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RESUMEN

Las Lutzomyia son vectores de diversas especies de parasitos del género Leishmania,
responsables de transmitir diferentes formas clinicas de la leishmaniasis. La identificacion y
deteccion de especies naturalmente infectadas, es fundamental para el control y tratamiento
adecuado de esta enfermedad. El objetivo fue determinar la distribucion espacial y
prevalencia de Lutzomyia spp. colectados en el peridomicilio de la comunidad Las
Trincheras, municipio Naguanagua, estado Carabobo. Se tratd de un estudio de tipo
descriptivo-correlacional y disefio de campo, transversal. Se colocaron trampas de luz CDC
(18 h a 6 h) en 18 sitios durante los meses de noviembre y diciembre de 2023. Las especies se
identificaron bajo lupa estereoscopica empleando la clave de Young y Duncan y Galati. La
extraccion de ADN se realizo con resina Chelex®100 seguido de amplificacion mediante PCR
multiple de la region intergénica de miniexén empleando electroforesis en geles de agarosa al
2%. Se elabord un analisis estadistico y geoespacial con la distribucion y frecuencia de
Lutzomyia en los sitios de muestreo y variables a nivel epidemiolédgico. En total se colectaron
155 ejemplares adultos, 133 (85,8%) hembras y 22 (14,2%) machos pertenecientes a cuatro
especies: Lu. ovallesi (71,6%), Lu. panamensis (16,1%), Lu. olmeca bicolor (9,0%) y Lu.
gomezi (3,2%). Lu. olmeca bicolor y Lu. gomezi constituyen, respectivamente, primeros
registros para el estado Carabobo. Aunque no se encontré infeccion natural en estas especies,
la persistente aparicion de casos y la presencia constante de flebotomos resaltan la necesidad
de ampliar los estudios sobre la transmision endémica en la zona.

Palabras clave: Sistemas de Informacion Geografica; Lutzomyia; Leishmaniasis; (fuente:
DeCS, BIREME)



DEUS BERTAS COLTURA UNIVERSITY OF CARABOBO
o\ FACULTY OF HEALTH SCIENCES
SCHOOL OF BIOANALYSIS
DEPARTMENT OF RESEARCH AND
PROFESSIONAL DEVELOPMENT - a
SUBJECT: RESEARCH WORK BI®@ANALISIS

SPATIAL DISTRIBUTION AND PREVALENCE OF Lutzomyia spp. (Diptera: Psychodidae)
COLLECTED IN THE LAS TRINCHERAS COMMUNITY, NAGUANAGUA
MUNICIPALITY, CARABOBO STATE, 2023

Authors: Alffred Gonzalez, Erika Pereira and Stefany Toledo

Tutors: MSc. Diana Graterol and PhD. Elizabeth Ferrer

Methodological assessor: PhD. Yolima Fernandez

Research line: Protozoan Parasites and Entomology

Funding: Autofinanced

Carried out in: Institute of Molecular Biology of Parasites (IBioMolP) and Institute for
Biomedical Research “Dr. Francisco J. Triana Alonso” (BIOMED)

ABSTRACT

Lutzomyia species are vectors of various parasites of the genus Leishmania, responsible for
transmitting different clinical forms of leishmaniasis. The identification and detection of
naturally infected species are essential for proper disease control and treatment. The objective
of this study was to determine the spatial distribution and prevalence of Lutzomyia spp.
collected in the peridomicile from Las Trincheras community, Naguanagua municipality,
Carabobo state. It was a descriptive-correlational study with a cross-sectional field design.
CDC light traps were placed at 18 sites from November to December 2023. Species were
identified using stereoscopic lupe and the keys provided by Young and Duncan and Galati.
DNA extraction was performed using Chelex®100 resin, followed by multiple PCR
amplification of the miniexon intergenic region with agarose gel electrophoresis. A statistical
and geospatial analyses were conducted to assess Lutzomyia distribution and frequency at the
sampling sites, considering epidemiological variables. A total of 155 adult specimens were
collected, including 133 (85.8%) females and 22 (14.2%) males, representing four species:
Lu. ovallesi (71.6%), Lu. panamensis (16.1%), Lu. olmeca bicolor (9.0%), and Lu. gomezi
(3.2%). Lu. olmeca bicolor and Lu. gomezi constitute first records for Carabobo state.
Although no natural infection was found in these species, the persistent occurrence of cases
and the constant presence of sandflies highlight the need to expand studies on endemic
transmission in the area.

Key Words: Geographic Information Systems; Lutzomyia; Leishmaniasis (source: MeSH,
NLM)



INTRODUCCION

La leishmaniasis es una infeccion parasitaria tropical antropozoonoética que se
caracteriza por comprometer la piel, mucosas y visceras segun la especie de
Leishmania involucrada, ademés del medio ambiente y la respuesta inmune del
paciente . Esta enfermedad se encuentra entre las diez enfermedades tropicales
desatendidas con mas de 12 millones de personas infectadas, con 0,9 a 1,6 millones
de nuevos casos al afio, entre 20.000 y 30.000 defunciones y 350 millones de

personas a riesgo de infectarse, segtn cifras de la OPS a nivel mundial .

Es considerada una enfermedad endémica ya que estd presente en 88 paises
alrededor de los 5 continentes del mundo, siendo un problema de salud publica,
debido a que estd asociada a la malnutricidn, los desplazamientos de poblacion, las
malas condiciones de vivienda, la debilidad del sistema inmunitario y la falta de
recursos ). En las Américas, actualmente se registra un promedio de 55.000 casos
de leishmaniasis cutanea (LC) y leishmaniasis mucocutanea (LM), y 3.500 casos de

leishmaniasis visceral (LV) al afio, con una letalidad media de 7% ©.

En Venezuela, la enfermedad es endémica, registrandose casos en 292
municipios, con predominio en los valles del sistema montafioso de la costa, la
depresion de Yaracuy, algunas regiones de los llanos, el sur del Orinoco, la zona
montafiosa y boscosa de Tachira, Mérida, Trujillo, Lara, Miranda y Sucre, ademas de

Q)

los estados Carabobo y Aragua ", con un reporte de 1.808 casos para el afio 2021 y

una tasa de incidencia promedio anual de 8,8 por 100.000 habitantes © .

La enfermedad se transmite al ser humano principalmente por via vectorial, a
través de la picadura de flebétomos hembra hematdfagos del orden Diptera, familia

Psychodidae, género Lutzomyia ©. Estos insectos se caracterizan por ser



holometabolos con un ciclo de vida de alrededor de 30-45 dias. Aunado a esto,
poseen dimorfismo sexual, tres pares de patas largas con un cuerpo densamente
peludo, torax jorobado, antenas largas con 16 segmentos; alas lanceoladas y, en
reposo, se disponen a 45° 0 en V' y generalmente son de color marrén . Presentan
estructuras diagnosticas utiles en la identificacion de especies, como las
espermatecas, la dentadura, el cibario de la hembra, la genitalia externa y la bomba

genital del macho, palpémeros y venas alares ©.

En Venezuela se han descrito 100 especies de Lutzomyia, de las cuales unas 30
son antropofilicas. Lu. longipalpis, Lu. pseudolongipalpis y Lu. evansi son
reconocidas como vectores de LV; mientras que Lu. ovallesi, Lu. gomezi, Lu.
panamensis, Lu. spinicrassa, Lu. migonei, Lu. youngi, Lu. flaviscutellata, Lu. anduzei,
Lu. umbratilis, Lu. olmeca reducta, Lu. olmeca bicolor, Lu. trinidadensis y Lu.

rangeliana como vectores de LC y LM 7).

Aunque las Lutzomyia son consideradas vectores de leishmaniasis, para
relacionar a un insecto con la transmision de esta enfermedad, deben cumplirse varios
criterios. Primero, debe demostrarse que el insecto se alimenta o tiene algin tipo de
contacto con el hospedador. Ademas, debe haber una asociacion bioldgica en tiempo
y espacio entre el insecto, el patégeno y el reservorio. También es necesario
confirmar repetidamente que el insecto es portador del patdégeno y tiene la capacidad
de transmitirlo a otro hospedador. Por ultimo, se ha observado que existe una relacién
directamente proporcional entre la poblacion del insecto sospechoso y la incidencia

de las infecciones ®.

Ademas de lo anterior, existen factores epidemioldgicos involucrados en la
transmision de leishmaniasis, entre los que destaca el aumento de la densidad
poblacional y éxodo del area rural a las grandes ciudades, el calentamiento global, la

desforestacion, dispersion por transporte de animales domésticos reservorios, asi



como por aumento de las areas de explotacion agricola o industrial, la carencia de
medidas de higiene y cercania de las viviendas a zonas silvestres de intensa
transmision del parasito . Todas estas situaciones contribuyen a la adaptacién y
rapida dispersion de especies de vectores lo que favorece el contacto hombre-vector,
condicionando la dindmica de transmision y distribucion de las especies de
Leishmania y colocando al vector como un elemento potencial para comprender el

proceso eco-epidemiologico de la enfermedad ©.

