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RESUMEN 

Los parásitos del género Leishmania se transmiten a los humanos por la picadura 

de flebótomos infectados. En la naturaleza los flebótomos se alimentan de 

diferentes tipos de azúcares provenientes de plantas para adquirir hidratos de 

carbono, en su etapa larval suelen alimentarse de heces de animales y materia 

orgánica en estado de descomposición por lo que tienen la posibilidad de adquirir 

microorganismos como bacterias y hongos. Los microorganismos que forman 

parte de la microbiota intestinal de los flebótomos pueden tener un efecto negativo 

en la colonización de patógenos ya sea por una interacción microbiana directa, 

por la activación de mediadores inmunitarios o por la competencia por nutrientes 

esenciales, lo que ha llevado al descubrimiento de nuevas herramientas de 

bloqueo basadas en la paratrasgénesis. En ese sentido, la finalidad de este 

estudio fue determinar, mediante marcadores moleculares, la coexistencia de 

Leishmania spp. y endosimbiontes presentes en los individuos de las especies del 

género Lutzomyia. Utilizando trampas de luz tipo CDC se colectaron flebótomos 

en cuatro sitios ubicados en la comunidad de Aruza, Provincia de Darién y se 

obtuvieron 552 individuos representados en 21 especies de flebótomos. A través 

de la amplificación por PCR, 57 individuos resultaron positivos para el gen ITS-1 

de Leishmania spp., 37 para el gen 16S de Wolbachia sp. y 299 para el gen 16S 

bacteriano. Se detectó infección por Leishmania spp. en 12 de las 21 especies de 

flebótomos analizados, aunque la proporción de Wolbachia sp. fue relativamente 

baja, se encontró en 11 especies de flebótomos. El filo bacteriano predominante 

fue Proteobacteria y encontramos 22 géneros bacterianos de los cuales 7 se 

reportan por primera vez en flebótomos. Estos resultados nos proporcionan 

evidencia científica que permitirá desarrollar nuevas estrategias de intervención 

para el control de los flebótomos y así romper las barreras de transmisión de la 

leishman iasis. 
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SUMARY 

Parasites of the genus Leishmania are transmitted to humans by the bite of 

infected sandflies. In nature, sandflies feed on different types of sugars from plants 

to acquire carbohydrates; in their larval stage they usually feed on animal feces 

and decaying organic matter, so they have the possibility of acquiring 

microorganisms such as bacteria and fungi. The microorganisms that are part of 

the intestinal microbiota of sandflies can have a negative effect on the colon ization 

of pathogens either by direct microbial interaction, by activation of immune 

mediators, or by competition for essential nutrients, which has led to the discovery 

of new blocking tools based on paratransgenesis. In this sense, the purpose of this 

study was to determine by means of molecular markers the coexistence of 

Leishmania spp. and endosymbionts present in the individuals of the species of 

the genus Lutzomyia. Using CDC type light traps, phlebotomine sandflies were 

collected in four sites located in the community of Aruza, Darien Province, and 552 

individuals divided into 21 species of sandflies were obtained Through POR 

amplification, 57 individuals were positive for the ITS-1 gene of Leishmania spp., 

37 for the 16S gene of Wolbachia sp., and 299 for the bacterial 16S gene. 

Leishmania spp. infection was detected in 12 of the 21 sandflies species analyzed, 

although the proportion of Wolbachia sp. was relatively low, it was found in 11 

species of sandflies. The predonninant bacterial phylum was Proteobacteria and 

we found 22 bacterial genera of which 7 are reported for the first time in sandflies. 

These results provide us with scientific evidence that will allow us to develop new 

intervention strategies for the control of sandflies and thus break the barriers of 

leishmaniasis transmission. 
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INTRODUCCIÓN 

Los parásitos del género Leishmania pertenecen al Orden Trypanosomatida, 

Familia Trypanosomatidae y varias especies producen la enfermedad 

leishrnaniasis en los humanos (Bruschi & Gradoni, 2018). Se han descrito 

aproximadamente 53 especies de Leishmania incluyendo los cinco subgéneros y 

complejos: Leishmania, Viannia, Sauroleishmania, complejo Leishmania enriettii y 

Paraleishmania; de estas, se sabe que 31 especies son parásitos de los 

mamíferos y  22 especies son patógenas para los seres humanos (Steverding, 

2017). 

