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Introducción. La provincia de Pichincha, Ecuador, es un área endémica de leishmaniasis cutánea, en 
donde se han determinado como vectores los flebotomíneos antropofílicos con infección natural por 
Leishmania spp. Sin embargo, no se ha evaluado el papel en la transmisión de las especies zoofílicas.
Objetivo. Evaluar la infección natural por Leishmania en dos especies de flebotomíneos zoofílicos, 
Lutzomyia reburra y Lu. barrettoi majuscula, y en una antropofílica, Lu. trapidoi, así como la endofagia 
y la sinantropía de estas especies en el noroccidente de Pichincha.
Materiales y métodos. Los flebotomíneos se recolectaron en trampas de luz CDC colocadas en diferentes 
hábitats y altitudes en sitios que son focos de leishmaniasis cutánea. La infección con Leishmania spp. 
se detectó en el ADN genómico de hembras de las especies de flebotomíneos de interés. Se amplificó el 
gen espaciador interno de la transcripción del ARN ribosómico, unidad I (ITS1), y los genes de las topoiso-
merasas mitocondrial II (mtTOPOII) y nuclear II (TopoII). Se determinaron los porcentajes de positividad 
para Leishmania a escala espaciotemporal, la proporción de endofagia y el índice de sinantropía.
Resultados. Se determinó la presencia de infección natural por Le. amazonensis en Lu. reburra (9,5 %) 
y Lu. b. majuscula (23,8 %); en Lu. trapidoi se detectaron Le. amazonensis, Le. brazilienis y Le. naiffi-
lainsoni. Los flebotomíneos eran asinantrópicos y con baja endofagia. 
Conclusión. Se registró por primera vez la presencia de infección natural en Lu. reburra y Lu. barrettoi 
majuscula por Le. amazonensis, y se demostró la importancia de los flebotomíneos zoofílicos en el 
mantenimiento del ciclo de transmisión de Leishmania spp. en focos endémicos.

Palabras clave: Psychodidae; Leishmania; leishmaniasis cutánea; reacción en cadena de la 
polimerasa; Ecuador.
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Eco-epidemiological aspects, natural detection and molecular identification of Leishmania spp. 
in Lutzomyia reburra, Lutzomyia barrettoi majuscula and Lutzomyia trapidoi

Introduction: The province of Pichincha in Ecuador is an endemic area of cutaneous leishmaniasis, 
where anthropophilic sand flies with natural infection by Leishmania, have been reported as vectors. 
However, the role in transmission of zoophilic species has not been evaluated.
Objective: To evaluate natural infection by Leishmania in two zoophilic phlebotomine sand fly species, 
Lutzomyia reburra and Lu. barrettoi majuscula, and one anthropophilic species, Lu. trapidoi, as well as 
the endophagy and synanthropism of these species in the northwest of Pichincha.
Materials and methods: Phlebotomines were collected using CDC light traps in different habitats 
and altitudes with presence of cutaneous leishmaniasis. Leishmania infection was detected using 
genomic DNA from females of the collected sand flies. We amplified the internal transcribed spacer 
gene of ribosomal RNA I (ITS1), the mitochondrial topoisomerase II gene (mtTOPOII), and the nuclear 
topoisomerase II gene (TopoII). Percentages of positivity for Leishmania, at spatio-temporal scale, 
proportion of endophagy and synanthropism index were calculated.
Results: Natural infection was determined for Le. amazonensis in Lu. reburra (9.5%) and Lu. b. 
majuscula (23.8%), while in Lu. trapidoi we detected Le. amazonensis, Le. brazilienis and Le. naiffi-
lainsoni. Phlebotomines were asynanthropic and with low endophagy.
Conclusion: Natural infection with Le. amazonensis was recorded for the first time in Lu. reburra and 
Lu. b. majuscula, demonstrating the importance of zoophilic phlebotomines in the maintenance of the 
Leishmania transmission cycle in endemic foci.
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La diversidad de flebotomíneos en Ecuador se 
ha estudiado en localidades geográficas que son 
focos activos de transmisión de leishmaniasis cutá-
nea (1-3). La región geográfica de la Sierra, en el 
noroccidente de la Provincia de Pichincha, es una 
de las áreas geográficas de mayor riqueza en flora 
y fauna (4). No obstante, ha sufrido un considerable 
desarrollo urbanístico en las últimas décadas (5) y 
muchas de sus zonas se han visto afectadas por 
el cambio de uso de la tierra, lo cual ha resultado 
en su caracterización epidemiológica como zonas 
endémicas de leishmaniasis cutánea (6,7).

Las especies de flebotomíneos dominantes en estas 
zonas, Lutzomyia (Nyssomyia) trapidoi (Fairchild y 
Hertig), Lu. (Helcocyrtomyia) hartmanni (Fairchild 
y Hertig), Lu. (Lutzomyia) gomezi (Nitzulescu), 
Lu. (Pshychodopygus) panamensis (Shannon) 
y Lu. (Helcocyrtomyia) ayacuchensis (Cáceres y 
Galati), presentan una gran actividad antropofí-
lica (8-14). Además, se han recolectado en zonas 
con alteraciones en la ecología del paisaje por la 
acción de la deforestación debida a la explotación 

maderera y, recientemente, por el desarrollo agro-
pecuario y turístico y la urbanización de zonas 
rurales (15).

A pesar de que Lu. trapidoi y Lu. hartmanni son 
especies antropofílicas (10,14), ocasionalmente 
se han recolectado en ecosistemas boscosos, 
cerca de cuevas de armadillos, al igual que Lu. 
(Trichophoromyia) reburra (Fairchild y Hertig), una 
especie zoofílica asociada a la región andina. En 
Colombia, Lu. reburra está asociada a focos de 
leishmaniasis cutánea en bosques fragmentados, 
pero hasta el momento no se ha reportado su 
infección natural por Leishmania (16), lo cual le 
resta importancia como vector potencial en los 
estudios ecoepidemiológicos. Otra de las especies 
recolectadas en cuevas de animales, y asociadas 
con Lu. trapidoi y Lu. reburra, es Lu. (Aragoi) 
barrettoi majuscula (Mangabeira), reportada en 
México como una especie antropofílica (17). Se 
ha sugerido que en Ecuador esta especie no tiene 
un comportamiento antropofílico y se asume que 
es estrictamente zoofílica. La abundancia de estas 
dos especies zoofílicas de flebotomíneos varía, y 
se ha asociado con focos activos y endémicos de 
leishmaniasis cutánea (6-14).