Diversos estudios destacan la importancia de comprender la dinamica de los
vectores y su relacion con la propagacion de la leishmaniasis. Capucci et al. (2023)
utilizaron trampas de luz para capturar flebétomos y detectaron ADN de Leishmania
en siete hembras en cuatro ecotopos diferentes. Esto evidencia que todos los ecotopos
en la zona tienen un perfil epidemioldgico adecuado para la transmision y expansion
de la enfermedad . Ademas, otros estudios como el de Rujano ef al. (2021), en
Meérida, Venezuela, han demostrado que los flebotominos tienen una amplia
distribucion espacial en diferentes ecorregiones, incluyendo zonas urbanas y de gran
impacto poblacional '". Mientras que el estudio realizado por Aleméan-Santos et al.
(2021) en Colombia demostré que la presencia de Lu. evansi con ingestas de sangre
mixtas de humanos y caninos evidencia el vinculo epidemioldgico entre los vectores

(Lutzomyia), los posibles reservorios y la poblacién humana 2.

La identificacion precisa de las especies de Leishmania en los flebotomos es
crucial para abordar eficazmente la leishmaniasis desde una perspectiva de salud
publica, ya que contribuye al entendimiento de la epidemiologia y distribucion
geografica de la enfermedad, permitiendo orientar el muestreo hacia areas poco
estudiadas y establecer estrategias para definir zonas de riesgo y areas prioritarias de
control. Ademads, ayuda a detectar cepas resistentes a los tratamientos, lo que facilita

la eleccion del enfoque més adecuado. En tltima instancia, esta caracterizacion de las



poblaciones de parasitos circulantes mejora el monitoreo epidemioldgico y el manejo

de los vectores involucrados ).

En el estado Carabobo, son pocos los estudios que aportan cifras de casos de
leishmaniasis en las comunidades, lo que trae como consecuencia el descuido en la

(9 activé las

vigilancia epidemiolodgica. Para el afio 2021, un brote de leishmaniasis
alertas en los habitantes del caserio Las Marias, ubicado en las coordenadas
10°16°51” de latitud norte y 68°6°19” de longitud oeste, de la comunidad Las
Trincheras del municipio Naguanagua del estado Carabobo al norte del pais .
Dicha comunidad se caracteriza por ubicarse en una zona montafiosa con densa
vegetacion donde su actividad principal es la siembra, ademas de tener condiciones
ambientales y climaticas, temperatura, humedad y vientos favorables a la persistencia
de una entomofauna capaz de mantener el ciclo de la enfermedad, siendo las
condiciones sociosanitarias y socioecondmicas, la extrema pobreza, las condiciones
inadecuadas de las viviendas, la mala alimentacion y educacion, los factores que

favorecen esta parasitosis que afecta a aproximadamente 348 personas segiin censo

local.

En esta comunidad, se presume que existen diversas formas clinicas de la
enfermedad, sin embargo, no se tiene conocimiento sobre las especies de Lutzomyia
implicadas en la transmision de la infeccion, informacion util a nivel epidemiologico
para detectar los posibles focos de infeccion. A nivel diagndstico, tampoco se tienen
reportes oficiales, es por esta razon que surge la necesidad de determinar la
distribucion espacial y prevalencia de Lutzomyia spp. colectados en el caserio Las
Marias de la comunidad Las Trincheras del municipio Naguanagua estado Carabobo,
con la finalidad de comprender la distribucion y circulacion de especies de
Leishmania en los vectores que habitan en la zona, que permitan plantear estrategias
mas apropiadas para disminuir la probabilidad de transmision a humanos y mejorar la

vigilancia entomoldgica y control de leishmaniasis.



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo general

Determinar la distribucion espacial y prevalencia de infeccion natural por
Leishmania spp. en Lutzomyia spp. colectados en la comunidad Las Trincheras,

municipio Naguanagua, estado Carabobo para el afio 2023.

Objetivos especificos

e Identificar las especies de vectores de Leishmania spp. bajo lupa

estereoscopica y clasificarlos taxondmicamente empleando la clave de Galati.

e Definir la disposicion espacial de las especies de Lutzomyia colectados en la

comunidad Las Trincheras, mediante el software utilitario Google Earth.

e Determinar la presencia de ADN de Leishmania spp. en Lutzomyia spp.
colectados en la comunidad de estudio; empleando la PCR multiple de la
region intergénica de miniexon para tipificar los complejos L. (V)

braziliensis, L. (L.) mexicana 'y L. (L.) donovani.

e Asociar la prevalencia obtenida en las especies de Lutzomyia con los datos
registrados de infeccion por Leishmania spp. en humanos, en la comunidad

Las Trincheras, municipio Naguanagua, estado Carabobo.



MATERIALES Y METODOS

Diseiio y tipo de investigacion

La investigacion fue de tipo no experimental descriptiva correlacional con un
disefio de campo y de corte transversal, centrado en colectar los flebétomos de las
areas peridomiciliarias de la comunidad sin manipular variables intencionalmente y

. ros 1
en un momento y tiempo tnico .

Poblacion y muestra

La poblacion estuvo conformada por todos los fleb6tomos adultos que habitan
en el caserio Las Marias, comunidad Las Trincheras del municipio Naguanagua,
estado Carabobo, Venezuela. La muestra estuvo constituida por 133 ejemplares
hembras del género Lutzomyia, colectadas utilizando seis trampas de luz CDC 7, a
una altura de 1,2-1,5 m, en el horario de 18:00 a 06:00 h, de dos a tres noches

consecutivas durante los meses de noviembre a diciembre del 2023.

Los insectos colectados fueron retirados del colector empleando un succionador
bucal y colocados en bolsas plasticas identificadas con: zona, fecha, casa y numero de
trampa, los cuales se almacenaron en tubo con etanol al 90% para luego ser
clasificados taxonoémicamente por el personal del Instituto de Investigaciones

Biomédicas “Dr. Francisco J. Triana Alonso” (Instituto BIOMED).

Consideraciones éticas

Los objetivos de la investigacion fueron comunicados en primer lugar a la

vocera de las UBCH caserio Las Marias, quien aprobd inicialmente el desarrollo del



estudio en la comunidad. Posteriormente, la informaciéon fue extendida a los
integrantes de cada grupo familiar de las viviendas seleccionadas con énfasis en el
jefe de familia, quien autoriz6 la participacion voluntaria en la investigacion, a través

(18)

de la firma de un consentimiento informado , en el cual se detallaron los

procedimientos a desarrollar (Anexo A).

Todos los protocolos, formatos para la colecta de insectos (Anexo B, Cy D) y
el consentimiento informado fueron validados por el Comité de Bioética del Instituto
de Investigaciones Biomédicas “Dr. Francisco J. Triana Alonso” de la Facultad de
Ciencias de la Salud de la Universidad de Carabobo, sede Aragua. Asimismo, la
disposicion de las trampas en las areas peridomiciliarias no causo dafio o perjuicio al

ecosistema del lugar.

Area de estudio

El estudio se desarroll6 en la zona rural del caserio Las Marias ubicado en la
comunidad Las Trincheras, municipio Naguanagua del estado Carabobo. Abarca un
area de aproximadamente 273,18 hectdreas con una poblacion segun la propia
comuna de 348 habitantes para el afio 2020. El area fue escogida por estar asociada a
los casos humanos de leishmaniasis y se encuentra a unos 714 metros sobre el nivel

del mar, en las coordenadas 10°16°51” de latitud norte y 68°6°19” de longitud oeste
(15)

El area de estudio abarco las zonas denominadas “El Pozo” y “Los Filtros”,
seleccionando 18 viviendas donde al menos un miembro de la familia presentaba
lesiones sugestivas de leishmaniasis como criterio de inclusion. Estas zonas
corresponden a un ambiente selvatico intervenido, con una media de temperatura
méxima anual de 28,6°C, una precipitacion promedio que varia entre 25 y 200 mm

por afio y una humedad relativa anual del 72 a 79%.



SCR: WGS 84 / UTM zona 19N 0 o2 05 0% 1 1w

EPSG: 32619

Figura 1. Ubicacion geografica del area de estudio en el caserio Las Marias de la
comunidad Las Trincheras del municipio Naguanagua en el norte de Venezuela.
Mapa creado utilizando el software QGIS

Procedimiento

Identificacion taxonomica de especies de Lutzomyia

Después de colectar los insectos, se procedié a examinarlos con el objetivo de
separar los flebotomos del género Lutzomyia de otros insectos. Para ello, se utilizo
una lupa estereoscopica (Leica, MZ6). Posteriormente, se realizd la distincién entre
hembras y machos del mismo género. Las hembras se sometieron a un proceso de
clarificacion con fenol y se cuantificaron manualmente mediante el uso de una pinza

entomologica y un microscopio de contraste de fases (Zeiss, 47 60 12 9901).