La Leishmania se transmite a los humanos por la picadura de flebótomos 

infectados, de los cuales han sido incriminados como transmisores 98 especies 

de los géneros Phlebotomus (Viejo Mundo) y Lutzomyia (Nuevo Mundo) (Maro¡¡ et 

al., 2013). En Panamá, se han reportado 76 especies de flebótomos (Feliciangeli, 

1989), de los cuales cinco han sido incriminados como vectores de la 

leishmaniasis, incluyendo a Lutzomyia ylephiletor (Fairchild & Hertig), Lutzomyia 

sanguinaria (Fairchild & Hertig), Lutzomyia panamensis (Shannon), Lutzomyia 

trapidoi (Fairchild & Hertig) y Lutzomyia gomezi (Nitzulescu) (Valderrama et al., 

2008; Christensen & Herrer 1973). 

En la naturaleza, la alimentación de los flebótomos es importante para ingerir 

macrófagos infectados que se transforman en formas de amastigote de 

Leishmania en el intestino medio. Una vez emergen los adultos se alimentan de 
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diferentes tipos de azúcares provenientes de plantas, para adquirir hidratos de 

carbono. En su etapa larval suelen alimentarse de heces de animales y materia 

orgánica en estado de descomposición, por lo que tienen la posibilidad de adquirir 

microorganismos como bacterias y hongos (Sant 'Anna etal., 2012: Oliveira etal., 

2000). Las hembras se alimentan hasta dos veces de sangre para completar su 

ciclo gonadotrófico (Moraes et al., 2018). Algunos flebótomos tienen una amplia 

variedad de huéspedes vertebrados para alimentarse: los cánidos, roedores y 

marsupiales son de mayor preferencia. Sin embargo, algunas especies se han 

adaptado a alimentarse de humanos. Por lo que, la transmisión de la Leishmania 

puede tener una dinámica de transmisión zoonótica o antroponótica (Steverding, 

2017). 

Las comunidades bacterianas adquiridas por los insectos a través de su 

alimentación están involucradas en el proceso de digestión de material orgánico, 

absorción de hierro en los eritrocitos, aminoácidos y vitaminas del complejo B 

(Vivero et al., 2016). Adler & Theodor (1929), fueron los primeros en sugerir que 

la presencia de estos microorganismos podría intervenir en el desarrollo de 

Leishrnania spp. en el intestino de los flebótomos (Dillon etal., 1996). 

Los microorganismos que forman parte de la microbiota intestinal de los 

flebótomos pueden tener un efecto negativo en la colonización de patógenos, ya 

sea por una interacción microbiana directa, por la activación de mediadores 

inmunitarios o por la competencia por nutrientes esenciales (Sant'Anna et al., 

2012). Por otro lado, las bacterias también pueden interrumpir las interacciones 

4 



necesarias entre el patógeno y el epitelio del vector y producir moléculas 

antiparasitarias (Telleria etal., 2018; Azambuja etal., 2005). 

Existe evidencia de que el intestino medio de los insectos vectores es un 

órgano inmunorreactivo, que puede responder tanto a las bacterias como a los 

parásitos y producir una variedad de péptidos antimicrobianos (AMP) (Azambuja 

et al., 2005). Los péptidos antimicrobianos son componentes multifuncionales del 

sistema inmune innato de organismos eucariotas y procariotas, cumplen funciones 

antibacterianas, antifúngicas y antivirales. Además, regulan la actividad simbiótica 

limitando su producción o eliminándolas (Mergaert, 2018). Por lo que, tienen una 

actividad prometedora en aplicaciones terapéuticas y profilácticas (Wu et al., 

2018). 