Los estudios ecológicos en focos de transmisión 
activa de leishmaniasis cutánea en el norocci-
dente de Pichincha, evidencian que varias especies 
relativamente abundantes y catalogadas como zoo-
fílicas son dominantes pero epidemiológicamente 
secundarias comparadas con Lu. trapidoi, vector 
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principal en estos focos (10,13). Sin embargo, no 
se ha evaluado la presencia de infección natural 
por Leishmania spp. en algunas de estas espe-
cies zoofílicas.

Según el contexto ecoepidemiológico, la tasa de 
infección natural en flebotomíneos debe evaluarse 
en diferentes escalas espaciales, ya que su dis-
tribución espacial no es homogénea. Esta apro-
ximación espacio-temporal de la infección natural 
permite reconocer patrones clave en el riesgo y la 
vulnerabilidad a la infección por agentes patógenos 
en una zona geográfica donde el vector incriminado 
o potencial está presente (18-20), y hacer una 
valoración rápida de los focos de transmisión y las 
zonas de riesgo. 

En este estudio, la hipótesis que se plantea es que 
las especies de flebotomíneos zoofílicas, principal-
mente aquellas que están asociadas a cuevas de 
pequeños mamíferos silvestres incriminados como 
reservorios potenciales, son sensibles a la infección 
por Leishmania spp. y tienen un papel clave en la 
circulación de especies de Leishmania en focos de 
gran endemia de leishmaniasis cutánea.

En la detección molecular de Leishmania spp. y su 
tipificación en flebotomíneos, se han empleado el 
gen citocromo b (Cyt b) y la subunidad pequeña 
ribosómica de la región del ARN (SSU-rRNA) (21). 
En el presente trabajo, se utilizó el gen espaciador 
interno de la transcripción del ARN ribosómico, 
unidad I (ITS1), propuesto recientemente para 
una detección más sensible de Leishmania spp. 
que otros marcadores (22), en especial, cuando 
se debe detectar de forma rápida la leishmaniasis 
cutánea (23) y genotipificar especies neotropicales 
del parásito (24). 

Por otra parte, aunque las topoisomerasas no se 
han empleado para la detección de infección natural 
por Leishmania spp. con fines de diagnóstico y 
diferenciación taxonómica, en una revisión reciente 

se analizó su potencial como blanco molecular 
para el desarrollo de soluciones terapéuticas. Las 
topoisomerasas tienen un papel esencial como 
moduladoras de la topología del ADN mediante el 
control del grado de ‘superenrollamiento’ del ADN o 
la eliminación de nudos generados durante procesos 
celulares como la replicación, la transcripción o la 
reparación. Se han establecido dos familias de 
topoisomerasas, las de tipo I y las de tipo II, cuyo 
mecanismo de acción difiere, lo cual podría tener 
un valor agregado de diferenciación taxonómica 
en Leishmania spp. dada su variabilidad genética 
(25,26).

El objetivo general del presente estudio fue evaluar 
la infección natural por Leishmania spp. en dos 
especies de flebotomíneos zoofílicos, Lu. reburra 
y Lu. barrettoi majuscula, y en una especie antro-
pofílica, Lu. trapidoi, a escala espacio-temporal, 
así como caracterizar y evaluar la congruencia en 
la identificación de Leishmania spp. en flebótomos 
mediante el empleo de un fragmento del gen de 
la topoisomerasa II mitocondrial (mtTOPOII) y 
del gen de la topoisomerasa II nuclear (TOPOII) 
paralelamente con la región ITS-1.

Materiales y métodos

Área de estudio

Los ejemplares se recolectaron en cinco localidades: 
Milpe (MI), Mashpi (MS), Pedro Vicente Maldonado-
vía el Progreso (PVM), Puerto Rico-Puerto Quito 
(PR) y La Isla (I), ubicadas en áreas endémicas 
de leishmaniasis cutánea en el noroccidente de la 
provincia de Pichincha (cuadro 1, figura 1). Las locali-
dades se encuentran en dos áreas biogeográficas, 
el Chocó ecuatoriano y la cordillera Occidental, en 
donde hay parches de bosque primario húmedo 
tropical, pero ha habido cambios en el uso de la 
tierra, principalmente por la actividad agropecuaria 
y la urbanización de zonas rurales (27).

Cuadro 1. Localidades de estudio en el noroccidente de Pichincha, Ecuador 

Localidad/
Cantón

Altitud 
(msnm)

Coordenadas Precipitación anual
(mm)

Zona de vida con 
acción sinantrópica

Milpe San Miguel de los Bancos 1.200 00° 02’ 19,6’’ N
78° 52’ 37,6’’ O

1.000 a 2.000 Bosque muy húmedo premontano

Mashpi/Pacto 558 00° 10’ 29,4’’ N
78° 54’ 28,5’’ O

1.800 a 2.000 Bosque siempreverde piemontano

Vía El Progreso/
Pedro Vicente Maldonado

550 00° 04’ 26,5’’ N
79° 02’ 57,3’’ O

1.000 a 2.000 Bosque muy húmedo premontano

Puerto Rico/Puerto Quito 329 00° 05’ 33,4’’ N
79° 14’ 33,0’’ O

2.000 a 4.000 Bosque muy húmedo premontano

Isla/Puerto Quito 122 00° 06’ 46,4” N
79° 13’ 55,5” O

2.000 a 4.000 Bosque muy húmedo premontano
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Las condiciones climáticas de las cinco localidades 
son similares (28), con variaciones térmicas diarias 
entre los 17 y los 25 °C, altos niveles de precipitación 
entre los meses de mayo y julio (260 a 320 mm), y 
mínimos, entre agosto y marzo (140 a 220 mm); 
mayo es el mes de mayor precipitación promedio 
(320 mm), en tanto que en agosto la precipitación 
es intermedia (220 mm), y en noviembre se registra 
la menor (190 mm).

