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RESUMEN

La reemergencia de enfermedades transmitidas por vectores en América Latina resalta la
necesidad urgente de fortalecer la vigilancia entomologica activa, especialmente en zonas
ecoldgicas subrepresentadas. En este estudio se investigd la fauna de flebotomos y su infeccion
natural con Leishmania spp. y Bartonella spp. en los alrededores de Bucay, situado al sur del
Ecuador. Se recolectaron 347 flebétomos mediante métodos estandarizados, y se identificaron
once especies, con predominancia de Psychodopygus carrerai y Psathyromyia aclydifera.
Mediante PCR convencional no se detecto6 ADN de Leishmania spp., pero tres hembras
resultaron positivas para Bartonella spp., hallazgo confirmado parcialmente por Nested PCR.
Su secuenciamiento que estd en proceso permitird identificar a nivel de especie el patdogeno.
Estos fleb6tomos no han sido tradicionalmente vinculados a la transmision de bartonelosis, lo
que plantea nuevas preguntas sobre su papel epidemioldgico en el pais. Estos resultados alertan
sobre la posible circulacion silvestre de Bartonella spp. en flebétomos y subrayan la urgencia
de ampliar el monitoreo entomolodgico a especies no incriminadas previamente como vectores.
Este trabajo refuerza la necesidad de integrar herramientas taxondémicas y moleculares para

anticipar y mitigar riesgos en salud publica.

Palabras clave: Flebotomos, Leishmania, Bartonella, transmision vectorial, PCR, vigilancia

entomologica, zoonosis, salud publica, Bucay.



ABSTRACT

The reemergence of vector-borne diseases in Latin America highlights the urgent need to
strengthen entomological surveillance, particularly in ecologically underrepresented regions.
This study examined the phlebotomine sand fly fauna and its natural infection with Leishmania
spp. and Bartonella spp. in Bucay located in Southern Ecuador. A total of 347 specimens were
collected and morphologically identified, revealing the presence of eleven species with
Psychodopygus carrerai and Psathyromyia aclydifera being the most abundant. While
Leishmania spp. DNA was not detected via conventional PCR, three female samples tested
positive for Bartonella spp., with partial confirmation by Nested PCR. Its sequencing, which
is currently in progress, will allow for pathogen species-level identification. Notably, these
sand fly species have not been traditionally implicated in Bartonella transmission, raising new
questions about their epidemiological role in the country. These findings alert on the potential
sylvatic circulation of Bartonella and highlight the urgent need to expand entomological
surveillance to previously unincriminated species as vectors of disease. This work underscores
the importance of integrating morphological and molecular tools to anticipate and mitigate

emerging public health threats.

Key words: Sand flies, Leishmania, Bartonella, vector transmission, PCR, entomological

surveillance, zoonosis, public health, Bucay.
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INTRODUCCION

Contexto en Latinoamérica

Las enfermedades tropicales desatendidas (ETD), término presentado desde el 2005 y
acogido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), son un grupo de afecciones
infecciosas diversas, prevalentes principalmente en zonas tropicales y subtropicales, donde
proliferan entre las personas que viven en comunidades empobrecidas. Actualmente, las ETD
representan un desafio para la salud publica en América Latina debido a su persistencia en
diversas regiones y su dificil control. Estas patologias clasificadas como enfermedades
infecciosas, poseen un origen parasitario, bacteriano, viral o fingico. Dentro de éstas, las
enfermedades de transmision vectorial (leishmaniasis, malaria, enfermedad de Chagas y
otras) dependen en gran medida de la presencia de especies vectores, de su ecologia y su
dindmica de transmision (Altagracia-Martinez et al., 2012; Ready, 2013). Una de estas
enfermedades, la leishmaniasis , por ejemplo, es transmitida por pequefios insectos voladores
llamados flebotomos (Diptera: Psychodidae), ha sido reportada de todas las provincias del
Ecuador incluyendo Galdpagos (solo casos importados) (Anaconda et al., 2019) y es
significativamente subnotificada. Este proyecto de titulacion se enfoca en determinar la fauna
de flebotomos en los alrededores de la poblacién de Bucay , en los bordes de las provincias
del Guayas, Chimborazo y Cafar. Para esta investigacion se seleccionaron sitios de estudio
pertenecientes al lado de Chimborazo y Caiiar distantes unos 5 kilometros uno del otro,
ambas partes de la misma zona de bosque aledafios a las poblaciones de Bucay , Cumanda y
Barranco Chico. En esta zona, la leishmaniasis es endémica y ha sido pobrementes estudiada
al igual que sus vectores. Ademas, se procedié a examinar molecularmente (mediante la
reaccion de cadena de la polimerasa) su infeccion natural por parasitos del género

Leishmania y Bartonella.
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Relevancia de la identificacion de flebotomos y su incriminacion de vectores en la

epidemiologia de la leishmaniasis y bartonelosis.

La leishmaniasis es una enfermedad prevalente y de amplia distribuciéon en zonas
tropicales y subtropicales y presenta ciclos complejos que no solo incluyen a los patdogenos
sino a reservorios en la naturaleza y a los vectores. Al contrario, la bartonelosis humana es
una enfermedad poco conocida y restringida a los paises Andinos como Peru , Ecuador y
Colombia. Ambas enfermedades son transmitida solamente por las hembras infectadas de los
flebétomos que, a diferencia de los machos, se alimentan de sangre (hematofagia) que les
provee de nutrientes y energia para el desarrollo de los huevos. Es de gran importancia
conocer con precision qué especies de flebotomos actiian como vectores para entender la
ecoepidemiologia y dindmica de transmision de estas enfermedades. De igual manera, el
estudio de su comportamiento y distribucion en los diferentes habitats, permite desarrollar y
aplicar las estrategias mas adecuadas de control vectorial y prevencion de la transmision tanto

de leishmaniasis como bartonelosis de esta enfermedad (Zorrilla et al., 2017).

La identificacion taxondmica en base a la morfologia es la primera linea de accion para
identificar las especies de flebétomos. Sin embargo, hay especies que aunque
morfolégicamente muy similares, son diferentes y solamente pueden ser distinguidas usando
biologia molecular (especies cripticas). Estas especies cripticas pueden tener distintas
capacidades para transmitir patdogenos y responder distintamente a las medidas de control. Si
bien los métodos tradicionales basados en el estudio de estructuras anatdmicas especificas
han sido utiles para clasificar a las diferentes especies de flebotomos, las nuevas técnicas
moleculares estan transformando nuestra comprension de las relaciones evolutivas y

filogenéticas entre estas especies (Rodrigues, 2023).
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Para establecer el rol de una especie de insecto como vector, se requiere de un proceso
meticuloso que no es facil de investigar. Incluye pasos como encontrar la infeccion del
patogeno en vectores silvestres, que la distribucion de la enfermedad coincida con la
distribucion del vector, demostrar experimentalmente su capacidad de transmision entre otros
requisitos. Este monitoreo debe ser continuo, ya que tanto el clima cambiante como las

alteraciones en los ecosistemas pueden modificar donde y cémo viven estos insectos (Ready,

2013).