En los últimos años se han llevado a cabo estudios demostrando que la 

microbiota intestinal, tiene un papel fundamental en la inducción, maduración y 

función del sistema inmunitario del huésped, que puede modular la resistencia a 

la colonización, reduciendo las poblaciones de parásitos en el intestino del insecto 

e interfiriendo con la transmisión de la enfermedad (Louradour et al.. 2017: Kelly 

etal., 2017). 

Muchas simbiosis son indispensables para la fisiología del huésped, por este 

motivo, una comprensión detallada de cómo los patógenos interactúan con los 

vectores y su microbiota residente puede conducir al desarrollo de nuevos 

métodos de control para bloquear la transmisión de enfermedades. Esto ha 

llevado al descubrimiento de nuevas herramientas de bloqueo basadas en la 



paratransgénesis, donde las bacterias se modifican para interferir con la 

transmisión de patógenos. En ese sentido, el primer paso es la caracterización de 

la microbiota intestinal presente en los insectos vectores, lo que nos ayudará a 

crear evidencia científica para la elaboración de nuevas estrategias de 

intervención y control de los vectores que puedan bloquear la transmisión del 

agente patógeno y así romper las barreras de transmisión de la leishmaniasis. 
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OBJETIVOS 

Objetivo General: 

Determinar mediante marcadores moleculares la coexistencia de Leishmania 

spp. y endosimbiontes presentes en los individuos de las especies del género 

Lutzomyia. 

Objetivos Específicos: 

1. Identificar las especies de Lutzomyia capturadas en distintos ambientes 

ecológicos en la comunidad de Aruza en la provincia de Darién. 

2. Determinar las especies de endosimbiontes presentes o no en relación a 

los individuos infectados con Leishmania. 

3. Caracterizar molecularmente las bacterias y especies de Leishmania 

presentes en los individuos del género Lutzomyia. 
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CAPÍTULO I 

FUNDAMENTACIÓN TEÓRICA 

1. Interacción huésped-parásito 

En la naturaleza, vivir en simpatía no es sinónimo de competencia vectorial, ya 

que los vectores pueden ser específicos (transmiten especies particulares de 

Leishmania) o no específicos (pueden albergar varias especies de Leishmania) 

(Sacks & Kamhawi, 2001). Esta especificidad es impulsada por varios factores 

moleculares que permiten que el parásito infecte, sobreviva, se multiplique dentro 

del intestino medio del vector y se transmita a un huésped vertebrado durante la 

ingesta de sangre (Ramalho-Ortigao etal., 2010). 

En consecuencia, la competencia vectorial de los flebótomos depende de la 

preferencia del vector por alimentarse de humanos, estar infectado con las 

especies de Leishmania que se encuentran en humanos y poder completar su 

desarrollo dentro del intestino medio después de la digestión de la sangre (Telleria 

etal., 2018). 

Las hembras de flebótomos adquieren el parásito al alimentarse de un huésped 

infectado, a partir de ahí los parásitos de Leishmania se diferencian en varias 

etapas de desarrollo a medida que migran del intestino medio posterior a la válvula 

estomodal, esto trae como resultado de la disminución de la temperatura y el 
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aumento del pH en el intestino medio del flebótomo (Dostálová & Volf, 2012; Sacks 

et al,, 2008). 

En primer lugar, los amastigotes (forma pequeña de 3-5 pm, inmóvil y 

redondeada del parásito) se diferencian en promastigotes procíclicos (formas 

débilmente móviles con flagelo corto). Estas son las primeras formas replicativas 

que proliferan y están separadas del intestino medio por una matriz peritrófica. 

Pasadas unas 48 a 72 horas, los parásitos comienzan a ralentizar su replicación 

y se diferencian en nectomonas (largos y muy móviles), cuya función es escapar 

de la matriz peritrófica, para anclarse al revestimiento de las células epiteliales del 

intestino medio y migrar hacia la parte anterior del intestino torácico. 

