que a pesar
de contar con una amplia gama de opciones alimenticias disponibles, como otros animales
presentes en su entorno, esta adaptando su dieta hacia humanos. Sin embargo, es necesario
confirmar este hallazgo con un mayor nimero de individuos (Kato et al., 2013) (Tabla 4).

Por otro lado, se encontrd Th. cellulana alimentada de T. terrestris y T. tetradactyla. Es
importante recalcar que Th. cellulana no ha sido descrita como vector por lo tanto no tiene
importancia epidemioldgica. Sin embargo, T. tetradactyla ha sido descrito como reservorio de
Leishmania y se ha encontrado infectado en Brasil con L. (V.) guyanensis (Rogue & Jansen,

2014).
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En el estudio de Bezemer et al. (2023) realizado en la region Costa y Amazonica
ecuatoriana, se identifico que las especies causantes de leishmaniasis cutanea en la Amazonia
fueron L. (V.) guyanensis y L. (V.) braziliensis. Considerando la alta especificidad entre vector
y parésito, se reviso la literatura para determinar qué especies de sandflies estan asociadas con
la transmisidn de estos parasitos para determinar si fueron identificadas en este estudio. De esta
revision se encontrd que Ps. carrerai carrerai y Ps. paraensis son posibles vectores de estas
especies de Leishmania y que estos se encontraron en la TBS (Tabla 3).

Por otro lado, es importante recalcar el bajo porcentaje de sandflies alimentadas con sangre
(2.87%). Segun lo descrito por Dutra-Régo et al. (2024), esto es muy comun ya que las hembras
luego de alimentarse descansan en algun lugar fijo hasta culminar el desarrollo de huevos; de
esta forma evitan ser depredadas y también redirigen la energia consumida.

Finalmente, se logré identificar las preferencias troficas en una baja proporcion lo cual
pudo deberse al estado de digestién de la sangre ya que normalmente esta se degrada
completamente en un lapso de 72 a 96 horas después de la ingesta (Dutra-Régo et al., 2024).
Adicionalmente el marcador cyt b demostrd ser mas util que el marcador pnoc para identificar

fuentes de sangre lo cual ha sido descrito en otros estudios.
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CONCLUSIONES

Se identificd al subdosel como el estrato con mayor abundancia de sandflies, lo que
sugiere una preferencia de estas especies por este nivel vertical en el bosque, posiblemente
determinado por condiciones ecoldgicas especificas como disponibilidad de fuentes de
alimento o como refugio. Entre las especies recolectadas, se encontraron 22 especies y 1 serie

de especies que han sido descritas previamente en la literatura.

La presencia de Ny. yuilli yuilli durante todo el afio y en todos los estratos es interesante
puesto que ha sido descrita como vector de L. (V.) panamensis, agente causal de leishmaniasis
cutdnea y mucocutanea en paises vecinos, lo que le convierte en un posible vector en esta

region.

La identificacion de las preferencias tréficas posiciona a Lu. (Hel.) tortura como una
especie antropofilica, considerada vector potencial de L. (V.) naiffi y cuyo comportamiento
subraya la importancia epidemioldgica de la especie y refuerza la necesidad de monitorear su

papel en la transmision de patdgenos zoonaticos.



TABLAS

TABLA 1. DISTRIBUCION DE SANDFLIES POR ESTRATO Y POR MES

20

Suelo Subdosel Dosel Total

Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras ota

Noviembre-22 33 24 107 144 3 4 315
Deciembre-22 34 20 56 45 31 18 204
Enero-23 56 59 87 85 0 2 289
Febrero-23 2 1 11 29 29 24 96
Marzo-23 85 34 4 5 5 8 141
Abril-23 67 31 38 85 3 12 236
Mayo-23 14 10 5 18 7 15 69
Junio-23 22 7 37 66 3 14 149
Julio-23 10 20 2 3 0 0 35
Agosto-23 24 5 2 2 0 0 33
Septiembre-23 23 6 17 19 1 0 66
Octubre-23 90 63 38 98 2 1 292

Total 460 280 404 599 84 98 1925
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TABLA 2. ESPECIES DE SADFLIES IDENTIFICADAS POR SUBTRIBU Y

GENERO
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TABLA 3. ESPECIES DE VECTORES POSIBLES Y POTENCIALES
ENCONTRADOS EN EL ESTUDIO
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tortura

Vector Parésito Enfermedad Descrito en
S Ny. yuilli yuill L. (V) panamensis ~ Cuténea/Mucocuténea = o>
o
[72) -
g Ps. carrerai L. (V.) braziliensis Cutanea/Mucocutanea BO, PE, GU,
] carreral VE
>

Th. ubiquitalis L. (V.) lainsoni Cutdnea/Mucocutanea  BR, BO, PE
Especie Infectado con Asoclacion Descrito en
epidemiologica
[7p)
2 . L. (V.) braziliensis y L. . , BR, GY, BO,
_g Ps. paraensis (V.) naiff Cutanea/Mucocutanea PE, GU, VE
(<5
£ Ps. amazonensis L. (V.) naiffi Cuténea BR, GF
[%2)
(<3}
S
S Ps. davisi L. (V.) lainsoni Cutanea/Mucocutanea BR, BO, PE
>
Lu. (Hel.) L. (V.) naiffi Cutanea EC




23

TABLA 4. ESTRATIFICACION Y PATRONES DE ALIMENTACION DE
SANDFLIES HEMBRAS INGURGITADAS

Estrato Especie sandfly Fuente de alimento sandfly
Subdosel Lu. (Hel.) tortura Homo sapiens
Dosel Th. cellulana Tamandua tetradactyla

Subdosel Th. cellulana Tapirus terrestris
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