Flebotomos

Los fleboétomos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) son pequeiios insectos
voladores pertenecientes al suborden Nematdcera y su importancia médica radica en ser
vectores de importantes enfermedades desatendidas de relevancia epidemiologica. De los
cientos de especies descritas, solamente unas pocas han sido incriminadas en la transmision
de leishmaniasis, enfermedad distribuida en zonas tropicales y subtropicales en el Viejo y
Nuevo Mundo, y de la bartonelosis humana, una enfermedad endémica solamente en paises
Andinos, y causada por la bacteria Bartonella bacilliformis. Ademas, algunos flebétomos han
sido identificados como posibles vectores de arbovirus (virus transmitidos por vectores
artropodos: insectos y garrapatas).

Morfolégicamente, los flebotomos son dipteros que miden entre 2-5 mm de longitud,
caracterizados por presentar un tegumento densamente piloso, extremidades locomotoras
elongadas y alas lanceoladas que mantienen en posicion erecta durante el reposo. Su
distribucion abarca regiones tropicales y subtropicales de América, Africa, Asia y la cuenca
mediterranea, con mayor diversidad especifica en zonas con condiciones climaticas calido-

humedas (Bravo-Barriga et al., 2022).
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Las hembras exhiben hematofagia obligada necesaria para la maduracion ovarica y el
desarrollo gonotrofico (desarrollo de los huevos), mientras que los machos se alimentan
exclusivamente de carbohidratos vegetales. La mayoria de las especies presentan habitos
silvestres y comportamiento zoofilico, aunque algunas han desarrollado adaptaciones
sinantrdpicas en respuesta a la modificacion antropogénica del habitat, colonizando
ambientes peridomésticos y exhibiendo comportamiento antropofilico o preferencia por

hospederos domésticos (Galati et al., 2017).

Caracteres taxonomicos.

Respecto a la identificacion taxondémica de las hembras de flebétomos, esta se
fundamenta en la distincién morfologica de las espermatecas: la forma y tamafio de la cabeza
de la espermateca, tamafio y numero de anillos si presentes y tamaifio de los conductos
individuales. Su configuraciéon morfologica constituye un caracter diagnéstico para la
determinacion especifica de las especies, sin embargo, en el caso de presencia de especies
cripticas, donde la morfologia de las espermatecas resulta insuficiente para la diferenciacion
taxondmica, se recurre a analisis morfométricos complementarios o técnicas moleculares para

la correcta identificacion (Goenaga-Mafud et al., 2020).

Otros caracteres diagnosticos relevantes incluyen el cibario, que presenta dientes
horizontales y verticales; la faringe y la furca genital, cuyas variaciones morfométricas son
especificas para cada especie. En los machos, la genitalia externa representa el principal
caracter diagndstico, compuesta por estructuras pareadas segmentadas que incluyen el estilo
terminal, también llamado gonoestilo, coxite también llamado gonocoxite, paramero y el
l16bulo lateral. El aedeagus, 6rgano copulador masculino, junto con la bomba y filamentos
genitales, también exhiben caracteristicas morfoldgicas de valor taxondémico (Galati &

Ovallos, 2012). Como se puede ver en la Figura 1, las estructuras mencionadas corresponden
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a los fleb6tomos hembras, mientras que en la Figura 2 se ilustran los caracteres de

diagnosticos de los machos.

/1

Figura 1. Morfologia detallada de estructuras anatémicas en flebotomos (Young & Duncan,
1994). Se puede observar : A) ala, B) cabeza , C) cibario de la hembra , D) cibario y faringe
de la hembra , E) espermateca y F) Patas posteriores (en parte).
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Figura 2. Morfologia detallada de estructuras anatdmicas de flebotomos machos (Young &
Duncan, 1994). Se puede observar : A) Terminalia del macho, vista lateral. B) Bomba
genital y filamentos. C) Flagelomero II con ascoides pareados. D) Torax.

La identificacion taxondémica se complementa con el andlisis del patron de setas y la

morfologia de los 16bulos laterales del aedeagus, caracteristicas que han demostrado ser utiles

para la discriminacion de especies estrechamente relacionadas (Galati & Ovallos, 2012).

Clasificacion Young — Duncan.

La clasificacion taxondmica propuesta por (Young & Duncan, 1994) representa un
hito fundamental en la sistematica de los flebotomos (Diptera: Psychodidae), estableciendo
un marco metodoldgico riguroso basado en el andlisis detallado de caracteres morfoldgicos.

Este trabajo ha demostrado ser invaluable para la identificacion precisa de especies de
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importancia médica y epidemioldgica, proporcionando herramientas para diferenciar especies
morfoldgicamente similares (Ready, 2013).

Young y Duncan clasificaron a los fleb6tomos neotropicales en tres géneros
principales: Lutzomyia, Brumptomyia'y Warileya, de los cuales solo el primero tiene
importancia médica e incluye aproximadamente 400 especies de las cuales muy pocas han

sido incriminados como vectores.

Clasificacion de flebotomos segun Galati.

La clasificacion de flebotomos experimento una revolucion significativa con la
introduccion de técnicas moleculares y andlisis filogenéticos, destacandose particularmente
este aporte (Galati, 1995; Galati 2003). La propuesta taxondmica de Galati representa un
punto de inflexion en la sistematica de Phlebotominae, al integrar caracteres morfologicos
tradicionales con un riguroso analisis cladistico, estableciendo relaciones evolutivas mas
precisas entre los diferentes grupos (Kato et al., 2021).

El enfoque filogenético de Galati se fundamenta en el anélisis de 88 caracteres
morfoldgicos mediante metodologia cladistica, lo que permiti6 establecer relaciones
evolutivas mas robustas entre los diferentes taxa. Esta metodologia revoluciond la
clasificacion tradicional al proponer una nueva organizacion supragenérica de la subfamilia
Phlebotominae, reconociendo dos tribus principales: Hertigiini y Phlebotomini (Galati et al.,
2017; Galati & Ovallos, 2012). La aplicacion de principios filogenéticos en su clasificacion
permitié una mejor comprension de las relaciones evolutivas entre los diferentes grupos de
flebétomos, superando las limitaciones de las clasificaciones previas basadas tinicamente en
similitudes morfolégicas.

Los estudios moleculares posteriores han respaldado en gran medida la propuesta de

Galati, utilizando diversos marcadores genéticos para evaluar las relaciones filogenéticas. El
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analisis de genes mitocondriales como COI y Cytb, asi como genes nucleares como 18S
rRNA y 28S rRNA, ha proporcionado evidencia molecular que sustenta muchas de las
agrupaciones propuestas por Galati (Depaquit, 2014). Estos estudios moleculares han sido
particularmente valiosos para resolver relaciones entre especies cripticas y confirmar la
monofilia de varios grupos taxonémicos propuestos en su clasificacion.

La integracion de datos moleculares ha permitido también refinar la comprension de
la evolucion de caracteres morfologicos importantes. Los analisis filogenémicos recientes
han revelado patrones evolutivos en estructuras como la genitalia y el cibario, que fueron
fundamentales en la clasificacion original de Galati. La congruencia entre los datos
moleculares y morfologicos ha fortalecido la validez de muchos de los grupos propuestos,
aunque también ha llevado a algunas revisiones y refinamientos de la clasificacion original
(Lambkin et al., 2013).