Posteriormente las leptomonas surgen de las nectomonas y finalmente, se 

observan dos etapas en la válvula estomodeal, haptomonas y promastigotes 

metacíclicos infecciosos, que migran a las glándulas salivales y esperan el inicio 

de la alimentación (Figura 1) (Ramalho-Ortigao el al., 2010; Sacks el el., 2008; 

Kamhawi, 2006). El tiempo aproximado que necesitan los parásitos para 

completar su desarrollo en los flebótomos es de 6 a 9 días, dependiendo de la 

especie (Bates & Rogers, 2004). 

La ingesta de sangre por los flebótomos induce respuestas fisiológicas en su 

intestino medio, que incluyen la secreción de arma y secreción de enzimas 

digestivas. El primer determinante de la competencia vectorial es la capacidad de 

los parásitos para sobrevivir al ataque de las proteasas del intestino medio, que 

alcanzan su punto máximo entre 18 a 48 horas después de la alimentación con 
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Promastigotesprociclicos, 24-48h 

Nectomonas, 48-72h 

- Leptomonas, 4.7 dias 

- Promastigotes metaciclicos. 5-7 dias 

Haptomonas. 5-7 dias 

Intestino postenor 

- - 

Intestino anterior 

Matriz pentrófica 

sangre (Sacks & Kamhawi, 2001). Por el contrario, los flebótomos probablemente 

reconocen la presencia de Leishmania y desarrollan una respuesta inmune a la 

infección (Pitaluga et al.. 2009). 

Intestino medio toráxico 

Válvula estomodeal 	i 	 Intestino medio abdominal 

Figura 1. Ciclo de vida de Leishmania spp. en el vector (Kamhawi, 2006). 

El éxito de la colonización de Leishmania en el intestino medio de los 

flebótomos está determinado por varios factores moleculares, dónde el parásito 

resiste el proceso digestivo, interfiriendo y modulando la transcripción de varios 

genes de enzimas digestivas (Telleria et al., 2018: Dostálová et al., 2011; 

Sant'anna etal., 2009). Leishmania secreta un péptido mioinhibidor que interfiere 

en el peristaltismo intestinal, lo que retrasa la eliminación fecal, impidiendo que 

los parásitos sean excretados después de la ingestión de sangre (Vaidyanathan, 
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2004). Además, el parásito daña la válvula estomodal del insecto, dificultando así 

el proceso de ingestión de sangre. Ambas estrategias, facilitan la colonización de 

Leishmania en el intestino medio, permiten el desarrollo de los parásitos y su 

posterior transmisión (Telleria etal., 2018; Volfetal., 2004). 

2. Asociaciones simbióticas en insectos 

Todos los mamíferos posterior a su nacimiento, desarrollan una asociación 

microbiana compleja, mutuamente beneficiosa y diversa que reside en distintas 

áreas de sus organismos como la piel, la boca, la mucosa vaginal y el tracto 

gastrointestinal (Weiss & Aksoy, 201 1). 

A diferencia de los eucariotas superiores, los insectos albergan una comunidad 

microbiana menos diversa. Estas asociaciones simbióticas dependen de sus 

dietas nutriciona¡mente limitadas como sangre de vertebrados, materia orgánica 

en descomposición, floema de plantas o madera (Weiss & Aksoy, 2011). 

La microbiota intestinal de los insectos está implicada en la protección contra 

depredadores, patógenos y parásitos; en la compensación de la dieta pobre en 

nutrientes; en la mediación de la comunicación interespecífica e intraespecífica; 

en el apareamiento y el éxito reproductivo y además ayuda a la digestión y 

suministro de aminoácidos esenciales y compuestos metabólicos (Jing et al., 

2020). 

Los insectos con dietas restringidas y de poco valor nutricional presentan 

asociaciones simbióticas mutualistas que involucran bacterias que son 
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transmitidas verticalmente y que son indispensables para que sus anfitriones 

sobrevivan en entornos únicos o con recursos limitados (Weiss & Aksoy, 2011). 

Por el contrario, los insectos con dietas múltiples pueden albergar una amplia 

gama de microbios comensales que se pueden adquirir verticalmente, 

horizontalmente o desde el entorno (Gupta & Nair, 2020; Telleria et al., 2018). 