Recolección de los flebotomíneos

La recolección se hizo con trampas CDC de luz 
blanca (27 trampas durante tres noches por localidad 
y por mes entre las 18:00 y las 06:00 horas), durante 
los meses de julio y agosto de 2013 y mayo de 
2014. Se hicieron tres muestreos: uno para evaluar 
la infección natural y los otros dos para estudiar 
los aspectos ecoepidemiológicos de sinantropía y 
endofagia. Las trampas se ubicaron en cuatro tipos 
de hábitats: vivienda (intradomicilio), peridomicilio 
(3 a 60 m de distancia de la vivienda), bosque (el 
más cercano a la vivienda) y cultivos (papa china, 
yuca, plátano o cacao), en un gradiente altitudinal 
de 122 a 1.200 msnm (cuadro 1) dividido en tres 
categorías: alta (1.200 m), intermedia (500 a 558 m) 
y baja (122 a 329 m). Las hembras de flebotomíneos 

que se posaban sobre los investigadores durante la 
revisión nocturna de las trampas, se recolectaron 
con aspiradores manuales.

Identificación de los flebotomíneos

Los ejemplares se separaron individualmente por 
sexo. Se utilizó la clave taxonómica de Young, et al. 
(14). Las hembras identificadas como Lu. reburra, 
Lu. trapidoi y Lu. barrettoi majuscula con base 
en las características del cibario y los genitales, 
se seleccionaron para la detección molecular de 
Leishmania spp.

Extracción del ADN de los flebotomíneos

Los ejemplares de flebotomíneos almacenados de 
forma individual en tubos de 1,5 ml a –80 °C, se 
hidrataron durante 24 horas a temperatura ambiente 
en 300 µl de solución tampón de hidratación (100 
mM de Tris-HCl, 50 mM de EDTA, 100 mM de NaCl, 
SDS al 0,5 %, 200 mM de sacarosa), según el 
protocolo de Golczer, et al. (29). Para la extracción 
del ADN se siguió el protocolo de Echeverría, et al. 
(30). Las modificaciones consistieron en agregar 20 
µl de proteinasa K en 100 µl de la solución tampón 
de extracción para incubar cada muestra durante 
una hora a 60 °C y a 1.300 rpm, y luego a 100 °C 
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Figura 1. Ubicación geográfica de las cinco localidades de estudio (círculos blancos) en el noroccidente de Pichincha, Ecuador
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y a 900 rpm durante 10 minutos. Por último, se 
centrifugó durante cinco minutos a 13.000 rpm, se 
descartó el pellet y el sobrenadante se almacenó a 
–20 °C hasta su posterior amplificación.

Amplificación y secuenciación del ITS1 de 
Leishmania

Se amplificó el fragmento ITS-1 de Leishmania; se 
utilizaron los cebadores 100 µM LITSR 5’- CTGG 
ATCA-TTTTCCGATG - 3’ y L5.8S 5’ - TGATACCAC 
TTATCG-CACTT - 3’ (22). Como control positivo 
interno se utilizó ADN de Lu. trapidoi previamente 
amplificado para Leishmania y, como control posi-
tivo externo, extracto de ADN de la cepa MHOM/
BZ/82/BEL21 de Le. mexicana. En la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) se emplearon: 25 
µl por reacción de solución tampón 5X; 2,5 mM de 
MgCL; 100 µM de cada cebador; 10 mM de dNTP; 
0,2 µl de Taq ADN polimerasa y 3-4 µl de ADN total 
extraído de los abdómenes de hembras de las tres 
especies de flebotomíneos con el programa de 40 
ciclos de cinco minutos a 95 °C, 30 segundos a 
95 °C, 30 segundos a 55 °C, un minuto a 72 °C y 
10 minutos a 72 °C. Los amplicones de 300 pb se 
visualizaron en geles de agarosa al 2 % (w/v). Los 
productos de la PCR se secuenciaron de forma 
automatizada y directa por Macrogen, utilizando 
los mismos oligonucleótidos de la PCR.

Identificación de las secuencias del ITS-1 de 
Leishmania

Las secuencias de ADN se compararon con las 
del ITS1 del ADN de Leishmania disponibles en 
GenBank por identidad genética mediante bús-
queda en la Basic Local Alignment Search Tool 
(BLAST) del National Center for Biotechnology 
Information (NCBI).

En la segunda fase, las secuencias se alinearon 
utilizando Clustal W (31) en la aplicación Mac 
Vector, Inc, ver. 14.5.3 (#9000566 a SCW y JCN) 
y ajustes manuales. Para el alineamiento basado 
en homologías, se consideraron valores altos de 
penalización (15 para la creación y la extensión de 
las gap). Se utilizaron las siguientes secuencias 
del ITS1 de Leishmania reportadas en GenBank 
como referencias de Leishmania neotropicales: 
Le. amazonensis (gi806777491, kp274862), Le. 
mexicana (gi577861716), Le. braziliensis-Lbrasil-104 
(gi806777492), Le. guyananesis (gi685205147), 
Le. lainsoni (gi577861646), Le. naiffi-lainsoni42 
(gi76577722), Le. panamensis (gi227976411), 
Le. peruviansis (gi577861653), Le naiffi, Le. 
sp (gi262652965) y Le. siamens (367461079). 

Además, se incluyeron las siguientes secuencias 
de Leishmania del Viejo Mundo pertenecientes al 
subgénero Leishmania como grupo externo: Le. 
tropica (gi577861678), Le. major (gi687045625), 
Le. donovani (gi577861702) y Le. infantum 
(gi10303005103).

Como criterio preliminar de diferenciación entre 
las secuencias de Leishmania spp., se recurrió a 
un análisis de similitud global mediante el método 
de unión de vecinos (Neighbor Joining, NJ) (32) y 
bajo los supuestos del modelo Kimura2P para los 
cálculos de distancia genética (K2P) mediante el 
programa PAUP 4.0a149, 2016 (33).