Un aspecto particularmente relevante de la clasificacion molecular y filogenética
moderna es su aplicacion en la identificacion de especies vectores y el estudio de su
capacidad vectorial. Los andlisis moleculares han permitido identificar marcadores genéticos
asociados con la competencia vectorial y la susceptibilidad a diferentes especies de
Leishmania, proporcionando una base molecular para entender la especificidad parasito-
vector (Kamhawi, 2006).

En la actualidad, la clasificacion de Galati cuenta con més aceptacion al estar basada
en andlisis filogenéticos a nivel molecular. De esta manera, la clasificacion de subgéneros de
Lutzomyia, propuesta por Young y Duncan se cambia para elevarlos a género en la
clasificacion de Galati. Para facil explicacion nos referiremos al ejemplo de la especie
Lutzomyia (Nyssomyia) trapidoi, (uno de los vectores de Leishmania mas importantes en la
costa del Ecuador), que consta asi seglin la clasificacion de Young & Duncan. Segin la

nueva clasificacion de Galati, corresponde a Nyssomyia trapidoi en donde se elimina el
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género Lutzomyia y el subgénero Nyssomyia se eleva a género (Galati et al., 2017). Aunque

mas compleja, es la clasificacion actual y la que utilizaremos durante este estudio.

Leishmaniasis
Agente causal.

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria causada por protozoos del género
Leishmania (Clase Kinetoplastea, familia Trypanosomatidae). Estos parasitos son
microorganismos unicelulares eucariotas, dimorficos, que se caracterizan por ser parasitos
intracelulares obligados que infectan principalmente las células del sistema fagocitico
mononuclear, especialmente los macrofagos del sistema inmunologico (Torres-Guerrero
et al., 2017). El género Leishmania se divide en dos subgéneros principales: Leishmania
(Leishmania) y Leishmania (Viannia), una clasificacion basada tanto en sus caracteristicas
morfoldgicas como en su desarrollo en el intestino del vector (Ready, 2013).

Hasta la fecha, se han identificado mas de 20 especies de Leishmania como patdgenos en
humanos, cuya distribucion geografica depende tanto del vector flebotomo como del
reservorio animal involucrado en la transmision.

Las diferentes especies de Leishmania muestran un tropismo especifico por distintos
tejidos del hospedador, lo que resulta en las diversas manifestaciones clinicas de la
enfermedad. Esta especificidad esta relacionada con factores tanto del parasito como del

hospedador, incluyendo la respuesta inmune y factores genéticos de ambos organismos (Scott

& Novais, 2016).

Manifestaciones clinicas.

Se puede encontrar diferentes formas clinicas de la enfermedad que varian de acuerdo a la

especie del parasito y su distribucion geografica. Entre las mas importantes estan:
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Leishmaniasis cutanea (LC): es la forma mas comun y se caracteriza por la aparicion
de tlceras en la piel o lesiones nodulares en sitios de la picadura del flebotomo. Tales
lesiones pueden sanar espontaneamente o progresar a formas mas graves si no se
tratan adecuadamente (Alvar et al., 2012). Esté presente en el Ecuador y representa la
mayoria de casos reportados.

Leishmaniasis mucocutanea (LMC) : Se desarrolla a partir de la LC cuando los
parasitos se diseminan a las mucosas , destruyendo tejidos nasales ,faringeos y
laringeos , lo que puede causar desfiguracion severa (Alvar et al., 2021). Esta
asociada a especies de Leishmania del subgénero Viannia y se encuentra presente en
el Ecuador, sin embargo, representa la minoria de los casos reportados.
Leishmaniasis visceral (LV): Se denomina como kala-azar, es la forma mas grave y
potencialmente mortal, se caracteriza por fiebre prolongada, hepatoesplenomegalia,
pérdida de peso y anemia (Burza et al., 2018). Esta forma clinica no esta presente en
el Ecuador , aunque si en Colombia y Brasil.

La literatura médica describe varias otras formas clinicas a nivel mundial que no seran

mencionadas en este trabajo.

Ciclo de transmision.

El ciclo de transmision de Leishmania spp. involucra tres formas principiales:

Promastigotes prociclicos: Son las formas flageladas no infectivas que se desarrollan
inicialmente en el intestino del flebotomo. Se originan cuando el vector ingiere sangre
conteniendo amastigotes de un hospedador infectado (Rogers et al., 2002).
Promastigotes metaciclicos: Representan la forma infectante que se desarrolla en la
parte anterior del tubo digestivo del flebotomo, especificamente en la proboscide. Se

encuentran en la saliva de la hembra y son inoculados durante la siguiente



20

alimentacion sanguinea, iniciando la infeccion en el nuevo hospedador (Dostalova &
Volf, 2012).

- Amastigotes: Son las formas redondeadas sin flagelo visible que se encuentran dentro
de los macrofagos del huésped vertebrado. Una vez que los promastigotes
metaciclicos son fagocitados, se transforman en amastigotes, donde se replican y
diseminan a otros tejidos (Rogers et al., 2002). Estudios detallados del ciclo de
transmision revelan otras formas del parasito presentes como paramastigotes y

nectomonas, pero no profundizaremos en este tema.

Bartonelosis humana
Agente causal.

La bartonelosis es una enfermedad infecciosa causada por bacterias del género
Bartonella, un grupo de bacilos intracelulares facultativos pertenecientes a la familia
Bartonellaceae , orden Rhizobiales y phylum Proteobacteria. Estas bacterias presentan un
tropismo marcado por eritrocitos y células endoteliales, lo que les permite evadir la respuesta
inmunitaria del hospedero y persistir en la circulacion sanguinea (Navarro-Soler et al., 2025).

En América del Sur, B. bacilliformis es la unica especie transmitida por flebotomos y es
el agente etiologico de la enfermedad de Carrion. Su ciclo de vida involucra dos fases
clinicas bien diferenciadas: una fase aguda hemolitica, conocida como fiebre de Oroya, y una
fase cronica angioproliferativa, denominada verruga peruana (Ramoén Blanco & Raoult,
2005).

La patogénesis de B. bacilliformis se basa en su capacidad para invadir eritrocitos a través
de adhesinas especificas, lo que facilita su internalizacion y multiplicacion en el interior del
globulo rojo. Posteriormente, la bacteria induce hemolisis y disrupcion de la integridad de la

membrana celular, lo que contribuye a una anemia severa en la fase aguda (Sanchez
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Clemente et al., 2012). Ademas, B. bacilliformis infecta células endoteliales, promoviendo la
proliferacion descontrolada de estas y la formacion de neovasos, caracteristica de la fase

cronica de la enfermedad (Sorg et al., 2020).

Manifestaciones clinicas.

Las formas clinicas de la enfermedad se pueden presentar de la siguiente manera:

- Fiebre de Oroya: Se denomina la fase aguda de la infeccion por B.bacilliformis. Se
caracteriza por fiebre alta, anémica hemolitica severa y hepatomegalia. Debe ser
tratada oportunamente, ya que puede ser fatal debido a la destruccion masiva de
eritrocitos (Maguina et al., 2001).