3. Competencia vectorial y el papel de la microbiota 

Existen múltiples vías de inmunidad implicadas en la competencia vectorial, lo 

que da como resultado la resistencia del huésped del insecto a la infección por 

patógenos. La microbiota intestinal puede influir en la competencia vectorial de 

sus huéspedes mediante la interacción directa con los parásitos (Sant'Anna etal., 

2012) y esto puede ocurrir a través de la bioactividad inhibitoria de las enzimas o 

toxinas secretadas. Además, la microbiota puede interferir en el desarrollo de 

patógenos indirectamente al inducir la actividad del sistema inmunitario del 

huésped que, a su vez, puede eliminar los microbios patógenos (Weiss & Aksoy, 

2011). 

Estudios recientes en varios insectos demostraron que los fenotipos inducidos 

por la microbiota, tanto directos como indirectos, pueden afectar la capacidad de 

un huésped insecto para transmitir patógenos (Weiss & Aksoy, 2011). 

La producción de moléculas relacionadas con la inmunidad innata, proteasas 

digestivas, membrana peritrófica impermeable al parásito y la microbiota intestinal 
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Figura 2. Barreras que determinan la carga parasitaria en flebótomos (Omondi et 

al., 2022). 

Los insectos tienen la capacidad de activar su sistema inmune para mantener 

la homeostasis intestinal y eliminar patógenos. La respuesta celular se da a través 

de la activación de la cascada de fenoloxidasa, con la que se produce la 

fagocitosis y la encapsulación de los microorganismos patógenos (Azambuja et 

al., 2005). Mientras que las respuestas humorales conducen a la síntesis de 
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moléculas efectoras, incluidos los péptidos antimicrobianos (AMP), los cuales han 

sido descritos en muchos insectos por su rol en las respuestas inmunitarias 

innatas contra infecciones bacterianas y parasitarias (Telleria etal., 2013). 

La microbiota parece tener un papel esencial para el desarrollo de infecciones 

transmisibles al promover el estrés nutricional apropiado y las condiciones 

osmóticas requeridas para la diferenciación y supervivencia de los promastigotes 

metaciclicos en etapa infecciosa (Louradour etal., 2017). 

Estudios previos han comprobado el papel de la microbiota en la competencia 

vectorial de los flebótomos, donde la alimentación previa con ciertos hongos y 

bacterias redujeron la capacidad de Leishmania spp. para colonizar el intestino 

medio (Sant'Anna et al., 2014). 

Durante la interacción entre la microbiota y el intestino de los flebótomos, se 

pueden generar sustancias biológicamente activas como: enzimas proteolíticas, 

citotoxinas, péptidos antimicrobianos, tioésteres, galectinas y factores de 

señalización (Vivero etal., 2020). Por su parte, los flebótomos también poseen un 

sistema de defensa inmune innato contra patógenos que incluye: defensinas, 

enzimas antioxidantes, caspasas y peroxidasas, que se encargan de mantener el 

equilibrio (Dostálová & Volf, 2012). 

Las bacterias simbióticas utilizan varios mecanismos para inhibir la 

colonización de patógenos: 1) promoviendo la resistencia a la colonización a 

través de la mortalidad, 2) mediante metabolitos inhibidores, 3) la competencia por 

espacio, nutrientes y los nichos físicos. Se ha demostrado que algunas especies 
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bacterianas prefieren vivir en el lumen, la capa externa de la mucosidad o en la 

superficie epitelial (Figura 3) (Tabbabi et al., 2022). 
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Figura 3. Mecanismos utilizados por los simbiontes microbianos para inhibir la 

colonización de patógenos y determinar la competencia vectorial de los flebótomos 

(Tabbabi et al., 2022). 

Además de la competencia directa, la microbiota puede competir 

indirectamente con los patógenos al actuar sobre el huésped, lo que implica la 

activación del sistema inmune innato. Sin embargo, hay otras defensas no 

inmunitarias como las defensas conductuales que incluyen la fiebre conductual y 

la automedicación para tolerar mejor los parásitos que también pueden tener 

participación en la regulación de las condiciones osmóticas del huésped 

(Louradour et al., 2017: De Roode & Lefévre, 2012). 
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4. La microbiota intestinal de los flebótomos como determinante en la 

transmisión del parásito Leishmania spp. 