Por último, las secuencias se analizaron con un 
criterio filogenético, utilizando el análisis de máxima 
parsimonia derivado de la presencia de datos 
informativos o sinapomorfias. Los caracteres se 
trataron con igual ponderación y, posteriormente, 
se pesaron de nuevo con base en el índice de con-
sistencia recalculada (RCI) mediante una búsqueda 
heurística de 1.000 réplicas iniciales con barrido 
de ramas, utilizando la bisección y la reconexión 
de árboles (Tree Bisection-Reconnection, TBR). 
Como soporte de los grupos o clados, se utilizó 
el método de bootstrap con 10 réplicas de adición 
al azar por 500 ‘pseudorréplicas de remuestreo’, 
eliminando los caracteres no informativos (34,35).

Amplificación, secuenciación e identificación 
de las topoisomerasas II mitocondrial y nuclear 
de Leishmania spp.

El fragmento caracterizado de la topoisomerasa 
II mitocondrial (mtTOPO II) se amplificó usando 
los oligonucleótidos LmxM15.1290 - F1 (AAGGA 
GATGG TGCACTTC; posición a 2.011 pb desde el 
inicio del gen) y LmxM15.1290-R1 (TCCATGTAG 
TCCAGGAGT; posición a 2.399 pb desde el inicio 
del gen). El fragmento mtTOPOII comprende los 
nucleótidos del 2.097 al 2.389. Con el gen mtTOPOII 
se evaluaron 26 muestras de ADN extraído de 
flebotomíneos positivos para Leishmania mediante 
amplificación previa del ITS1.

Para la amplificación del gen TOPOII se utilizaron 
los oligonucleótidos LmxM.28.2280 - F1 (AAGC 
GCAACTTGGTGAACTC), ubicados a 2.101 pb 
desde el inicio del gen, y LmxM.28.2280 - R1 
(ATGAGCCGGGTGAAGATGTA), ubicados a 2.330 
pb desde el inicio del gen. Ambos pares de oligo-
nucleótidos se diseñaron en el presente estudio. 
Para la amplificación se siguieron las instrucciones 
del fabricante (Invitrogen Taq DNA polymerase), con 
25 µl por reacción: solución tampón 1X; 5 mM de 
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MgSO4; 0,2 mM de cada cebador; 0,2 mM de dNTP; 
0,2 µl de Taq ADN polimerasa, y 3 µl de ADN total 
extraído de flebótomos positivos para Leishmania 
spp., según lo determinado en la amplificación 
de la región ITS-1 con el programa de 40 ciclos 
de 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 55 °C, y 
un minuto a 72 °C. Los amplicones se enviaron a 
Macrogen y se secuenciaron de forma directa con 
los mismos cebadores de la amplificación. 

Las secuencias alineadas y los análisis de similitud 
global se hicieron bajo los mismos criterios del 
análisis de la región ITS-1. Sin embargo, las 
secuencias de mtTOPOII y de TOPOII de las 
siguientes especies de Leishmania, empleadas 
como referencia para el análisis, se obtuvieron 
de la base de datos pública GeneDB (36): Le. 
infantum (LinJ.15.1310), Le. major (LmjF.15.1290), 
Le. donovani (LdBPK_151310.1), Le. braziliensis 
(LbrM.15.1230), Le. mexicana (LmxM.15.1290) y 
Le. amazonensis (>A20130 |DNA_1 220..3930|.|-
|.|Scaffold871); la secuencia de Leishmania amazo-
nensis se obtuvo de GeneLGE. Sin embargo, no se 
hicieron análisis de parsimonia debido a la ausencia 
de sinapomorfias en las secuencias de ADN obte-
nidas para los dos tipos de topoisomerasas.

Cálculo de porcentaje de positividad para 
Leishmania

Se calculó el porcentaje de positividad para Leish-
mania del número total de especies de fleboto-
míneos y de cada una de ellas en particular por 
localidad, intervalo de altitud, hábitat y precipitación 
en el mes de recolección. El porcentaje se calculó 
estableciendo la proporción del número de hembras 
positivas con relación al número de hembras proce-
sadas mediante PCR, de manera que si todas las 
hembras recolectadas se procesaran, el porcentaje 
de positivas equivaldría a la tasa máxima de infec-
ción. Para las muestras en las que no se proce-
saron todas las hembras recolectadas, este cálculo 
correspondió a la tasa de infección mínima (37).

Cálculo de la endofagia 

El valor de la endofagia para las tres especies de 
flebotomíneos se calculó, según Santamaria, et al. 
(9), en función del número de ejemplares captura-
dos en el intradomicilio dividido por el número de 
ejemplares capturados en el peridomicilio, lo cual 
indica la proporción de ejemplares del peridomicilio 
que podrían entrar a la vivienda.

Cálculo de la sinantropía 

Se calculó el valor de la sinantropía para las tres 
especies de flebotomíneos según el método de 

Figueroa-Roa, et al. (38), modificado para la escala 
de distribución microespacial del presente trabajo, 
así: 2 x el porcentaje de ejemplares recolectados 
en la vivienda + porcentaje de ejemplares recolec-
tados en el peridomicilio – 2 x el porcentaje de 
ejemplares recolectados en el bosque/2. El índice 
de sinantropía varía de +100 a -100. Los valores 
positivos indican que una especie está asociada al 
ambiente humano, específicamente a las viviendas 
(intradomicilio), en tanto que los valores negativos 
indican que las especies evitan este ambiente. Los 
valores numéricos mínimos son el cero, el valor 
intermedio es 50 y un valor de 100 representa el 
máximo valor numérico para este índice, indepen-
dientemente de su signo.

Análisis estadístico

La asociación entre la variable del porcentaje de 
positividad para Leishmania en flebotomíneos (total 
y para cada una de las tres especies estudiadas), 
y las variables de localidad, hábitat, intervalo de 
altitud y precipitación por mes de muestreo, se 
evaluaron mediante la prueba estadística de ji al 
cuadrado (χ2), usando el programa estadístico 
SPSS®, versión 15.0 (39).