Para la identificacion a nivel de especie, se siguid la clave taxondmica descrita

19 v Young y Duncan ?”, basandose en la observacion morfologica de

por Galati
cibarios, antenas, palpos y espermatecas.

Una vez identificadas, las muestras se conservaron en microtubos con etanol al
90%, agrupandolas en lotes de 5-10 ejemplares segun la especie, la zona y nimero de

trampa, hasta que se inici6 el protocolo de extraccion de ADN.

Georreferenciacion de los sitios de colecta

Los sitios de colecta en las viviendas seleccionadas fueron georreferenciados en

coordenadas de proyeccion Universal Transversal de Mercator (UTM) utilizando el

software utilitario Google Earth (https://earth.google.com/web/) generando
posteriormente una capa vectorial de puntos con la base de datos de los ejemplares
hembras de Lutzomyia segun zona y nimero de trampa, en un archivo con extension
kml, el cual fue transformado en un archivo shapefile (extension .shp) para el andlisis
espacial utilizando el software de codigo abierto QGIS 3.34.8 LTR (Quantum GIS
Development Team, 2022) disponible en https://qgis.org/. Para la proyeccion se

empled el sistema de referencia de coordenadas UTM Huso 19 Norte datum WGS 84
(EPSG 32619).

Extraccion de ADN a partir de Lutzomyia

Para la extraccion de ADN del parésito, a partir de las hembras de Lutzomyia
identificadas segin especie, zona y nimero de trampa, se realiz6é una adaptacion de

@l @2 mediante el empleo de

los protocolos de Rivero et al. y Reyes et al.
homogeneizador de tejidos seguida de extraccidon con resina de Chelex®-100. Vale
mencionar que previamente se probaron cuatro protocolos diferentes para llegar a este
punto: a) sonicacion con el disruptor de ultrasonido (Branson Sonifier, 150) aplicando

cuatro pulsos de 15 seg (con una potencia de 7W) con intervalos de descanso de 2



min; b) homogeneizaciéon empleando homogeneizador de tejidos; ¢) maceracion con

mortero y mazo y d) lisis con enzimas proteoliticas (proteinasa K).

Lotes de maximo 7 ejemplares de Lutzomyia almacenados en etanol al 90%
fueron centrifugados (Labnet Hermle, Z 233 M-2) durante 3 min a 14000 rpm para
luego descartar sobrenadante y realizar 3 lavados con tampon salino fosfato (PBS)
0,15 M pH 7,2 (Na,HPO4 57 mM; KH,PO4 18 mM; NaCl 76,9 mM) y centrifugados
en las mismas condiciones. Posteriormente, a cada tubo de 1,5 mL sobre hielo, se le
agregd 500 uL de tampon de lisis (Tris 50 mM pH 8, EDTA 5 mM, NaCl 100 mM,
SDS al 1%) por cada lote de insecto y se transfirié a un homogeneizador de vidrio
con piston de teflon (Thomas Scientific) realizando 10 homogeneizaciones de la
muestra, finalizado el proceso se traspasé el homogenato a un tubo de 1,5 mL para
centrifugar a 14000 rpm durante 3 min, se retird sobrenadante dejando un volumen de
50 pL, al cual se le adiciond 200 pL de la resina de Chelex®-100 al 5% y se incubo
durante 30 min a 56°C (Lab-Line, 18050A). Luego, se agitd en vortex (Barnstead,
M63215) por 10 seg y se incubd a 100°C durante 10 min (Heater LabLine, 2054);
para agitarse nuevamente por 10 seg. La resina y las proteinas desnaturalizadas se
separaron mediante centrifugacion por 3 min a 14000 rpm y el sobrenadante obtenido
que contiene el ADN, se transfirio a un tubo estéril previamente rotulado para ser

almacenado a -20°C hasta su uso.

Medida de la concentracion y pureza del ADN

La concentracion y pureza del ADN extraido de los lotes de Lutzomyia se
determiné por los métodos descritos por Sambrook y Russell **. La concentracién de
ADN fue estimada en un espectrofotometro UV/Visible (Fisher Scientific, Genesys
10UV), midiendo la absorbancia a 260 nm (Aje0) y utilizando la siguiente formula:

[ADN]= Ao nm x factor de dilucion x 50 pg/mL. El grado de pureza se calculd por
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el indice de absorbancia 260/280 nm, considerandose como valores Optimos de

pureza el rango entre 1,7- 1,9 @9,

Determinacion de los complejos de Leishmania mediante PCR multiple de la

region intergénica de miniexén

Se sigui6 el protocolo descrito por Harris et al. *”, empleando a LU-5A (5'-
TTT ATT GGT ATG CGA AAC TTC-3') como cebador directo, cuya secuencia de
oligonucleétidos es conservada en todas las especies de Leishmania y varios
cebadores reversos: LB-3C (5'-CGT (C/G)CC GAA CCC CGT GTC-3"), LM-3A (5'-
GCA CCG CAC CGG (A/G)CC AC-3") y LC-3L (5'-GCC CGC G(C/T)G TCA CCA
CCA T-3’), todos complementarios a las secuencias variables. La reaccion de
amplificacion se realiz6 en un volumen final de 15 pL, con tampén (Tris-HCI 50 mM,
pH 9; NaCl 50 mM), MgCl, 1,5 mM, de cada desoxinucleotido trifosfato (ANTP) 0,1
mM, cebador directo LU-5A 0,3 uM y los cebadores reversos (LB-3C, LM-3A, LC-
3L) 0,3 uM, ADN polimerasa 0,5 U y ADN molde 10 ng. Para el control de calidad
de la PCR, se incluy6 un control negativo correspondiente a la mezcla de reactivos
libre de ADN vy controles positivos correspondientes a ADN de las cepas de
Leishmania en cultivo [L. (V). braziliensis MHOM/BR/1975/M2903 ) L. (L).
mexicana MHOM/BZ/1982/BEL21 "'y L. (L). donovani MHOM/IN1980/DD8 1.

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador automatico
(Biosystems, Veriti 96-Well Thermal Cycler) utilizando el siguiente programa de
amplificacion: desnaturalizacion inicial 95°C x 5 min, seguido de 35 ciclos
(desnaturalizacion 95°C x 30 seg, hibridacion 54°C x 45 seg, extension 72°C x 30
seg) y una extension final 72°C x 5 min. Los productos de amplificacion fueron
visualizados en electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio.
La separacion del ADN se realizo en una cdmara de electroforesis horizontal (Labnet,

Gel XL Ultra V-2), con voltaje constante 100 V, utilizando TAE (Tampén Tris Acido

11



acético 40 mM, EDTA 0,5 M; pH 8,0) como tampén de migracion. Las bandas de
ADN obtenidas se visualizaron en un equipo de fotodocumentacion DigiDoc-It de
UVP.

Analisis de los datos

Los resultados obtenidos se analizaron en tablas descriptivas empleando
frecuencias absolutas y relativas (%). En el caso de la PCR, las bandas de ADN se
visualizaron con luz ultravioleta usando el sistema DigiDoc-It de UVP. El tamafio de

las bandas de ADN se estim6 por comparacion con los marcadores de ADN 100 pb.

Se utilizd el paquete estadistico SPSS (Statistical Package for the Social
Science) version 26.0 para Windows y el software QGIS version 3.34.8-Prizren para
la elaboracién de los mapas donde se analizd las variables en formato raster que se
relaciond con la distribucion y frecuencia de Lutzomyia en los sitios de colecta del
area de estudio. Se aplicé la prueba Chi cuadrado de Pearson (x°) con un nivel de
confiabilidad del 95% (p< 0.05) para detectar las asociaciones estadisticamente

significativas entre las variables a nivel epidemiologico.
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RESULTADOS

Identificacion taxonomica de especies de vectores de Leishmania spp.

Se colectaron 155 (133 Q y 22 &) ejemplares adultos de los géneros Lutzomyia
en 18 sitios de muestreo correspondientes a la zona de El Pozo con 41,9% (n=65) y
Los Filtros con 58,1% (n=90). Las especies encontradas en orden de frecuencia
fueron: Lu. ovallesi con 71,6% (n=111), Lu. panamensis con 16,1% (n=25), Lu.
olmeca bicolor 9,0% (n=14) y Lu. gomezi con 3,2% (n=5). El niimero total de

ejemplares colectados por zona de muestreo se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Numero de individuos por especies de flebétomos colectados en las dos zonas de
muestreo del caserio Las Marias, comunidad Las Trincheras, estado Carabobo, afio 2023.