- Verruga Peruana : Se conoce como la fase cronica de la bartonelosis y se presentan
mediante lesiones cutdneas angioproliferativas que pueden durar meses o afios , tales
lesiones pueden varias desde papulas hasta nddulos grandes que pueden ulcerarse

(Maguina et al., 2001).

Otras Bartonelas.

Existen otras especies de Bartonella, como B. henselae, B.quintana y B. rochalimae,
que son transmitidas por otras vias o por vectores diferentes a los fleb6tomos, como las
pulgas y garrapatas (Billeter et al., 2008). Bartonella henselae es agente causal de la
enfermedad por arafiazos de gato y se transmite mediante las pulgas de gatos
(Ctenocephalides felis) (Zarea et al., 2023). Bartonella quintana esta asociada con el tifus de
los mendigos transmitida por piojos humanos (Pediculos humanus corporis) (Angelakis &
Raoult, 2014). Estas especies de Bartonella tienen una relevancia médica de gran
importancia, porque pueden causar enfermedades cronicas y generar un gran impacto en

paciente inmunocomprometidos.
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Situacion en Ecuador

En Ecuador, se han registrado aproximadamente 80 especies de flebotomos
(Shimabukuro et al., 2017), aunque estudios recientes sugieren que su diversidad podria ser
mayor en ecosistemas amazonicos, donde las exploraciones entomoldgicas atin son limitadas
(Gomez et al., 2014; Kato et al., 2021). A pesar de su relevancia epidemioldgica, persisten
vacios en la identificacion taxondmica de varias especies y en la caracterizacion de su
capacidad vectorial en el pais.

La leishmaniasis es una enfermedad endémica en Ecuador con mayor incidencia en la
costa del Ecuador y en las estribaciones de la cordillera de los Andes. Al menos ocho
especies de Leishmania han sido reportadas en el pais (Hashiguchi et al., 2018). Sin embargo,
en la costa del Ecuador las especies del grupo Viannia son mas frecuentes (Leishmania (V)
panamensis, Le (V) guyanensis y Le(V) braziliensis transmitidas principalmente por
Nyssomya trapidoi y Lutzomyia gomezi (Barrera et al., 1994; Mouchet et al., 1994; Zapata
et al., 2012). Otras especies como Lu. reburra, Lu. barretoi majuscula 'y Lu. hartmanni han
sido reportadas como posibles vectores (Arrivillaga-Henriquez et al., 2017; Quiroga et al.,
2017a). Mas estudios son necesarios para complementar estos resultados y confirmar la
capacidad vectorial de estas especies.

Segun datos epidemiologicos del Ecuador en 2024 , se notificaron 1030 casos de
leishmaniasis confirmados, de los cuales 1010 (98.058%) correspondieron a leishmaniasis
cutanea y al menos 20 (1.941%) a la forma mucocutanea. En el afio 2023 fue algo similar
con 1.040 casos confirmados de leishmaniasis, de la forma cutdnea 1.011 casos (97,21%) y
29 casos de la forma mucocutanea (2,78%) (Subsecretaria de Vigilancia, Prevencion y
Control de la Salud, Direccion Nacional de Vigilancia Epidemiologica, Ecuador, 2024). En
cuanto a los casos reportados en provincias cercanas a Bucay, se han documentado 40 casos

clinicamente confirmados de leishmaniasis en Chimborazo entre 2013 y 2022, concentrados
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principalmente en el canton Alausi, que colinda con el drea de estudio (Jumbo & Ruiz, 2023).
En el 2024, un total de 25 casos de leishmaniasis se reportaron de estas 3 provincias
(Subsecretaria de Vigilancia, Prevencion y Control de la Salud, Direccion Nacional de
Vigilancia Epidemiolégica, Ecuador, 2024), sin embargo, no se dispone de informacion
reciente mas especifica sobre la situacion epidemiolédgica de leishmaniasis en esta zona. Dada
la ubicacion geogréfica de Bucay, donde confluyen los limites de estas tres provincias, se
resalta la importancia de una vigilancia epidemioldgica mas exhaustiva en esta zona de
transicion ecologica.

La bartonelosis o enfermedad de Carrion, ha sido historicamente endémica en el Ecuador,
se han documentado casos esporadicos en provincias fronterizas como Zamora-Chinchipe
(Guapulema et al., 2024). Un estudio reciente en el sur del pais identifico la presencia de Lu.
verrucarum en areas con alta incidencia de fiebre de Oroya, lo que sugiere su posible rol en
la transmision local de B. bacilliformis (Herrera et al., 2024).

Hasta la semana epidemiologica 52 de 2024, no se han reportado casos confirmados de
bartonelosis en Ecuador, sin embargo, se notificaron dos casos del 2022. (Subsecretaria de
Vigilancia, Prevencion y Control de la Salud, Direccion Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica, Ecuador, 2024). Se enfatiza la importancia de la vigilancia epidemioldgica
activa debido al riesgo de introduccion de casos importados desde regiones endémicas del
norte de Perl (Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2023).

Ademas de su papel en la transmision de Leishmania y Bartonella, los flebotomos han
sido implicados como vectores de diversos arbovirus de importancia médica. Entre los virus
asociados a estos insectos se encuentran el virus de Paraiso Escondido, el Sandfly fever virus
(SFV), el Chandipura virus (CHPV) y el Changuinola virus (CGLV), este tltimo
considerado el tnico arbovirus del Nuevo Mundo reportado hasta la fecha en Panamé (Maroli

et al., 2013; Phan et al., 2020).
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El virus de Paraiso Escondido ha sido detectado en flebotomos recolectados en Ecuador
por investigadores de la USFQ (Alkan et al., 2015) aunque su relevancia epidemiologica aun
no ha sido completamente elucidada. Estudios recientes sugieren su mantenimiento en ciclos

zoonoticos con mamiferos reservorios en habitats selvaticos (Marklewitz et al., 2019)..

Objetivo general
- Caracterizar la fauna de flebétomos presentes en los alrededores de la poblacion de
Bucay, (confluencia de las provincias del Guayas, Chimborazo y Caiiar) en las
estribaciones occidentales de los Andes al sur del Ecuador y examinar la infeccion

natural por Leishmania spp. y Bartonella spp. mediante pruebas moleculares.

Objetivos especificos
- Identificar especies de flebotomos recolectados (tanto machos como hembras)
mediante taxonomia clésica y claves especializadas (Galati, 2003; Young & Duncan,
1994).
- Determinar la infeccion natural de Leishmania spp. y Bartonella spp. en las hembras

de flebotomos mediante PCR.