Resultados

Diagnóstico molecular de Leishmania

Se recolectaron 26 especies pertenecientes a la 
subfamilia Phlebotominae en el gradiente altitu-
dinal estudiado (no se presentan los datos). Solo 
tres especies, Lu. trapidoi, Lu. reburra y Lu. b. 
majuscula, se seleccionaron para el diagnóstico 
molecular de la infección natural por Leishmania 
spp. en hembras procesadas de forma individual 
que no habían ingerido sangre ni portaban huevos. 
Lutzomyia trapidoi se seleccionó por ser la espe-
cie más abundante durante el muestreo y vector 
comprobado en el noroccidente de Pichincha. Se 
procesó el 4 % (124 hembras) de los ejemplares 
recolectados de esta especie. Lutzomyia reburra 
se seleccionó por ser una especie dominante y la 
segunda en abundancia después de Lu. trapidoi en 
varias de las localidades; se procesaron todos los 
individuos (50 hembras). Lutzomyia b. majuscula 
se seleccionó porque ha sido asociada a las cuevas 
de armadillos y en este estudio fue la especie 
de mayor abundancia espacial entre aquellas de 
menor abundancia (1 %); se procesaron todos los 
individuos (47 hembras).

Se detectó infección por Leishmania en las tres 
especies de flebotomíneos en función del gen 
ITS1, evidenciándose la presencia de una banda 
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de 300 pb en la muestra de control (cultivo de 
Leishmania), similar a la banda amplificada a partir 
de las muestras del abdomen de las hembras 
(figura 2).

Porcentaje de positividad para Leishmania a 
escala espacio-temporal con base en el ITS1

Localidad. Los porcentajes de positividad fueron 
mayores para el total de flebotomíneos en la 
localidad de La Isla, y solo las hembras de dos 
especies estaban infectadas, con un porcentaje 
de positividad en Lu. reburra mayor que el de Lu. 
b. majuscula. La siguiente localidad con mayor 
porcentaje de positividad total fue Milpe, km 91, 
donde se encontraron tres especies con infección 
natural; dicho porcentaje fue mayor en Lu. trapidoi, 
seguido de Lu. reburra y de Lu. b. majuscula. En 
las localidades de Mashpi, Puerto Rico y Pedro 
Vicente Maldonado, se obtuvieron porcentajes de 
positividad asociados a la presencia de una sola 
especie de flebotomíneo. En Mashpi se encontró Lu. 

b. majuscula, en tanto que Lu. trapidoi se encontró 
en las dos últimas localidades mencionadas (figura 
3a). Las diferencias en el porcentaje de positividad 
total por localidad se confirmaron estadística-
mente (χ2=15,01; gl=4; p=0,005). Sin embargo, la 
diferencia en dicho porcentaje por especie en las 
localidades no fue estadísticamente significativa 
para ninguna de las especies estudiadas: Lu. 
trapidoi, Lu. b. majuscula y Lu. reburra (χ2=2,63, 
gl=4, p=0,652; χ2 = 5,76, gl=4, p=0,214; y χ2=7,82, 
gl=4, p=0,154, respectivamente).

Hábitat. El mayor porcentaje de positividad total para 
Leishmania se encontró en el peridomicilio, seguido 
del intradomicilio, el bosque y los cultivos. En las 
viviendas se encontraron dos especies positivas 
para Leishmania: Lu. trapidoi y Lu. reburra. En el 
peridomicilio y en el bosque, se encontraron las tres 
especies con infección natural, pero con diferentes 
porcentajes de positividad. La mayor positividad 
en el peridomicilio la presentó Lu. b. majuscula 
y, en el bosque, Lu. trapidoi. En los cultivos, prin-
cipalmente los de cacao, solo Lu. trapidoi resultó 
con infección, con un porcentaje de positividad 
comparativamente bajo (10 % aproximadamente, 
figura 3b). En general, se observó una tendencia a 
registrar mayores porcentajes de positividad para 
Leishmania en los ambientes transformados por 
el hombre (vivienda y peridomicilio) (figura 3b). 
Sin embargo, las diferencias en el porcentaje de 
positividad total por hábitat no fueron confirmadas 
estadísticamente (χ2=1,6: gl=3: p=0,67). Asimismo, 
no se confirmaron estadísticamente las diferen-
cias aparentes entre el porcentaje de positividad 
por especie de flebotomíneo según el hábitat 
(Lu. trapidoi: χ2=4,47, gl=3, p=0,21; Lu. reburra: 
χ2=2,99, gl=2, p=0,25, y Lu. b. majuscula: χ2=3,03, 
gl=2, p=0,27).

Altitud. En la altitud intermedia (500 a 550 msnm), 
el porcentaje de positividad para Leishmania se 
debió a la presencia de dos especies de fleboto-
míneos con infección natural, Lu. trapidoi y Lu. b. 
majuscula. En la altitud extrema (1.200 msnm) o 
en la más baja (122 a 329 msnm), las tres especies 
se encontraron infectadas con porcentajes de posi-
tividad diferentes. En la altitud máxima, la especie 
con mayor positividad fue L. trapidoi, seguida de Lu. 
b. majuscula y de Lu. reburra. Por el contrario, en la 
menor altitud, la especie con mayor positividad fue 
Lu. b. majuscula seguida de Lu. reburra y de Lu. 
trapidoi (figura 3c). Las diferencias mencionadas 
en el porcentaje de positividad total por altitud se 
confirmaron estadísticamente (χ2=8,7; gl=2; p=0,01). 
Sin embargo, por especie de flebotomíneo solo se 

c. Gen TOPOII/ Leishmania

300pb

291pb

125pb

a. Gen ITS1/Leishmania

M C+ C- 61 65 62 63 64 65 66 67 68

b. Gen mtTOPOII/ Leishmania

M C+C- 50 5251 53 54 55 56 57 58 59

M C+ 42 5352 54 55 56 57 58 59 60

Figura 2. Geles de agarosa al 2 %. a) ITS1; b) mtTOPOII, 
y c) TOPOII de Leishmania spp., amplificadas a partir de 
ADN de flebotomíneos. Los números sobre cada carril 
corresponden al número de cada muestra de ADN evaluada. 
ITS1: gen espaciador interno de la transcripción del ARN 
ribosómico, unidad 1; mtTOPOII: gen de la topoisomerasa I 
mitocondrial; TOPOII: gen de la topoisomerasa II nuclear; M: 
marcador molecular de 100 pb; C +: control positivo de ADN 
de Leishmania; C -: control negativo
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confirmaron estadísticamente las diferencias en los 
porcentajes de positividad según la altitud para Lu. 
reburra (χ2=6,0; gl=2; p=0,05).