ZONAS DE MUESTREO
El Pozo Los Filtros Total
ESPECIES Q 3 Q 3 n %
Lutzomyia gomezi 4(2,6) 1(0,6) - - 5 3,2
Lutzomyia olmeca bicolor 12 (7,7) - 1 (0,6) 1 (0,6) 14 9,0
Lutzomyia ovallesi 35(22,6) 3(1,9) 65(41,9) 8(5,2) 111 71,6
Lutzomyia panamensis 10 (6,5) - 6(3,9) 9 (5,8) 25 16,1

Total 61(39,4) 4(2,6) 72(46,5) 18(11,6) 155 100

Con respecto a la abundancia de los ejemplares hembras obtenidos, Lu. ovallesi
fue predominante en ocho viviendas de la zona de Los Filtros, representando el 41,9%
(n=65), mientras que en El Pozo el 22,6% (n=35) de las hembras se encontr6 en seis
viviendas. En contraste, Lu. panamensis predominé en cinco viviendas de la zona de
El Pozo, con un 6,5% (n=10), mientras que en Los Filtros el 3,9% (n=6) se localizo
en tres viviendas. Tanto Lu. olmeca bicolor como Lu. gomezi predominaron en cuatro

viviendas de El Pozo, con un 7,7% (n=12) y 2,6% (n=4), respectivamente. Estos
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hallazgos son significativos, ya que representan los primeros registros de estas dos
ultimas especies (Lu. olmeca bicolor y Lu. gomezi) para el estado Carabobo,

particularmente en la zona de estudio.

La identificacion de las especies de flebotomineos se realizd basicamente
mediante la observacion de caracteristicas morfologicas externas e internas,
utilizando un microscopio de contraste de fases marca Zeiss. Se examinaron
estructuras como cabeza, torax, abdomen y apéndices para la identificacion de
cibarios, antenas, palpos y espermatecas. La terminologia utilizada para describir las
estructuras morfoldgicas y la ubicacion de las diversas especies de flebotomos se basod

en los criterios establecidos por Galati ' y Young y Duncan “?.

A continuacion, se describen las caracteristicas diferenciales entre especies del

T

género Lutzomyia colectadas en el area de estudio.

Figura 2: Micrografia en contraste de fases de la especie Lu. gomezi colectada en la
zona de El Pozo, caserio Las Marias, comunidad Las Trincheras, estado Carabobo,
afio 2023. Se muestran estructuras de: Hembra A= Flagelomero. Macho B= Genitalia.
Hembra C= Cibario; D= Palpo y E= Espermateca.
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Lu. gomezi fue descrita por primera vez en Venezuela por Nitzulescu en 1931.
Esta corresponde a una de las 74 especies de flebotomos presentes en Panama,
mencionadas por Christensen et al., (1983) y forma parte de casi 300 especies
reportadas en el Continente Americano ®”. La hembra presenta una pigmentacion
parcial en la cabeza, férmula palpal 1, 4, 2, 3 y 5. La antena con flagelomero terminal
(XIV) mas corto que el anterior (XIII) (Figura 2-A); el cibario posee una fila de
cuatro dientes horizontales, acompafado de dientes verticales en dos filas irregulares
y arco cibarial completo sin pigmento (Figura 2-C). El cuerpo de la espermateca es
subesférico, con una anulaciéon subterminal ancha y ductos individuales largos y

delgados @9 por consiguiente, el macho posee una genitalia con cuatro espinas en

posicion 2.2, gonocoxito con tubo basal formado por 12 o mas setas implantadas en

Figura 3: Micrografia en contraste de fases de la especie Lu. olmeca bicolor
colectada en las dos zonas de muestreo del caserio Las Marias, comunidad Las
Trincheras, estado Carabobo, afio 2023. Se muestran estructuras de: Hembra A=
Cibario; B= Espermateca. Macho C= Genitalia. Hembra D= Flagelomero y E= Palpo.
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Lu. olmeca bicolor es una especie de flebotomo antropofilico, implicada en la
transmision de Leishmania. Se caracteriza por tener una cabeza delgada y
pigmentada, con labroepifaringe alcanzando el apice del flagelomero III y el tercio
distal del tercer palpémero (Figura 3-A y 3-D). En el torax, destaca la presencia de un
escudo pigmentado que contrasta con un escutelo claro. Las hembras presentan
caracteristicas distintivas como una hilera de ocho dientes cibariales horizontales
(Figura 3-A) y espermatecas divididas en aproximadamente 12 anillos, con botdn

terminal alargado (Figura 3-B). Estos rasgos morfologicos permiten diferenciar Lu.

£ .

olmeca bicolor de otras especies de flebotomos @Y.

Figura 4: Micrografia en contraste de fases de la especie Lu. ovallesi colectada en las
dos zonas de muestreo del caserio Las Marias, comunidad Las Trincheras, estado
Carabobo, afio 2023. Se muestran estructuras de: Hembra A= Espermateca. Macho
B= Genitalia. Hembra C= Flagelomero; D= Cibario y E= Palpo.
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Lu. ovallesi es una especie de flebotomo presente en América Central y del Sur,
reconocida por ser un vector de LC. Morfoldgicamente, se distingue por su cabeza
delgada y pigmentada con estructuras sensoriales bien desarrolladas, antenas con un

flagelomero terminal mas corto que el anterior (Figura 4-C), un cibario con ocho

dientes horizontales para triturar y deglutir glébulos rojos (Figura 4-D), un térax con

”

un escudo pigmentado que contrasta con un escutelo claro, y espermatecas divididas
en aproximadamente 12 anillos con un botén terminal alargado (Figura 4-A).

Ademas, posee un tercer palpomero notablemente largo, vital para la deteccion de

~ ro: 2
sefiales quimicas en su entorno @ ).

Figura 5: Micrografia en contraste de fases de la especie Lu. panamensis colectada
en las dos zonas de muestreo del caserio Las Marias, comunidad Las Trincheras,
estado Carabobo, afio 2023. Se muestran estructuras de: Hembra A= Cibario; B=
Palpo. Macho C= Genitalia. Hembra D= Flagelomero y E= Espermateca.
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Lu. panamensis fue descrita a partir de especimenes machos colectados en la
zona del canal de Panamé. En general se caracterizan porque el cuerpo no estd
pigmentado. En las hembras, la férmula palpal es 1, 4, 5, 2 y 3, con el palpémero 5
mas corto que la mitad de la longitud del palpémero 3 (Figura 5-B). La estructura del
cibario presenta cuatro dientes horizontales y una fila transversal de dientes
verticales, con un area pigmentada triangular conspicua y un arco cibarial completo
(Figura 5-A). La espermateca es quitinizada e imbricada con 13 anillos, con una
anulacion terminal en posicién asimétrica. Los ductos individuales son mas cortos
que el cuerpo de la espermateca, mientras que el ducto comun es rugoso en la parte
superior y liso en la basal (Figura 5-E). La genitalia del macho incluye un gonoestilo
con 4 espinas en posicion basal, espinas apicales bien desarrolladas y una espina

interna atrofiada (Figura 5-C) ©%.

En resumen, las figuras anteriores muestran una similitud en las estructuras de
la cabeza de la hembra para las cuatro especies encontradas. No obstante, en el area
del cibario (Figura 2-C; Figura 3-A; Figura 4-D y Figura 5-A), se resaltan diferencias
entre las especies debido a la caracteristica dentada de quitina, utilizada por la hembra
para triturar y deglutir los globulos rojos durante la alimentacion, cuyo tamafio y
forma varia entre especies. Del mismo modo, el palpo se distingue por el tamafio y los
segmentos (Figura 2-D; Figura 3-E; Figura 4-E y Figura 5-B), mientras que el
flagelomero se caracteriza por su tamafo, siendo una estructura Uinica ¢ importante
para los flebotomos, ya que mide la intensidad y direccidon del viento (Figura 2-A;
Figura 3-D; Figura 4-C y Figura 5-D). La espermateca (Figura 2-E; Figura 3-B;
Figura 4-A y Figura 5-E) y la genitalia (Figura 2-B; Figura 3-C; Figura 4-B y Figura
5-C), son las estructuras ideales para la identificacion taxonoémica de los flebétomos
del género Lutzomyia, gracias a su visualizacion bien definida y tUnica para cada

especie.

Disposicion espacial de las especies de Lutzomyia colectados
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La ubicacion georreferenciada de las viviendas de los grupos familiares
participantes en cada zona visitada de la comunidad Las Trincheras se muestra en la
Figura 6. Se seleccionaron 18 viviendas como sitios de colecta, de las cuales nueve
estan en la zona de Los Filtros y nueve en la zona de El Pozo. Las viviendas que
formaron parte del estudio, se escogieron considerando que algiin miembro de la

familia presentara lesiones activas o curadas sugestivas de leishmaniasis.
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Figura 6. Mapa georreferenciado de los sitios de colecta de la comunidad Las
Trincheras, estado Carabobo, afio 2023. Mapa creado utilizando el sofiware QGIS.