25

METODOLOGIA

Area de estudio

El presente estudio se realiz6 con muestras colectadas en los alrededores de la poblacion
de Bucay, provincia del Guayas. En esta region confluyen las provincias del Guayas,
Chimborazo y Cafiar. Para las colectas se seleccionaros dos lugares de muestreo
correspondientes a zona de bosque secundario, ambos pertenencientes al mismto tipo de
bosque, segun el (Ministerio del Ambiente, 2012) es conocido como Bosque Himedo

Montano Bajo. Tales sitios son los siguientes:

(1) En la provincia de Chimborazo, en el cantén Cumand4, en bosque, parte de una

hacienda privada denominada "Pilar”

(2) En la provincia de Cafiar, en la zona de la poblacion de San Juan, en un bosque cerca

de la carretera principal que comunica la poblacion de San Juan con Cumanda.

El muestreo se realizd durante el ano 2023 en ambos sitios de coleccidon. En la tabla se

proporciona datos ecoldgicos de los dos sitios de muestreo.

Tabla 1. Caracterizacion ecoldgica de los sitios de muestreo

Sitio de

muestreo

Provincia

Altitud

(msnm)

Temperatura
promedio

anual (°C)

Precipitacion
promedio

anual (mm)

Tipo de
bosque
segun
MAATE

Coordenadas

Hacienda

Pilar

Chimborazo

264

22-24

2000-3000

Bosque
Huamedo
Montano
Bajo

2°13'51"S
79°10'14"W

San Juan

Canar

413

20-22

1800-2800

Bosque
Huamedo
Montano
Bajo

2°14'36"S
79°07'48"W
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Colecta de especimenes

Los especimenes de flebotomos fueron colectados como parte de un proyecto de
investigacion de mayor escala financiado por el instituto NAMRU-SOUTH (Entomological
surveillance in Ecuador — characterization of sand fly, tick, triatomine and mosquito vectors
in Southern Ecuador near the border with Peru) para realizar monitoreos entomoldgicos de
vectores en el sur del pais. Las colectas entomologicas se realizaron en peridomicilios y sus
alrededores. Se emplearon trampas de luz CDC, las cuales permanecieron operativas durante
aproximadamente 12 horas, desde las 18:00 hasta la mafiana siguiente, cuando fueron
retiradas las fundas colectoras de muestras. Se complemento las colectas con cebo humano

protegido que se realizo en las noche de 19:00-21:00 horas.

Montaje y clasificacion de los especimenes

Las muestras obtenidas en campo fueron inmediatamente almacenadas a -20°C en un
congelador para matar a los especimenes. Posteriormente, se trasladaron a envases con etanol
al 70% para su posterior andlisis. Las colecciones fueron examinadas mediante un
estereomicroscopio, donde se separaron los flebétomos sin distincion de sexo. Los
especimenes se almacenaron en tubos Eppendorf de 1.5 ml con etanol al 70% para su
posterior andlisis. En este estudio, se trabajé con machos y hembras de flebotomos, las cuales
fueron montadas segun el siguiente procedimiento: los especimenes fueron colocados en un
portaobjetos con una gota de alcohol. Se realizé la diseccion de la cabeza, alas y los ultimos
segmentos abdominales utilizando un estereomicroscopio y agujas estériles. El resto del
cuerpo se almaceno en etanol al 70%. Las partes diseccionadas fueron transferidas a otra
placa y tratadas con una gota de solucion Marc-André (compuesta por 40 g de hidrato de
cloral, 30 ml de acido acético glacial y 30 ml de agua destilada) y se dejaron reposar durante

aproximadamente 5 min. Posteriormente, el portaobjetos fue sometido a calor mediante la
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llama de un encendedor por fraccion de segundos, asi evitando la evaporacion total de la
solucion, con el fin de clarificar las estructuras anatomicas. Las estructuras clarificadas
fueron dispuestas en el portaobjetos con una gota de goma cloral y se cubrieron con un
cubreobjetos para finalizar el montaje. Finalmente, la identificacion taxondmica se realiz6
mediante claves dicotdmica especificas para flebotomos, la cual permite la determinacion de
hembras de flebétomos con base en caracteristicas morfolégicas como la espermateca, el
cibario y otras estructuras distintivas y para machos mediante partes de su genitalia como el
gonoestilo, gonocoxite, pardmero, 10bulo lateral, aedeagus, bomba y filamentos genitales.
Aunque ambas claves fueron usadas, este trabajo utiliza la nomeclatura de las especies de
flebétomos segun (Galati, 2003) que es la mas actualizada. Es importante mencionar que no
se prepararon placas de especimenes voucher para esta investigacion , ya que las especies

encontradas son comunes y se han recolectado en otros sitios.

Extraccion de ADN y reaccion de cadena polimerasa (PCR)

Se extrajo ADN total de las muestras individuales y pools de las hembras de la misma
especie recolectados en el mismo sitio de muestreo, con el objetivo de incrementar la
concentracion de ADN parasitario. La extraccion se realizo utilizando el kit DNeasy Blood
and Tissue Mini Spin Column (Qiagen), siguiendo el protocolo recomendado por el

fabricante. Cada extraccion generd un volumen final de 25 pLL. de ADN.

Amplificacion por PCR de Leishmania spp y Bartonella spp.

Para la amplificacion del ADN de Leishmania spp., se selecciond la region del gen
mitocondrial LCM, utilizando los primers universales L.MC-1S (5’—
CTRGGGGTTGGTGTAAAATAG-3") y LMC-IR (5-TWTGAACGGGRTTTCTG-3"),
que amplifican un fragmento de aproximadamente 700 pb (Kato et al., 2005). En el caso de

Bartonella spp., se amplifico el gen ITS con los primers universales 325s (5°—
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CTTCAGATGATGATCCCAAGCCTTTTGCG-3") y 1100as (5°-
GAACCGACGACCCCCTGCTTGCAA-3’), que generan un producto de entre 300 y 500 pb
(Billeter et al., 2011).

La reaccion de PCR para Leishmania spp., se realizo en un volumen final de 25 pL,
compuesto por: 5 uL de Green GoTaq® Reaction Buffer 5X, 1.5 L. de MgClz (25 mM), 0.5
pL de ANTPs (10 mM), 0.5 pL de cada primer (20 uM), 0.25 unidades de GoTag® DNA
Polymerase, 15.75 pL de agua libre de nucleasas, y 1 pL de ADN extraido. Para Bartonella
spp., la mezcla también tuvo un volumen final de 25 pL, pero con los siguientes
componentes: 5 uL de Flexi Taq® Reaction Buffer 5X, 1.5 pL de MgCL. (25 mM), 0.5 pL de
dNTPs (10 mM), 0.5 pL del primer ITS Forward (20 uM), 0.5 pL del primer ITS Reverse
(20 uM), 0.2 puL de Platinum Taq, 15.8 uL de agua libre de nucleasas y 1 uL. de ADN
extraido.

Las condiciones térmicas para la amplificacion de Leishmania spp., siguieron el protocolo
de (Hebert et al., 2003) iniciando con una desnaturalizacion a 95 °C por 2 minutos, seguida
de 30 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 55 °C por 1 minuto y 72 °C por 10 minutos, con una
extension final de 72 °C por 10 minutos. En contraste, el protocolo para Bartonella spp.,
mediante el protocolo de (Padilla R & Ventura E, 2003) comenzo6 con un paso de
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 95 °C por 30
segundos, 55 °C por 30 segundos y 72 °C por 30 segundos, finalizando con una extension a
72 °C durante 7 minutos.