Precipitación. En noviembre, el mes de menor 
precipitación, se registró el mayor porcentaje de 
positividad total de hembras de dos de las especies: 
Lu. trapidoi y Lu. reburra. En agosto, mes con 
niveles intermedios (220 mm) de precipitación, se 
registró el segundo mayor porcentaje de positividad 
total para Leishmania en las tres especies, siendo 
el porcentaje de positividad de Lu. b. majuscula 
mayor que el de Lu. trapidoi y Lu. reburra. Por el 
contrario, en mayo, el mes de mayor precipitación, 
con 320 mm, la única especie recolectada en la 
que se encontró infección por Leishmania fue Lu. 
reburra (figura 3d). Las diferencias mencionadas 
entre las variables del porcentaje de positividad 
total y la precipitación, se confirmaron estadística-
mente (χ2=11,5; gl=2; p<0,001). Sin embargo, 
las diferencias en el porcentaje de positividad 
por especie de flebotomíneo en relación con la 
precipitación no fueron estadísticamente signifi-
cativas (Lu. trapidoi: χ2=2,37, gl=2, p=0,41; Lu. 
reburra: χ2=0,59, gl=2, p=1,0; Lu. b. majuscula: 
χ2=0,91, gl=2, p=1,0).

Identificación molecular de Leishmania con base 
en el fragmento ITS-1

Los análisis de las secuencias del ITS1 permitieron 
tipificar bajo un criterio filogenético la determina-
ción taxonómica de tres especies de Leishmania. 
La primera correspondió a Le. amazonensis, la 
especie de parásito más abundante (83 %), pre-
sente en Lu. reburra, Lu. barrettoi majuscula y Lu. 
trapidoi. El árbol filogenético evidenció la exis-
tencia de una politomía en el nodo D, y no se 
encontraron linajes en la especie Le. amazonensis, 
independientemente de la localidad muestreada y 
de la especie de flebotomíneo (figura 4).

Leishmania braziliensis (4,7 %) se detectó en 
la localidad de Puerto Rico, y se determinaron 
filogenéticamente dos secuencias diferentes sin 
divergencia nucleotídica, lo cual indica que pertene-
cen a un mismo grupo monofilético, representado 
por el nodo B21. Una tercera especie de Leishmania 
se detectó en la localidad de Milpe con base en una 
sola secuencia amplificada, y se identificó como 
Le. naiffi-Le. lainsoni (2,3 %) por su identidad con 
la secuencia de referencia del Genbank agrupada 
en el nodo B22. Las dos especies de Leishmania 
detectadas solo se encontraron en Lu. trapidoi 
(figuras 4 y 5).

b. Hábitat
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d. Precipitación por mes de recolección
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Figura 3. Distribución del porcentaje de positividad para 
Leishmania en tres especies de Lutzomyia según: a) localidad, 
b) hábitat, c) altitud y d) precipitación por mes de recolección. 
MI: Milpe; MS: Mashpi; PVM: Pedro Vicente Maldonado; PR: 
Puerto Rico; I: Isla; V: vivienda-intradomicilio; P: peridomicilio; 
B: bosque; C: cultivos. El número sobre cada barra representa 
el número de hembras analizadas con base en el ITS1.
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Identificación de Leishmania con base en el 
fragmento de mtTOPOII 

El 61,5 % de las muestras seleccionadas a partir de 
aquellas positivas con base en el ITS1, y amplifica-
das con base en el mtTOPOII, correspondieron a 

16 secuencias de 292 pb pertenecientes a las tres 
especies de flebotomíneos (figura 6a). El análisis 
de similitud global (NJ) evidenció que 15 de las 16 
secuencias obtenidas eran idénticas y pertenecían 
a un mismo haplogrupo del subgénero Leishmania, 
y se asociaban específicamente por similitud global 
con secuencias de Le. amazonensis (figura 6a). 
Una secuencia del mtTOPOII, amplificada a partir 
de una muestra de Lu. trapidoi y denominada como 
secuencia MT107, se asoció al grupo del sub-
género Viannia y se identificó como Le. braziliensis 
(figura 6a). 

Identificación de Leishmania con base en el 
fragmento TOPOII 

En el análisis de similitud global se evidenció que 
todas las 13 secuencias analizadas de este gen 
fueron idénticas y pertenecían a un genotipo distinto 
del de las secuencias de Le. mexicana presentes en 
el grupo del subgénero Leishmania. Las secuencias 
se tipificaron como Le. amazonensis con base en el 
ITS1 y la topoisomerasa mtTOPOII. Sin embargo, 
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Figura 4. Análisis filogenético de máxima parsimonia (MP), consenso estricto. Secuencias del ITS1 de Leishmania obtenidas de 
amplificaciones a partir de Lu. trapidoi, Lu. reburra y Lu. b. majuscula. A, B, C, D, B1, B2, B21 B22 son nodos del árbol.

Figura 5. Porcentaje de positividad según la especie de 
Leishmania tipificada con base en el ITS1 en tres especies de 
Lutzomyia. El número sobre cada barra representa el número 
de hembras de Lutzomyia analizadas.
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no se observaron cambios en la secuencia de 
aminoácidos de la proteína, en contraste con las 
secuencias obtenidas para mtTOPOII, en las cua-
les la variación nucleotídica del gen se tradujo en 
cambios en las secuencias de aminoácidos de la 
topoisomerasa mitocondrial (no se muestran los 
datos) (figura 6b). 

Los resultados de la identificación por similitud global 
de una secuencia de Leishmania denominada como 
MT110 y detectada en un ejemplar de Lu. trapidoi 
recolectado en Puerto Rico, no fueron congruentes. 