La Figura 7 muestra la distribucién geoespacial agregada de las especies de
Lutzomyia en la comunidad Las Trincheras, detallando la cantidad de ejemplares
hembras capturadas por sitio de colecta. En el mapa A, se observa la distribucion de
Lu. gomezi, predominando en cuatro sitios de colecta de la zona de El Pozo, con un
ejemplar capturado en cada uno (n=4/133). El mapa B muestra la distribucion de Lu.
olmeca bicolor en cuatro sitios de colecta de El Pozo y uno en Los Filtros, con 1, 2, 3
y hasta 5 ejemplares capturados (13/133). El mapa C, muestra la distribucion de Lu.
ovallesi, especie mas frecuentemente encontrada, en 14 sitios de colecta,
predominando en Los Filtros (8/14) con hasta 65 ejemplares capturados, mientras que
en El Pozo (6/14) se capturaron 35 ejemplares, la mayoria de ellos en el sitio de
colecta nimero 10, situado cerca de los cauces del rio. Finalmente, el mapa D
muestra la distribucion de Lu. panamensis, segunda especie mas frecuente,
encontrada en ocho sitios de colecta que predominan en El Pozo (5/8) con 10
ejemplares capturados, entre tanto que en Los Filtros (3/8) se capturaron hasta 6

ejemplares.
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La Figura 8 ilustra las zonas de riesgo de infeccion por Lutzomyia, mediante un
mapa de calor, mostrando la distribucion espacial de pacientes con lesiones en los
sitios de colecta. En el mapa A, se observan cinco zonas de riesgo (muy bajo a muy
alto), destacando que en la zona de muy alto riesgo con mayor proporcion de Lu.
gomezi, la distribucion de pacientes con lesiones varia de uno a tres individuos,
ubicandose en la zona de El Pozo. El mapa B muestra hasta seis pacientes con
lesiones en las zonas de riesgo, con la especie Lu. olmeca bicolor, que predomina en

El Pozo, con un caso en Los Filtros. El mapa C muestra hasta seis pacientes con
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lesiones, con una disposicion espacial agregada de Lu. ovallesi, de mayor frecuencia
tanto en El Pozo como en Los Filtros. El mapa D revela hasta nueve pacientes con
lesiones, con igual disposicion espacial agregada de Lu. panamensis, segunda en
frecuencia tanto en El Pozo como en Los Filtros. El uso del software QGIS
proporciona una visualizacion clara de la distribucion de especies de Lutzomyia y
areas de riesgo de infeccion, facilitando la identificacion y manejo de focos

endémicos.
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Figura 8. Mapa de calor de zonas de riesgo de infeccion y distribucion espacial de
pacientes con lesiones en los sitios de colecta de la comunidad Las Trincheras, estado
Carabobo, ano 2023. A= disposicion espacial de pacientes con lesiones en la zona de
captura de Lu. gomezi; B= disposicion espacial de pacientes con lesiones en la zona
de captura de Lu. olmeca bicolor; C= disposicion espacial de pacientes con lesiones
en la zona de captura de Lu. ovallesi y D= disposicidon espacial de pacientes con
lesiones en la zona de captura de Lu. panamensis. Mapa creado con el software QGIS.

La Tabla 2 presenta las caracteristicas clinico-epidemiologicas de los habitantes
de Las Trincheras, obtenidas mediante una encuesta domiciliaria aplicada a los jefes

de familia en 18 sitios de colecta.
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de los habitantes de la comunidad Las
Trincheras, estado Carabobo, ano 2023.

ZONAS DE MUESTREO (n=18)
CARACTERISTICAS p valor*
El Pozo Los Filtros n %
EPIDEMIOLOGICAS (Condicién de la Vivienda)
Paredes Bloques/Ladrillos sin frisar 3 3 6 33,3
Bloques/Ladrillo frisado 6 3 9 50,0 0,129
Adobe/Bahareque frisado - 3 3 16,6
Techos Platabanda 1 - 1 5,6
Machihembrado 3 4 7 38,8
Zinc/Acerolit 4 5 9 50,0 0,464
Asbesto 1 - 1 5,6
Pisos Ceramica/Granito 2 - 2 11,1
Cemento 7 7 14 71,7 0,134
Tierra - 2 2 11,1
Vegetacion y el area de los alrededores de la vivienda
Bosque himedo a < 10 m. de la vivienda 9 9 18 100,0
Arbusto y césped rodeando la vivienda < 10 m 9 9 18 100,0
Matas de café o cacao < 10 m 9 7 16 88,8
Matas de café o cacao > de 10 m - 2 2 11,1 0,090
Sitios para almacenar cosechas dentro de los 10 m 3 6 9 50,0
Basura a > de 10 m. de la vivienda 6 9 15 83,3
Basura dentro de los 10 m de la vivienda 3 - 3 16,6
Anexos en el peridomicilio Gallinero 8 5 13 72,2
Cochinera 1 - 1 5,5 0,271
Deposito de lefia 6 7 13 72,2
Disposicion de excretas
Baifio con poceta conectada a pozo séptico 9 8 17 94,4 0,330
Excusado de hoyo o letrina - 1 1 5,5
Recoleccion de basura y desecho
Recoleccion municipal 6 - 6 33,3
Quemada - 3 3 16,6 0,004
Se arroja en cualquier lugar 3 6 9 50,0
Reservorios parasitarios
Convive con animales (caninos) 7 5 12 66,6 0,405
CLINICAS (Pacientes con lesiones)
Tipo de lesion Lesiones activas - 3 3 16,6
Lesiones curadas 9 9 18 100,0 0,479
Tratamiento Sanidad 7 8 15 83,3
Casero 2 1 3 16,6 0,466

*valor de la significancia para la prueba y° de Pearson (p < 0.05)
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Se observo que la mayoria de las viviendas seleccionadas en este estudio se
caracterizan por tener paredes de bloques/ladrillo frisado (50,0%), especialmente en
la zona de El Pozo, y bloques/ladrillo sin frisar (33,3%) en la zona de Los Filtros. Los
techos predominantes son de zinc/acerolit (50,0) en Los Filtros, seguidos por techos
de machihembrado (38,8%). En cuanto a los pisos, el 77,7% de las casas tiene pisos
de cemento, con un menor porcentaje de pisos de tierra (16,7%), estos ultimos

ubicados en Los Filtros.

Todas las viviendas en el estudio (100%, n=18) estan rodeadas de bosque
hiimedo, arbustos y césped a menos de 10 metros, con igual distribucion en El Pozo
(n=9) y Los Filtros (n=9). El 88,8% (n=16) de las viviendas, principalmente en El
Pozo (n=9) tienen matas de café o cacao a menos de 10 metros. La mitad de los
hogares (50%, n=9) cuentan con sitios para almacenar cosechas a menos de 10
metros, sobre todo en Los Filtros. En cuanto a la basura, el 83,3% (n=15) de los
habitantes la ubican a mas de 10 metros de la vivienda, especialmente en Los Filtros
(n=9), mientras que el 16,6% (n=3) en la zona El Pozo, la tienen dentro de los 10
metros de la vivienda. La proximidad de estos elementos, particularmente del bosque
huimedo, puede influir en la presencia de vectores de leishmania, ya que estos insectos
se desarrollan en ambientes calidos y himedos y encuentran en la vegetacion un

hébitat propicio para su reproduccion.

En el peridomicilio de las viviendas estudiadas, se observo que el 72,2% (n=13)
tiene gallineros y depositos de lefia, tanto en la zona de El Pozo (n=8) como en Los
Filtros (n=7). Solo un 5,5% (n=1) cuenta con cochineras, ubicada en la zona de El
Pozo. En cuanto a la disposicion de excretas, la mayoria (94,4%, n=17) tiene bafios
conectados a pozos sépticos, sobre todo en El Pozo (n=9), mientras que un 5,5%

(n=1) usa letrinas en Los Filtros.
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Sobre la recoleccion de basura, el 50,0 % (n=9) la arroja en cualquier lugar, con
mayor incidencia en Los Filtros (n=6) seguido de El Pozo (n=3). El 33,3% (n=6)
utiliza recoleccién municipal, exclusivamente en El Pozo, y un 16,6% (n=3) quema la
basura particularmente en Los Filtros. En cuanto a los reservorios de Leishmania, el
66,6% (n=12) de los habitantes, convive con animales, principalmente perros,

destacando la zona El Pozo (n=7).

Respecto a las caracteristicas clinicas de los habitantes y que forma parte del
criterio de inclusion, el 16,6% (n=3) presentd lesiones activas sugestivas de
leishmaniasis, todas en Los Filtros. En ambas zonas, el 100% (n=18) de los habitantes
tenian lesiones curadas. En cuanto al tratamiento, el 83,3% (n=15) recibi6 tratamiento

sanitario y el 16,6% (n=3) utilizé6 métodos caseros.