Visualizacion de productos de PCR convencional para Leshmania spp. y Bartonella
Spp-

Los productos de PCR convencional realizada para Leishmania spp. y Bartonella spp
fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 2 %, a 80 V durante 45 minutos. La

visualizacion se realiz6 en un transiluminador FastGene con luz LED azul, y el tamafio de los
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amplicones fue estimado utilizando el marcador molecular TrackIt™ 100 bp DNA Ladder

(Invitrogen).

PCR anidada para Bartonella spp.

La técnica de PCR anidada se utilizd como segundo paso para confirmar los resultados
obtenidos mediante PCR convencional en la deteccion de Bartonella spp., especificamente
amplificando el gen de la Citrato Sintasa (gltA). Esta técnica se llevd a cabo en dos rondas de
amplificacion sucesivas utilizando dos pares de cebadores diferentes como menciona
(Rampersad et al., 2005).

En la primera ronda, se emplearon los cebadores 443f (5’-GCTATGTCTGCATTC
TATCA -3°)y 1210r (5’- GATCYTCAATCATTTCTTTCCA - 3”), con un volumen final de
reaccion de 25 pL compuesto por 5 uL. de Flexi Taq® Reaction Buffer 5X, 1.5 pL de MgClz
(25 mM), 0.5 uL de dNTPs (10 mM), 0.5 pL. de cada cebador (20 uM), 0.2 pL. de Go Taq®
DNA Polymerase, 15.8 uL de agua libre de nucleasas y 1 pL de ADN extraido. Las
condiciones del termociclador incluyeron una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5
minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 30 segundos, alineamiento a
48 °C por 30 segundos y extension a 72 °C por 2 minutos, finalizando con una extension final
a 72 °C durante 7 minutos.

En la segunda ronda, se utilizaron los cebadores internos BhCS.781p (5’- GGG
GACCAGCTCATGGTGG - 3°) y BhCS.1137n (5’- AAATGCAAAAAGAACAGTAAA
CA - 3’). La mezcla de reaccion tuvo un volumen final de 25 pL, compuesta por 20 puL de
Master Mix (que incluye buffer, MgClz, dNTPs, cebadores y Taq polimerasa) y 5 uL del
amplicon del primer round como molde. El protocolo térmico consistid en una

desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturalizacion
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a 95 °C por 30 segundos, alineamiento a 55 °C por 30 segundos y extension a 72 °C por 2

minutos, con una extension final de 7 minutos a 72 °C.

Cuantificacion del ADN

Para evaluar la concentracion y calidad del ADN extraido, se utilizé un espectrofotometro
Nanodrop 2000™. Primero, se activo el software correspondiente y se aplicaron 2 puL de
agua libre de nucleasas para limpiar la superficie de medicion. Posteriormente, se utilizo 2 pL
de buffer de elucion AE como blanco para la calibracion del equipo. Luego, se depositaron 2
pL de cada muestra de ADN en la plataforma de medicion y se registraron los valores de
absorbancia en las longitudes de onda de 260 y 280 nm. Este procedimiento se repitié para

todas las muestras procesadas en el estudio.

Analisis de datos

Los datos obtenidos en este estudio fueron organizados y analizados para determinar la
diversidad y composicion de especies de flebotomos en las provincias de Chimborazo y
Cafiar. La identificacion taxondmica de los especimenes se realizo con las claves dicotdmicas
de (Galati , 1995) registrando la frecuencia de cada especie en cada localidad de muestreo.
Para evaluar la diversidad de especies en los sitios de colecta, se calculo el indice de
Shannon-Wiener (H'), permitiendo comparar la heterogeneidad de las comunidades de
flebotomos entre las dos localidades de estudio.

Para la evaluacion de la calidad del ADN, se utiliz6 un espectrofotémetro Nanodrop
2000™, midiendo la concentracioén y pureza del ADN a partir de las relaciones de
absorbancia 260/280 nm corresponde a 1.8 y 2.0 (presencia de contaminantes como
proteinas) mientras que 260/230 nm corresponde a 2.0 y 2.2 (presencia de contaminantes
como compuestos organicos). Se verificé que las muestras cumplieran con los estdndares de

calidad para su posterior analisis mediante PCR (Garcia-Alegria et al., 2020).
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Los productos amplificados por PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel
de agarosa al 2 %, aplicando un voltaje de 80 V durante 45 min. Se verifico la presencia de
bandas esperadas segun el tamafio del amplicon y se compararon con un marcador molecular

TrackIt™ 100 bp DNA Ladder (Invitrogen). Se determind la presencia de Leishmania spp. y

Bartonella spp. en las muestras analizadas.
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Fauna y abundacia de flebotomos
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Se recolectaron un total de 347 fleb6tomos durante el afio 2023, de los cuales 196

(56.48 %) fueron hembras y 151 (43.52 %) machos. La identificacion taxonémica permitid

clasificar 216 individuos a nivel de especie (62.25 %), distribuidos en al menos 12 especies.

Psychodopygus carrerai fue la especie mas abundante con 82 individuos, seguida de

Psathyromyia aclydifera (62), Psychodopygus panamensis (24) y Nyssomyia trapidoi (21).

Otras especies como Lutzomyia gomezi, Pressatia sp., Brumptomyia sp. y Lutzomyia

shannoni estuvieron presentes en menores cantidades (Tabla 3).

Tabla 2.Abundancia de flebotomos por especie y provincia

CHIMBORAZO CANAR

Especie Machos | Hembras | Subtotal | Machos | Hembras | Subtotal | Total | Bartonella
(@)

Psychodopygus 2 12 14 2 8 10 24 +
panamensis
Psychodopygus 9 22 31 13 38 51 82 -
carrerai
Psathyromyia 0 24 24 0 38 38 62 +
aclydifera
Nyssomyia 11 3 14 1 6 7 21 -
trapidoi
Lutzomyia gomezi | 0 1 1 1 9 10 11 -
Pressatia sp. 3 0 3 1 1 2 5 -
Psychodopygus 0 1 1 0 1 1 2 -
barretoi
majuscula
Brumptomyia sp. | 0 2 2 1 0 1 3 -
Yuilli yuilli 0 1 1 0 1 2 -
Lutzomyia 0 1 1 0 1 2 -
shannoni
Desconocidos 1 0 1 1 1 2 3
No identificados | 68 15 83 36 11 47 130
Total 94 82 176 58 113 171 347




33

La abundancia relativa de las especies de flebétomos recolectadas en cada provincia.
Se observa que la composicion varia entre localidades, siendo Psychodopygus carrerai la
especie dominante en Cafiar, mientras que Chimborazo presenta una comunidad con mayor
distribucion entre especies (Figura 3).