Los análisis con el ITS1 mostraron que esta secuen-
cia es cercana filogenéticamente a Le. naiffi y Le. 
braziliensis, en tanto que, con base en la mtTOPOII, 
se agrupó con Le. amazonensis (figura 5b). Por esta 
razón, no se la incluyó en los análisis de tipifica-
ción de Leishmania a la espera de otros análisis.

Endofagia. El valor más alto de endofagia (0,38) 
se obtuvo para Lu. reburra (24/62 individuos, intra-
domicilio/peridomicilio), seguido por Lu. trapidoi 
(0,15) (57/370), en tanto que para Lu. b. majuscula, 
dicho valor fue de cero (0/10).
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Figura 6. Análisis de similitud global (NJ) de las secuencias de dos topoisomerasas de Leishmania: a) topoisomerasa I mitocondrial 
(mtTOPOII), y b) topoisomerasa II nuclear (TOPOII). Las flechas indican las dos secuencias-linajes para mtTOPOII.
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Sinantropía. Todas las especies resultaron ser asi-
nantrópicas con respecto al área de la vivienda, 
pues los valores fueron negativos. Sin embargo, 
Lu. reburra presentó el valor menos negativo (-10,1) 
comparado con los de Lu. b. majuscula (-72,7) y 
Lu. trapidoi (-69,3).

Discusión

Se detectó Leishmania en Lu. reburra, Lu. barettoi 
majuscula y Lu. trapidoi mediante el análisis con-
cordante de ITS1, mtTOPOII y TOPOII, lo cual 
evidencia el potencial de las topoisomerasas para 
la tipificación de la infección natural por Leishmania 
en flebotomíneos.

Los porcentajes de positividad para Leishmania 
fueron significativamente altos en cada especie, 
siendo comparables con los de Leishmania en 
flebotomíneos neotropicales, los cuales oscilan 
entre 6,9 y 92,8 %. En el caso de Lu. reburra y Lu. 
barrettoi majuscula, los valores del porcentaje de 
positividad correspondieron a la tasa de infección 
máxima, es decir, 12 y 31,1 %, respectivamente, ya 
que se procesaron todas las hembras recolectadas 
de forma individual. Por el contrario, los porcentajes 
de positividad de Lu. trapidoi correspondieron a 
la tasa mínima de infección natural debido a que 
solo se procesó el 4 % de las hembras; los valores 
de infección natural encontrados estuvieron dentro 
del intervalo de tasa mínima de infección para el 
diagnóstico molecular en flebotomínos neotropica-
les, principalmente los antropofílicos, la cual oscila 
entre 0,06 y 3,9 % (8-13,37,40-45).

Los altos valores de positividad registrados en 
el presente estudio podrían explicarse por la 
gran diversidad de la fauna silvestre que puede 
servir de reservorio en el Chocó ecuatoriano, al 
cual pertenece biogeográficamente la región del 
noroccidente de Pichincha, donde, a pesar del 
grado de intervención de los bosques, hay una 
diversidad comparativamente mayor a la de otros 
focos de las zonas andinas (15), lo que favorece el 
solapamiento del nicho ecológico espacio-temporal 
de los flebotomíneos y los huéspedes potenciales 
de Leishmania. La ausencia de una estaciona-
lidad acentuada de las variables de precipitación 
y temperatura, con la presencia de periodos largos 
(ocho meses) de poca precipitación mensual (149 
a 220 mm) y periodos cortos (cuatro meses) de alta 
precipitación mensual (240 a 320 mm), favorece 
la persistencia de las poblaciones de estos tres 
flebotomínos en la zona de muestreo, siendo la 
precipitación una variable macroclimática aparente-
mente importante para la dinámica de transmisión 
de la leishmaniasis (20).

En el noroccidente de Pichincha, la circulación de 
las especies detectadas de Leishmania se da entre 
los meses de agosto y mayo, lo que equivale, por 
lo menos, a una presencia de Leishmania durante 
83,3 % del año. Desde el punto de vista ecoe-
pidemiológico, noviembre es el mes de máxima 
positividad para Leishmania y, en consecuencia, 
la máxima transmisión debería registrarse antes 
del inicio del periodo de mayor precipitación, 
cuando la abundancia de hembras infectadas baja 
significativamente.

La mayor abundancia de hembras positivas se 
asoció, aparentemente, a los ambientes con acti-
vidad de construcción de vivienda, lo que sugiere 
un ciclo doméstico de transmisión asociado a la 
vivienda rural, principalmente en el peridomicilio. De 
ahí la necesidad de adoptar medidas de prevención 
y control de vectores en este hábitat. Sin embargo, 
este mayor riesgo de picaduras infectivas en el intra-
domicilio debe confirmarse, pues no se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas entre el 
porcentaje de positividad para Leishmania y la 
variable de hábitat.

La detección molecular de la infección natural en 
Lu. trapidoi, con una positividad para Leishmania 
de 23,3 %, evidenció el papel de esta especie 
como vector en la región de la sierra ecuatoriana 
(2,7,13) donde Lu. trapidoi se ha encontrado con 
infección natural por Le. panamensis, Le. naiffi, Le. 
guyanensis y Le. panamensis/guyanensis (6-7,13).

En el presente trabajo se encontró infección natural 
con tres especies de Leishmania pertenecientes a 
dos subgéneros: Leishmania (Le. amazonensis) y 
Viannia (Le. braziliensis y Le. naiffi-lainsoni), espe-
cies detectadas por primera vez en Lu. trapidoi, 
lo cual es indicativo de su papel como vector 
potencial. Además, este resultado representa el 
primer registro de Le. amazonensis en la sierra 
ecuatoriana, pues antes solo se había registrado 
en la región de la costa ecuatoriana (7,13).

Asimismo, se registra por primera vez en Ecuador 
la presencia del híbrido de Leishmania Le. naiffi-
lainsoni, lo cual sugiere la circulación de Le. naiffi 
y Le. lainsoni en el noroccidente de Pichincha 
(21), especies estas registradas previamente solo 
en la Amazonia ecuatoriana, y explicaría por qué 
la región de la sierra es una zona ecológica para 
el intercambio genético entre estas especies de 
Leishmania (43).