Al analizar las variables, no se encontrd asociacion estadisticamente
significativa en la mayoria de los factores (Condicion de la vivienda [paredes: y° =
4,10; p= 0,129; techos: XZ = 2,56; p= 0,464; pisos: )(2 =4,02; p= 0,134]; Alrededores
de la vivienda: )(2 = 3,11; p= 0,090; Anexos en el peridomicilio: )(2 = 1,39; p= 0,271;
Disposicion de excretas: »° = 0,95; p= 0,330; Convive con animales: y° = 0,69; p=
0,405; Tipo de lesion: )(2 =2,17; p= 0,479; Tratamiento recibido: Xz =0,53; p=0,466),
sin embargo, si hubo asociacion estadistica entre la recoleccion de basura (X2 =10,97;
p=0,004) y la presencia de vectores de leishmania en la zona estudiada. Este hallazgo
resalta la importancia de la gestion adecuada de residuos para controlar la
propagacion de los vectores, que encuentran en los residuos un ambiente propicio

para desarrollarse.
Ademéas de analizar las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de los

habitantes de la comunidad y la distribucion geoespacial de las especies de

flebotomos colectados; se realizé un analisis molecular por lotes de Lutzomyia segun
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especie, zona y numero de trampa, con el fin de determinar la prevalencia de

infeccion natural por Leishmania spp.

Medida de la concentracion y pureza del ADN a partir de Lutzomyia

La Tabla 3 compara cuatro protocolos diferentes utilizados para evaluar la
concentracion y pureza del ADN extraido, con el objetivo de determinar la
metodologia que ofrece el mejor rendimiento para el andlisis molecular. Estos
protocolos se realizaron antes del ensayo de extraccion de ADN en los lotes de
Lutzomyia, clasificados segun especie, zona y nimero de trampa. Los métodos
evaluados fueron: sonicacion con el disruptor de ultrasonido, homogeneizador de
tejidos, maceracion con mortero y lisis con proteinasa K. Los resultados mostraron
que con la maceracion se obtiene un ADN de mayor concentracion, pero con baja
pureza, mientras que la lisis con proteinasa K resulta en un rendimiento bajo, pero
con mejor pureza. Finalmente, se optd por usar el homogeneizador de tejidos debido a
que proporciona un mejor rendimiento en términos de concentracion y pureza del

ADN extraido.

Tabla 3. Medida de la concentracioén y pureza del ADN con los protocolos
de extraccion evaluados.

Protocolo de extraccion Ay NIM A,go NIM [ ] ng/pL As60/280 NIM
Sonicacion con ultrasonido 0,068 0,061 34,0 1,114
Homogeneizador de tejidos 0,071 0,056 35,5 1,267
Maceracion con mortero 0,134 0,111 67,0 1,207
Lisis con proteinasa K 0,057 0,039 28,5 1,461

Determinacion de los complejos de Leishmania mediante PCR multiple de la

region intergénica de miniexon
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La Figura 9 muestra los resultados de la amplificacion del ADN de Leishmania
spp. mediante PCR y electroforesis en gel de agarosa al 2%, utilizando los lotes de
Lutzomyia 1 al 40. En los geles A, B, C y D de la Figura 9 se muestran las corridas
electroforéticas de las muestras 1 a 40. Lamentablemente, no se detectd infeccion
natural por Leishmania, ya que no se observo la amplificacion de bandas de la region
intergénica del miniexon, al compararlas con un marcador de tamafio de 100 pb. Esta
ausencia de bandas caracteristicas, incluso en los controles, evidencia una limitacion

de la técnica molecular utilizada y sugiere que los controles podrian haber estado

M CPICP2CP3 1 2 3 4 5 6 7 CN M 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

A

M 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 pb M 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

deteriorados. Para mejorar la fiabilidad de los resultados, se recomienda optimizar las
condiciones experimentales de amplificacion y utilizar controles de calidad 6ptima en
futuros estudios. Estos ajustes permitirian una mejor separacion y visualizacion de las

bandas, incrementando la precision y validez de los hallazgos.

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de amplificacion de
ADN de Leishmania en los lotes de Lutzomyia, muestras 1 al 40, tefiido con bromuro
de etidio (0,5 pg/ml). Se emplearon oligonucleétidos LU-5A, LB-3C, LM-3A y LC-
3L de la region intergénica de miniexén de los complejos de Leishmania. M=
marcador de tamafio molecular 100 pb. Canal CP1= control positivo L. braziliensis



(PHS), CP2= control positivo L. mexicana (S66), CP3= control positivo L. chagasi
(515), 1 al 40= muestras de ADN de lotes de Lutzomyia 1 a 40, CN= control negativo.
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DISCUSION

En esta investigacion se determind la diversidad y abundancia de especies de
flebotomos presentes en las zonas rurales del caserio Las Marias, utilizando el
software QGIS para actualizar el inventario de especies epidemiologicamente
importantes como vectores de leishmaniasis. Los resultados obtenidos en las zonas de
El Pozo y Los Filtros, donde se colectaron 155 ejemplares adultos del género
Lutzomyia, distribuidos en cuatro especies: Lu. ovallesi, Lu. panamensis, Lu. olmeca
bicolor y Lu. gomezi, son significativos y revelan una distribucion variada de las

especies en las zonas estudiadas.

Las especies mas predominantes en los puntos de muestreo del 4rea de estudio
fueron Lu. ovallesi y Lu. panamensis, en particular, la predominancia de Lu. ovallesi
con un 71,6% del total de ejemplares colectados sugiere una alta adaptabilidad de esta
especie a las condiciones locales, similar a lo encontrado por Jorquera et al. (2005) en
el estado Sucre, Venezuela, con abundancias relativas de 82,75% y 17,42%,

respectivamente .

Lu. ovallesi, una especie con amplia distribucion desde
Centroamérica hasta el norte de Sudamérica, ha sido incriminada como transmisor de
Leishmania en Venezuela, Guatemala, Panama, Belice y Colombia. En Venezuela, es
el principal vector de LC, frecuentemente encontrado cerca de viviendas en distintas
altitudes de los Andes venezolanos ®¥. La presencia de Lu. panamensis en un 16,1%
destaca su relevancia epidemioldgica, dada su asociacion con la transmision de LC y

la dominancia de esta especie puede variar significativamente segun el microhébitat,

algo que se observa en la distincion entre las zonas de El Pozo y Los Filtros.
La identificacion de Lu. olmeca bicolor y Lu. gomezi con un 9,0% y 3,2%

respectivamente, es particularmente notable ya que estos representan los primeros

registros de estas especies en el estado Carabobo. Esto amplia la comprension de la
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distribucion geografica de estos flebotomineos y coincide con los hallazgos de Galati

y Young y Duncan (19:20)

, quienes destacaron la importancia de estudios morfologicos
detallados para la correcta identificacion de especies en nuevas areas geograficas.
Segun Cazorla-Perfetti (2015), sobre el listado taxonomico de las especies de
flebotomos (Diptera: Psychodidae, Phlebotominae) descritas hasta el presente para
Venezuela; Lu. olmeca bicolor se distribuye en seis entidades federales y Lu. gomezi

, e, , 35
tiene una amplia distribucion geografica en Venezuela ©”.

El comportamiento de Lu. gomezi es consistente con estudios previos que
asocian su abundancia a mayores elevaciones y proximidad a vegetacion diversa,
cultivos y que es la especie con mayor nuimero de asociaciones positivas
especificamente con animales (porcinos, bovinos, caprinos), asi como coberturas
boscosas, cultivos de cafia y frutales de mango, la cual podria adaptarse facilmente a
diferentes ambientes 7. Por otra parte, esta especie incrementa su abundancia
hacia la época de sequia (diciembre, enero, febrero), consistente con los meses de

muestreo de este estudio y cuando existe mayor cantidad de hojarasca ©¥.

El ambiente selvatico del caserio Las Marias, junto con la presencia de animales
reservorios y la intervencion humana al modificar la cubierta vegetal, crea un entorno
propicio para los flebotomos, similar a lo documentado por Valderrama et al. (2011),
quienes correlacionaron la distribucion geografica de flebétomos con factores
ecoldgicos, climaticos y antropogénicos ©°). Segtin Costa Feitosa y Castellon (2006),
la composicion de especies de flebotomos puede ser influenciada por las condiciones

P . e e 40
geograficas y microclimaticas “?.