Abundancia de fleb6tomos por especie y provincia
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Figura 3.Abundancia de flebotomos por especie y provincia
Indices ecologicos

La comparacion de los indices ecoldgicos de Shannon-Wiener (H’) , riqueza
especifica (S) y equidad (J’) entres la provincias de Chimborazo y Cafiar Muestra diferencias
en diversidad ecoldgica. En Chimborazo se obtuvo un indice de Shannon de H’ = 1.683 , una
riqueza de S = 11 especies y una equidad de J’ = 0.678.En Canar , el indice fue de H’ = 1.503

, con riqueza de S =9 especies y una equidad de J’ = 0.653 (Figura 4).
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Extraccion y cuantificacion de ADN

Shannon
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Provincia

. Carfiar
- Chimborazo

Se realizaron extracciones de ADN total (25 pL) a partir de 7 pools conformados por

especies de flebotomos recolectadas en un mismo sitio de muestreo, asi como de 21 muestras

individuales, obteniendo un total de 28 extracciones de ADN. En la Tabla 3 se detallan los

resultados de la cuantificacion del ADN extraido. Las concentraciones obtenidas oscilaron

entre 0.2 y 32.7 ng/uL. Asimismo, los valores de las relaciones de absorcion 260/280 se

ubicaron entre 1.29 y 4.27, mientras que los valores de 260/230 variaron entre 0.34 y 3.41, lo

cual evidencia diferencias en la pureza del ADN entre las muestras.

Tabla 3. Cuantificacion de ADN en muestras de Chimborazo y Canar.

Codigo Muestras ng/uL A260/A280 | A260/A230
- Buffer 0,3 -4.25 95,53

Pool 1 Muestra 1 26 2,22 2,59

Pool 2 Muestra 2 5,6 2,73 3,41

Pool 3 Muestra 3 17,6 2,25 2,46

Pool 4 Muestra 4 8,4 2,29 1,68

Pool 5 Muestra 5 7,1 2,53 2,56

Pool 6 Muestra 6 15,1 2,34 2,29




Pool 7 Muestra 7 32,7 2,24 2,59
F11+SJ (5) Muestra 8 1,7 2,63 0,69
F11+SJ (2) Muestra 9 2,8 2,3 0,63
F11+SJ (1) Muestra 10 2,7 1,43 0,91
F11+HP (3) Muestra 11 2,7 2,52 39

F11+SJ (13) Muestra 12 7,1 2,22 1,38
F11+SJ (29) Muestra 13 3,2 1,98 0,72
F11+ SJ (28) Muestra 14 8,5 2,61 2,08
F11+ SJ (26) Muestra 15 2,1 2,52 1,4

F11 + SJ (24) Muestra 16 5,1 1,82 1,34
F5+ HP (1) Muestra 17 4,8 2,17 1,35
F5+ HP (13) Muestra 18 33 2,41 0,6

F4 + HP (12) Muestra 19 5,1 2,43 1,35
F4 +HP (11) Muestra 20 3,5 2,16 2,2

F4 + HP (10) Muestra 21 5 1,89 0,83
F4 + HP (6) Muestra 22 6,6 2,19 0,29
F4 + HP (4) Muestra 23 5 2,08 0,65
F4+ HP (2) Muestra 24 4,8 2,1 1,15
F11+SJ (1) Muestra 25 3,2 3,46 0,44
F11+SJ(21) Muestra 26 2 2,32 0,88
F11+SJ(8) Muestra 27 4,1 2,4 0,19
F11 +SJ(6) Muestra 28 2,2 3,13 0,34

Reaccion de cadena polimerasa y Nested PCR
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Con las 28 muestras de ADN de flebotomos, todas las muestras se amplificaron tanto

para Leishmania spp. y Bartonella spp. Se comenz6 con la deteccion de Leishmania spp.,
colocando 24 muestras en el gel con un control positivo. Se puede ver que no hay ninguna

banda visible y solo se puede observar el Ladder de (100pb) como referencia (Figura 6).
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Figura 5. Amplificacion del gen LCM para la deteccion de Leishmania spp.

Para Bartonella spp. se aplico las 24 muestras en el gel , junto dos controles positivos.
Se observo tres muestras presentaron bandas amplificadas con un tamafio aproximadamente
de 600 pb en referencia al Ladder de (100 pb) (Figura 7) , lo que indica una presencia

positiva de Bartonella spp. en dichos flebotomos.



37

( /‘m\» PIL P2 P3 P4 P5 P6 P7 MS MO MI0 MIIMD2

. L .
»

C- C+ C+ MI3 Mi4 MISMI6 M7 MIS MI9M20 M21 M22 M23 M4

) : ' ’

Figura 6. Amplificacion del gen ITS para la deteccion de Bartonella spp.

Al ser 28 muestras se us6 un gel compartido, en la parte superior se coloco las 8
muestras restantes de Leishmania spp. y en la parte inferior se coloco las 8 muestras restantes
de Bartonella spp. Demostrando que no existe ninguna amplificacion en a las ultimas

muestras para este gel (Figura 8).



C- C+ ADS M26 M27 M2B

C- C+ C+ MXS M6 M27T MBS

Figura 7. Amplificacion del gen LMC e ITS para la deteccion de Leishamania spp 'y
Bartonella spp.

Posteriormente , se confirmoé mediante otra PCR convencional ,utilizando las tres
muestras positivas juntos a tres muestras negativas , con el fin de descartar falsos positivos

(Figura 9).
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Figura 8.Amplificacion de verificacion de Bartonella spp.

Con los resultados positivos para Bartonella spp., se hizo la amplificacion del Nested
PCR, donde se usaron las tres muestras positivas obtenidas en la PCR convencional. Se pudo
ver que en el carril de la muestra 14 hay una banda claramente definida alrededor de los 700
pb, correspondiente al tamano esperado para el fragmento amplificado, lo que confirma la
presencia de Bartonella spp, sin embargo, en los carriles correspondiente a las muestras 19 y
22 no presentan bandas visibles o muestran sefiales extremadamente tenues, por lo que se
puede considerar como negativas o no concluyentes bajo las condiciones de amplificacion

empleadas ( Figura 10).



Figura 9. Amplifiaciéon mediante PCR anidada de las muestras de Bartonella spp
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DISCUSION

Este estudio constituye un aporte importante al conocimiento de la entomofauna de
flebétomos en una zona subrepresentada del Ecuador. La identificacion de once especies
distintas, incluyendo vectores conocidos como Nyssomyia trapidoi 'y Lutzomyia gomezi,
confirma la relevancia epidemioldgica de los alrededores de Bucay. Resultados similares se
han obtenido en estudios realizados en la costa ecuatoriana y zonas interandinas, donde
dichas especies han sido implicadas en la transmision de Leishmania (Viannia) spp. (Barrera

et al., 1994; Quiroga et al., 2017).

La dominancia de especies como Psychodopygus carrerai (n = 82)y Psathyromyia
aclydifera (n=62) sugiere condiciones ecologicas particulares que favorecen su presencia.
Mientras que Ps. carrerai ya ha sido reportada en otras zonas tropicales del pais, Pa.
aclydifera ha sido menos documentada, por lo que su abundancia en esta zona resalta la
necesidad de estudiar su posible rol vectorial. Esta composicion difiere parcialmente de la
observada por (Goenaga-Mafud et al., 2020) en Colombia, donde predominaban otras

especies del grupo Lutzomyia.