Leishmania braziliensis se ha encontrado en la 
provincia de Pichincha en pacientes con leishma-
niasis cutánea en las localidades de San Miguel 
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de Los Bancos, Puerto Quito y Pedro Vicente 
Maldonado; esta especie se había registrado ya 
en la Amazonia y en la costa ecuatoriana (21). En 
el presente estudio, se detectó en ejemplares de 
Lu. trapidoi recolectados en la localidad de Puerto 
Rico. Así, se propone a Lu. trapidoi como el vector 
primario de Le. braziliensis en la provincia de 
Pichincha, región de la sierra, dada la presencia, 
en esta misma zona, de casos clínicos de leish-
maniasis en humanos causados por la misma 
especie de Leishmania.

Además, se detectó por primera vez la infección 
natural por Le. amazonensis en Lu. reburra y Lu. b. 
majuscula, siendo la especie de mayor abundancia 
en la zona de muestreo; se detectó, asimismo, en 
Lu. trapidoi con un alto porcentaje de infección 
(59,5 %), lo cual evidencia la importancia de este 
flebotomíneo como vector primario debido a su 
dominancia, antropofilia y amplia distribución espa-
cial en el gradiente altitudinal en aquellos focos 
más activos y de mayor incidencia de leishmaniasis 
cutánea, como Pedro Vicente Maldonado (PVM-vía 
El Progreso) y Puerto Quito (Puerto Rico).

En cuanto a los valores de endofagia y sinantropía, 
y a la amplia presencia de los flebotomíneos con 
infección por Le. amazonensis, Lu. trapidoi presentó 
valores significativamente menores en compara-
ción con Lu. reburra, lo cual sugiere que constituye 
un vector potencial secundario de Le. amazonensis 
dado su porcentaje de positividad (9,5 %), una 
presencia más prolongada de hembras infectadas 
(40 %) en las localidades, y su comportamiento 
zoofílico y antropofílico (se recolectaron hembras 
de forma incidental durante los muestreos de                  
Lu. trapidoi).

Lutzomyia reburra se encontró en gran abundancia 
en las localidades de Milpe y La Isla. En Milpe, la 
incidencia de leishmaniasis cutánea en humanos 
ha sido menor que en Pedro Vicente Maldonado y 
Puerto Quito (7). Por el contrario, en la localidad de 
La Isla no se han registrado casos de leishmaniasis 
cutánea según los informes de la propia comunidad 
en las encuestas sobre conocimientos, aptitudes 
y prácticas en torno a la leishmaniasis. Así, se 
registró circulación de Le. amazonensis sin que, 
aparentemente, se hayan dado casos clínicos en 
humanos asociados a esta especie en el noroc-
cidente de Pichincha (21).

Por otro lado, a pesar de que las hembras infec-
tadas de Lu. b. majuscula presentaron un mayor 
porcentaje de positividad para Le. amazonensis 
(23,8 %) que Lu. reburra (9,5 %), su importancia 

vectorial posiblemente se restringe a un periodo 
específico, ya que solo se recolectaron adultos en 
agosto, durante el periodo de menor precipitación.

Desde el punto de vista espacial, las hembras infec-
tadas de Lu. b. majuscula se encontraron en 60 % 
de las localidades muestreadas, principalmente en 
el peridomicilio y en el bosque, y con un comporta-
miento de picadura exofílico y exofágico, derivado 
de su preferencia por alimentarse con sangre de 
animales silvestres, lo cual la cataloga como zoo-
fílica, al menos en las localidades estudiadas.

Los resultados de este estudio sugieren la existen-
cia de dos ciclos de transmisión de Le. amazonensis                               
en la sierra ecuatoriana. El primero es un ciclo 
enzoótico, mantenido potencialmente por, al menos, 
tres especies de flebotomínos: 1) Lu. trapidoi, 
vector primario si se atiende a su abundancia 
relativamente alta, a la elevada tasa de infección 
natural, a su dominancia y a la amplia distribución 
espaciotemporal en el noroccidente de Pichincha; 
2) Lu. reburra, vector secundario debido a su menor 
dominancia, la amplitud intermedia de su distribución 
espacial, y a la mayor presencia espacial de hem-
bras infectadas comparada con Lu. Trapidoi, y 3) 
Lu. b. majuscula, vector terciario según su tasa de 
infección natural, menor distribución espaciotem-
poral y solapamiento con Lu. trapidoi y Lu. reburra 
en el mes de mayor porcentaje de positividad para 
Leishmania. El segundo ciclo es doméstico, y en 
su transcurso Lu. trapidoi y Lu. reburra serían los 
vectores responsables de la translocación de Le. 
amazonensis del ciclo de transmisión silvestre al 
ciclo de transmisión doméstico, dado el mayor 
riesgo de endofagia en el peridomicilio. 

Se ha señalado que el ciclo de Le. amazonensis 
en focos endémicos depende de las especies 
dominantes primarias o secundarias (21), pero para 
confirmar esta hipótesis es necesario evaluar en 
campo, entre otras variables ecológicas, la preferen-
cia alimentaria, la tasa de picadura y la actividad 
nocturna. La presencia de ADN de Leishmania en 
el abdomen de una hembra evidenció que hubo 
multiplicación del parásito en el mesenterón, lo que 
desde el punto de vista biológico es clave cuando 
se evalúa el papel de una especie de flebotomíneos 
como vector local.

Por último, será necesario hacer seguimiento activo 
de los pacientes para la detección y la tipificación de 
Le. amazonensis, ya que no solo está implicada en 
los casos humanos de leishmaniasis cutánea en el 
Neotrópico, sino que se ha señalada como agente 
etiológico en algunos casos de leishmaniasis muco-
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cutánea y, en especial, de leishmaniasis visceral 
atípica en humanos y caninos (45-49). En cuanto 
a los casos clínicos potencialmente asociados con 
Le. amazonensis, se esperaría una mayor inci-
dencia en altitudes extremadamente altas o bajas, 
dado el alto porcentaje de positividad para Lu. 
trapidoi como vector primario.
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