Ademéds, Contreras (2013) senhala que la
destruccion de ecosistemas naturales por la desforestacion afecta la dindmica de
transmision de leishmaniasis, asi como en la vegetacion y en la abundancia de

especies, donde algunas desaparecen y otras se tornan mas abundantes ©°.
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Las diferencias en la cantidad y especies de flebotomos encontrados en las
zonas de muestreo de Los Filtros y El Pozo, en los meses de octubre a diciembre,
temporada que correspondié a la finalizacion del invierno en la zona, podria estar
influenciado por factores intrinsecos (inherentes a la especie) y factores extrinsecos
(relativos al ambiente que inciden sobre la especie) asi como la distribucion y
abundancia de hospedadores vertebrados “". En este estudio, se usaron trampas de
luz tipo CDC para la captura de insectos, revelando grandes diferencias en la cantidad
de flebotomos colectados por sitio de muestreo. La zona de Los Filtros represent6 la
zona con mayor cantidad de flebétomos y menor diversidad de especies (72/133), lo
cual puede relacionarse a la presencia de casos activos en ese momento, tratamiento
inadecuado y factores como la altitud, clima, asi como preservacion de la vegetacion
en la zona, que contribuye a un habitat propicio para la presencia y reproduccion de

vectores de leishmaniasis.

Por el contrario, la zona de El Pozo mostré menor abundancia de flebotomos
pero mayor diversidad de especies (61/133), posiblemente debido a la altitud y
humedad generada por el cauce del rio, ademas de la ausencia de casos activos, lo que
concuerda con Feliciangeli (1987) quien reportdé de captura de Lu. gomezi en poca
abundancia en el caserio San Esteban, estado Carabobo, en la region central de
Venezuela, atribuyéndole a la baja altitud de la zona (85 m) como una de las posibles

. . r 42
explicaciones a este fendomeno *?).

Adicionalmente, Lu. gomezi posee una actividad hematofaga con picos entre las
18:00 y 20:00 h. Esta especie exhibe una notable preferencia por picar a los humanos
en lugares como en los alrededores del domicilio humano, o en las zonas
deforestadas, donde la vegetacion es escasa. Esto sugiere que esta especie se
encuentra adaptada a los recientes cambios medio-ambientales, modificando su
conducta de alimentacidn y, en consecuencia, posiblemente alterando los patrones de

transmision de enfermedades. Por su parte, Lu. olmeca bicolor es una especie que
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posee habitos antropofilicos y fotofilicos, siendo frecuentemente capturada tanto
dentro de las viviendas como en areas silvestres (bosque humedo tropical y bosque
muy himedo tropical pre-montano) no fragmentadas, asi como en éareas de cultivo.
Esta capacidad para prosperar en distintos hébitats resalta su versatilidad y adaptacion

a diversas condiciones ambientales ©°.

Desafortunadamente, no se llevd a cabo una caracterizacion completa y
detallada del habitat en cada sitio de colecta. Por ende, cualquier conclusion sobre los
factores especificos que podrian estar influyendo en las diferencias observadas entre
los sitios de colecta es meramente especulativa. Sin una descripcion exhaustiva del
ambiente, resulta dificil identificar con precision los elementos que podrian estar
causando estas variaciones en las colectas. Es necesario llevar a cabo estudios futuros

mas exhaustivos y detallados para poder esclarecer estos factores.

La distribucion geoespacial de las especies en la comunidad de Las Trincheras
revelod que Lu. gomezi 'y Lu. olmeca bicolor predominaban en El Pozo, mientras que
Lu. ovallesi y Lu. panamensis eran mas frecuentes en Los Filtros. Los mapas de calor
mostraron una correlacion entre la presencia de estas especies y las zonas de riesgo de
infeccion por Leishmania, 1o que demuestra la eficacia en la visualizacion de datos
epidemioldgicos y entomologicos para la planificacion de intervenciones de salud

publica.

A nivel molecular, no se logr6é detectar infeccion natural debido a que los
controles no funcionaron, probablemente por deterioro. Es esencial obtener nuevos
controles para mejorar la reaccion de PCR y verificar la veracidad de estos resultados.
No obstante, la disponibilidad de cepas de Leishmania en el pais es cada vez mas
limitada, y los laboratorios que cultivan estas cepas también estdn disminuyendo,

complicando la obtencioén de controles de calidad. Esta situacion subraya la urgencia
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de fortalecer la infraestructura y los recursos para la investigacion y control de

Leishmania en el pais, garantizando asi resultados mas fiables en futuros estudios.

Finalmente, la asociacion significativa encontrada entre la recoleccion
inadecuada de basura y la presencia de vectores de leishmania subraya la necesidad
de mejorar las practicas de gestion de residuos en estas comunidades. La variacion en
la distribucion y abundancia de las especies de Lutzomyia esta influenciada por
factores ambientales y antropicos, siendo crucial el manejo adecuado de los residuos
y la vegetacion circundante para reducir el riesgo de transmision de leishmaniasis.
Estudios futuros deben enfocarse en la implementacion de intervenciones basadas en

estos hallazgos para mitigar la propagacion de la enfermedad.
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CONCLUSIONES

Se identificaron y clasificaron 155 ejemplares adultos de vectores de
Leishmania spp., de los cuales 133 (85,8%) eran hembras y 22 (14,2%)
machos. La alta proporcién de hembras incrementa el riesgo de transmision.
Entre las especies predominantes Lu. ovallesi represento el 71,6% (n=111),
Lu. panamensis el 16,1% (n=25), Lu. olmeca bicolor el 9,0% (n=14), y Lu.
gomezi €l 3,2% (n=5).

En cuanto a la distribucion espacial en Los Filtros, Lu. ovallesi fue
predominante en el 41,9% (n=65) de las viviendas y Lu. panamensis en el
3,9% (n=6) mientras que, en el Pozo, Lu. ovallesi se encontré en el 22,6%
(n=35) de las viviendas y Lu. panamensis en el 6,5% (n=10).

Se encontraron las especies Lu. olmeca bicolor y Lu. gomezi en 4 viviendas
(7,7%, n=12 y 2,6%, n=4) respectivamente, siendo los primeros registros para
el estado Carabobo.

La densidad de vegetacion, el clima, la temperatura, las condiciones
socioeconomicas y sociosanitarias inadecuadas favorecen la persistente
aparicion de casos de leishmaniasis en la zona, identificAndose areas de mayor
riesgo en un posible mapeo.

No se obtuvo evidencia de infeccion natural por Leishmania spp. mediante
PCR multiplex, sugiriendo la necesidad de ajustar las técnicas moleculares
utilizadas.

Es importante implementar medidas de control y prevencion de la
leishmaniasis en el caserio Las Marias y realizar estudios mas detallados sobre

L. gomezi'y L. olmeca-bicolor en el estado Carabobo.
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RECOMENDACIONES

Incrementar los recursos para la realizacion de estudios taxonomicos y eco
epidemioldgicos mas amplios y cuya duracion sea minimo de 1 afio, con el fin
de proporcionar informacion nueva y util sobre las especies Lu. olmeca-
bicolor'y Lu. gomezi en el edo. Carabobo.

Determinar la existencia de otros posibles reservorios dentro de la amplia
variedad de especies domésticas y silvestres que puedan estar infectadas, con
el fin de investigar su relacion con la abundancia del vector.

Ampliar las zonas de muestreo del caserio las Marias para desarrollar mapas
predictivos de abundancia de flebétomos que facilitarian el disefio de
programas de control del vector en toda la comunidad.

Realizar ensayos continuos para la determinacion de los complejos de
Leishmania mediante PCR multiplex de la region intergénica de miniexoén con
nuevos controles positivos de las cepas de Leishmania en cultivo L.
braziliensis, L. mexicana'y L. donovani.

Los hallazgos de esta investigacion deben ser utilizados como referencia para
el desarrollo de programas de salud epidemiologicos destinados al control
endémico de la leishmaniasis. Implementar estos programas en areas
endémicas ayudard a monitorear y reducir la incidencia de la enfermedad,

mejorando la calidad de vida de las comunidades afectadas.
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ANEXOS

ANEXO A: Consentimiento informado para colocacion de trampas

hg“”‘f UNIVERSIDAD DE CARABOBO '81 @
L FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD = [
ESCUELA DE BIOANALISIS-SEDE CARABOBO Bt

4

INSTITUTO DE BIOLOGIiA MOLECULAR DE PARASITOS
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS “DR. FRANCISCO J. TRIANA ALONSO”

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Entre el Instituto de Biologia Molecular de Paréasitos (Instituto BioMolP) y el Instituto de
Investigaciones Biomédicas “Dr. Francisco J. Triana Alonso” (Instituto BIOMED) se lleva a cabo la
investigacion titulada: “Distribucion espacial y prevalencia de infecciéon natural por Leishmania
spp. en Lutzomyia spp. (Diptera: Psychodidae) colectados en la comunidad Las Trincheras,
municipio Naguanagua, estado Carabobo, 2023”.