La predominancia del género Psychodopygus especificamente Ps panamensis 'y Ps
carrerai es notoria y se diferencia de colectas en sitios de la costa norte de Ecuador y
estribaciones de la cordillera de los Andes hacia el norte del pais Dos subespecies, Ps
carrerai carrerai'y Ps carrerai thula han sido reportadas presentes en la region Amazodnica y
costa del Ecuador respectivamente (Calvopina et al., 2004; Quiroga et al., 2017). Estudios
futuros a nivel molecular de especimenes de esta especie y sus subespecies en varias regiones
del pais podrian ser un aporte valioso considerando Ps. carrerai ha sido incriminado en la

transmision de Le. (V) braziliensis (Quiroga et al., 2017).
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Los indices ecologicos obtenidos muestran que Chimborazo presentd mayor
diversidad y equidad (H' = 1.683; S = 12; J' = 0.678) en comparacioén con Canar (H' = 1.503;
S =9; J'=0.653). Tal diferencia indica que los ambientes menos intervenidos o mas
heterogéoneos ofrecen condiciones mas favorables para una comunidad de flebotomos mas
diversa y balanceada. Estos patrones coinciden con lo repotado por (Bravo-Barriga et al.,
2022; Quiroga et al., 2017; Shimabukuro et al., 2017), quienes destacan el papel de la altitud ,

cobertura vegetal y microlima en la estructura de la comunidades flebotomineas.

Respecto a la deteccion molecular de patdgenos, la ausencia de Leishmania spp. en las
muestras analizadas puede tener varias explicaciones. Por un lado, la prevalencia de infeccion
en vectores silvestres puede ser baja y estacional (Ready, 2013). Ademas, las técnicas
empleadas (aunque ampliamente validadas) podrian tener limitaciones en cuanto a
sensibilidad si la carga parasitaria es minima (Kato et al., 2005).Sin embargo, estudios
similares en Ecuador han logrado detecciones positivas en condiciones comparables (Quiroga
et al., 2017), por lo que se sugiere repetir el muestreo en otras estaciones del afio y aumentar

el nimero de especimenes analizados.

Por otro lado, la deteccion de Bartonella spp. en tres muestras mediante PCR
convencional y la confirmacion parcial por Nested PCR. Las muestras positivas
correspondieron a Ps panamensis y Pa aclydifera , especies que no han sido reconocidas
como vectores tradicionales de Bartonella bacilliformis , lo que convierte este hallazgo en
una posible alerta epidemioldgica en la zona . La secuenciacion de los productos de PCR
permitira identificar a nivel de especie de Bartonella y dar mas luz sobre la importancia de
este hallazgo. En Pert, Lu. verrucarum y Lu.peruensis son los principales vectores de
bartonelosis en regiones endémicas como Ancash y Cajarmarca (Carrazco, 2017). La

presencia de ADN de Bartonella en flebotomos colectados en Bucay plantea la posibilidad de
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circulacion silvestre del patdgeno o la existencia de nuevos vectores potenciales, lo cual
amerita estudios mas detallados. Este hallazgo coincide con la alerta emitida por el Ministerio
de Salud Publica del Ecuador (2023) que advierte sobre el riesgo de reemergencia de la
enfermedad de Carrion. La vigilancia entomologica en regiones andinas se vuelve prioritaria

, y los estudios moleculares deben estenderse a humanos, reservorios y vectores.

El uso combinado de taxonomia morfologica y herramientas moleculares fue clave
para lograr una caracterizacion robusta de las especies presentes. Esta aproximacion ha sido
recomendada por Depaquit (2014) y Rodrigues (2023) especialmente para abordar el
problema de las especies cripticas, cuya diferenciacion morfoldgica es limitada. Sin embargo,
una limitacion importante de este estudio fue la ausencia de secuenciacion de los productos
PCR positivos, lo cual habria permitido confirmar con mayor precision la especie bacteriana
detectada. Se plantea como parte de las siguientes fases del estudio la secuenciacion de los
productos positivos , lo que representara un aporte importante para la epidemiologia

molecular de Bartonella spp. en zonas altoandinas del Ecuador.

Finalmente, los resultados obtenidos tienen implicaciones practicas directas. Sirven
como base para reforzar programas de vigilancia entomolégica en la region, y demuestran la
necesidad de fortalecer capacidades locales en diagnostico molecular. Desde una perspectiva
cientifica, estos hallazgos contribuyen al conocimiento sobre la ecologia de vectores y la
posible emergencia de nuevas enfermedades transmitidas por flebotomos en contexto

geograficos y climaticos cambiantes.
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CONCLUSIONES

Este estudio permitié documentar la diversidad de flebotomos en los alrededores de
Bucay, identificando especies relevantes como Nyssomyia trapidoi 'y Lutzomyia gomezi,
asociadas a la transmision de Leishmania spp. La abundancia de Ps panamensis y Ps carrerai
en la zona debe ser estudiada mas a profundidad y considerados como posibles vectores a
nivel local. Las muestras de infeccion positivas para Bartonella spp correspondieron a Ps
panamensis y Pa.aclydifera , especies que no han sido reconocidas como vectores
tradicionales de Bartonella bacilliformis. Estudios futuros podrian incluir a Leishmania y
Bartonella en los monitoreos de infeccion de flebotomos y expandir las colectas a zonas peri
e intradomiciliares para conocer mejor la fauna de flebotomos antropofilica de la zona lo que
podria aportar a conocer mejor la dindmica de transmision de enfermedades. Si bien no se
detectd Leishmania, la presencia de ADN de Bartonella spp. en algunas muestras representa
un hallazgo importante, con implicaciones para la vigilancia epidemioldgica en el pais.

En comparacion con estudios realizados en otras regiones de Ecuador y paises vecinos
como Peru y Colombia, la composicion de especies encontrada muestra tanto similitudes
como diferencias, posiblemente influenciadas por las condiciones ecoldgicas Unicas de la
zona de estudio. Este trabajo reafirma la necesidad de monitorear regiones de transicion
biogeografica donde puede haber circulacion de vectores poco estudiados.

Desde una perspectiva profesional y formativa, este proyecto fortalecié mis
competencias en técnicas de laboratorio, taxonomia entomoldgica y andlisis cientifico.
Enfrenté desafios como la optimizacidn de técnicas moleculares y la logistica en el trabajo de

campo, los cuales resolvi mediante investigacion y asesoria técnica.
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A futuro, se recomienda ampliar el muestreo a otras estaciones del afio, aplicar
secuenciacion para confirmar los patégenos detectados y crear una coleccion de referencia de
especies. Estos esfuerzos contribuirdn al conocimiento cientifico y a la salud publica en el

contexto nacional.
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ANEXO A: Ubicacion geografica de los sitios de muestreo

En este anexo se presenta el mapa de los sitios de muestreo en las localidades de

Hacienda Pilar (Chimborazo) y San Juan (Cafiar), con las coordenadas geograficas

correspondientes. El mapa ilustra la ubicaciéon de los puntos de muestreo utilizados en el

estudio.
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Figura 10. Ubicacion geografica de los sitios de muestreo