Dirigido a todo el grupo familiar del caserio Las Marias, comunidad Las Trincheras del municipio
Naguanagua estado Carabobo para el diagndstico de infeccion natural por Leishmania en mosquitos
transmisores de leishmaniasis, que es una enfermedad que se ha reportado en esta zona.

Yo, , portador(a) de la C.I. N° , representante
de la familia , hago constar que he sido informado(a) del proposito
de esta investigacion, que he hecho las preguntas que me surgieron y he recibido informacion suficiente
sobre el mismo. Asi mismo doy mi consentimiento y autorizacion para la colocacion de trampas de luz
en los alrededores de mi vivienda para atrapar los mosquitos y se le realicen los estudios de diagnostico
en los laboratorios de la Universidad y se confirme la presencia de insectos infectados por Leishmania.
Los investigadores responsables me garantizan confidencialidad y se han comprometido a darme
informacion oportuna sobre cualquier inquietud relacionada con la investigacion. Entiendo que
conservo el derecho de retirar la participacion de mi grupo familiar del estudio, en cualquier momento
que desee.

Firma del Jefe de Familia

DECLARACION DEL INVESTIGADOR:

Luego de haber explicado detalladamente al participante la naturaleza del protocolo mencionado.
Certifico mediante la presente que, a mi leal saber, el sujeto que firma este formulario de
consentimiento comprende la naturaleza, requerimientos, riesgos y beneficios de la participacion en
este estudio. Ningtn problema de indole médica, de idioma o de instruccion han impedido al sujeto
tener una clara comprension de su compromiso con este estudio.

Nombre del Investigador:
C.I:

Lugar: Firma del Investigador:
Fecha:
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ANEXO B: Formato de informacién relacionado con el tipo de vivienda

UNIVERSIDAD DE CARABOBO ’8\_ \'\\ @
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD s it

ESCUELA DE BIOANALISIS-SEDE CARABOBO
INSTITUTO DE BIOLOGIiA MOLECULAR DE PARASITOS
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS “DR. FRANCISCO J. TRIANA ALONSO”

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Proyecto de Investigacion: “Distribucion espacial y prevalencia de infeccion natural por Leishmania spp. en
Lutzomyia spp. (Diptera: Psychodidae) colectados en la comunidad Las Trincheras, municipio
Naguanagua, estado Carabobo, 2023”.

El presente formato de recoleccion de datos tiene como objetivo determinar las caracteristicas estructurales de
las viviendas seleccionadas. Se realiza con fines investigativos.

Formato N° Encuestador: Fecha: / /2023

Zona: Casa N°: Jefe de Familia:

Caracteristicas de la Vivienda:

1. Ubicaciéon: Urbana Periurbana Rural

2. Tipo de Vivienda: Quinta Casa Vivienda rural Rancho Otro

3. La vegetacion y el area de los alrededores de la vivienda es: Bosque hiimedo a < 10 m. de la vivienda

(peridomicilio)  Bosque humedo a > 10 m. de la vivienda __ Arbusto y césped rodeando la
vivienda <10 m __ Arbusto y césped rodeando la vivienda > 10 m Matas de café o cacao <
10m __ Matas de café o cacao > 10 m ___ Sitios para almacenar cosechas dentro de los 10 m. de
la vivienda  Basura dentro de los 10 m. de la vivienda _ Basura a > de 10 m. de la vivienda

Nada de basura ni vegetacion cerca de la vivienda

4. Material del techo: Platabanda Teja Machihembrado Laminas asfalticas
Laminas metalicas (zinc/acerolit) Asbesto Palma
5. Material de las paredes: Bloques o ladrillo sin frisar Bloques o ladrillo frisado Concreto
Madera aserrada, formica, fibra de vidrio y similares Adobe, tapia o bahareque frisado
Adobe, tapia o bahareque sin frisar Otros (palmas, tablas o similares)

6. Material del piso: Marmol, mosaico, granito, vinil, ceramica, ladrillo, terracota y similares
Madera Cemento Tierra Otros
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18.

19.

20.

21.

Estructura de la casa, ;Cuantos tiene?: Cocina Sala Dormitorios Bafios
Porche

Cantidad de personas que habitan la vivienda:

Cuantos dormitorios posee la vivienda:

Cuantos duermen por habitacién: Habitacion 1 Habitacion 2 Habitacion 3 Otro

Cantidad de personas con lesiones activas o curadas: Con lesiones activas
curadas

Con lesiones

De las personas con lesiones curadas el tratamiento fue: Casero Por Sanidad

Cuantas personas laboran en oficios del campo y donde: Ubicacion

Presencia de anexos en el peridomicilio: Gallinero Palomar Conejera Cochinera
Corral Deposito de leha Trojas Otros

El agua llega a la vivienda por: Acueducto o tuberia Camion cisterna Pila publica o

estanque Pozo con tuberia o bomba Pozo o manantial protegido Otros medios

Lugar de disposicion de excretas: Bafo con poceta conectada a cloaca

Bafio con poceta

conectada a pozo séptico Poceta sin conexion a cloaca o a pozo séptico Excusado de hoyo
o letrina A cielo abierto

La vivienda dispone de: Electricidad Teléfono Gas Radio Television
Bicicleta Motocicleta Auto/Camioneta Alcantarillado Tanque de agua

La recoleccion de basura y desecho se realiza en: Recoleccion municipal Quemada
Enterrada  Cielo abierto  Se arroja en cualquier lugar

Convive en su casa con animales: Perros ~~ Gatos  Gallinas/pollos Otros
Posee animales caninos en la vivienda: Si No

En caso de si, cantidad En caso de si, le observo lesiones

Gracias por su colaboracién
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ANEXO C: Reporte de funcionamiento de trampas de luz CDC

18/40
UNIVERSIDAD DE CARABOBO OV UL
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD T
ESCUELA DE BIOANALISIS-SEDE CARABOBO BH-,;J C
INSTITUTO DE BIOLOGiA MOLECULAR DE PARASITOS

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS “DR. FRANCISCO J. TRIANA ALONSO”

Entre el Instituto de Biologia Molecular de Paréasitos (Instituto BioMolP) y el Instituto de
Investigaciones Biomédicas “Dr. Francisco J. Triana Alonso” (Instituto BIOMED) se lleva a cabo la
investigacion titulada: “Distribucion espacial y prevalencia de infeccién natural por Leishmania
spp. en Lutzomyia spp. (Diptera: Psychodidae) colectados en la comunidad Las Trincheras,
municipio Naguanagua, estado Carabobo, 2023”.

Dirigido a todo el grupo familiar del caserio Las Marias, comunidad Las Trincheras del municipio

Naguanagua estado Carabobo para el diagndstico de infeccion natural por Leishmania en mosquitos
transmisores de leishmaniasis, que es una enfermedad que se ha reportado en esta zona.

REPORTE DE FUNCIONAMIENTO DE TRAMPAS DE LUZ CDC

Formato N° Colector: Fecha: / /2023

Cant. Trampas: N° Viviendas seleccionadas: Hora Inicio: Hora Finaliza:
N° Estado de la trampa CDC durante la noche

¢ Zona Casa Jefe familia | Latitud (Longitud

rampa E SA | PL Observaciones
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E= Encendida; SA= Se apag6; PL= Poca luz
,O\ b »
recoleccion y reporte de insectos 10 \ @

[t a— J\ C
UNIVERSIDAD DE CARABOBO DHT!
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ESCUELA DE BIOANALISIS-SEDE CARABOBO
INSTITUTO DE BIOLOGIiA MOLECULAR DE PARASITOS
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS “DR. FRANCISCO J. TRIANA ALONSO”

FICHA DE RECOLECCION Y REPORTE DE INSECTOS

Proyecto de Investigacion: “Distribucién espacial y prevalencia de infeccion natural por Leishmania spp. en
Lutzomyia spp. (Diptera: Psychodidae) colectados en la comunidad Las Trincheras, municipio
Naguanagua, estado Carabobo, 2023”.

El presente formato de recoleccidon y reporte de insectos tiene como objetivo determinar las caracteristicas
ambientales del habitat y la morfologia de los insectos capturados. Se realiza con fines investigativos.

Formato N° Colector: Fecha de colecta: /12023
Zona: Casa N°: Jefe de Familia: Tipo de trampa:
N° trampa: Sitio de colecta: Latitud: Longitud:

Condiciones del Ambiente:

Lluvia: Humedad minima: Humedad maxima:

Viento: Temperatura minima: Temperatura maxima:

Criterio: 1) Ausente; 2) Suave; 3) Moderado; 4) Fuerte

Descripcion de la Captura:

NP° insectos: N° fleboétomos: N° hembras: N° machos:

Caracteristicas generales Caracteristicas hembras

Identificacion: Orden: Familia: Género: Especie:

Conservacion en etanol 90%:

Montaje para taxonomia:

45