El tracto digestivo de los flebótomos, no sólo se encuentra colonizado por 

Leishmania, en él también se encuentra una microbiota intestinal diversa, rica en 

microorganismos comensales: principalmente bacterias que colonizan 

naturalmente el intestino medio de los insectos vectores (Telleria et al., 2018). 

Estos microorganismos que habitan el intestino medio de los flebótomos 

proporcionan a sus huéspedes micronutrientes que faltan en sus dietas 

restringidas y están involucrados en procesos fisiológicos, de nutrición y 

reproducción (Aksoy, 2018: Vivero et al., 2016). 

Se ha demostrado que esta microbiota diversa tiene un rol preponderante en 

la modulación de infecciones virales y parasitarias, activando respuestas 

inmunitarias o inhibiendo directamente el desarrollo de los patógenos (Ramirez et 

al., 2014) y esto puede influir en la susceptibilidad de los insectos a los virus o 

parásitos, aumentando su capacidad para una transmisión más eficaz a los 

humanos (Kelly etal., 2017). 

Otras investigaciones sugieren que la microbiota intestinal de los flebótomos 

es esencial para el desarrollo y supervivencia de Leishmania spp. (Louradour et 

al., 2017), ya que la eliminación de bacterias mediada por antibióticos del intestino 

medio de los flebótomos tiene un impacto negativo en la replicación y desarrollo 

de la forma metacíclica infecciosa de Leishmania spp. (Kelly et al., 2017). 
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En flebótomos se han encontrado varios géneros de bacterias entre Gram 

negativos y Gram positivos, de los que podemos mencionar: Acinetobacter, 

Asaia, Bacillus, Bradyrhizobium, Brevibacterium, Erwinia, Enterobacter, 

Enterococcus, Escherichia, Klebsiella, Lysinibacillus. Lysobacter, Micobacterium, 

Ochrobactrum, Pantoea, Paenibacillus, Pseudocitrobacter, Pseudomonas, 

Serratia, Shinella Staphylococcus, Streptomyces, Solibacillus y Wolbachia; la 

mayoría dentro de la familia de las Enterobacteriaceae (Oliveira et al., 2000; Vivero 

et al., 2016; Monteiro et al ., 2016: Kelly etal., 2017). 

En la mayoría de los casos, los insectos viven en armonía con su microbiota 

residente; sin embargo, esta coexistencia pacífica es el resultado de un complejo 

equilibrio entre la adaptación y el rechazo. La composición de la microbiota 

intestinal de los flebótomos es dinámica, varía en las distintas etapas de su 

desarrollo y está influenciada por el entorno y las fuentes alimenticias (Hassan et 

al., 2014), pero no sólo responde al tipo de comida que ingieren, sino también a 

la ausencia o presencia de infección por especies de Leishmania (Kelly et al., 

2017). 

Es importante mencionar que, aunque la diversidad bacteriana disminuye 

después de la ingesta de sangre por parte de los flebótomos, el número de 

bacterias aumenta (Kelly etal., 2017). Estos hallazgos proporcionan nuevos datos 

sobre la dinámica de la microbiana en el intestino del flebótomo, donde la nutrición 

podría afectar la composición del microbioma y en consecuencia, el desarrollo y 

susceptibilidad a Leishmania spp. (Tabbabi etal., 2022). 
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Factores ambientales como la temperatura, precipitación, humedad y 

sustancias tóxicas inorgánicas; la distribución geográfica y las interacciones con 

organismos endosimbiontes también pueden influir en la diversidad y composición 

de la microbiota intestinal en las poblaciones de flebótomos (Vivero etal., 2021: 

Kelly et al., 2017). 

5. El papel de Wolbachia en los insectos 

Wolbachia es una alphaproteobacteria que pertenece a la familia 

Anaplasmataceae dentro del orden de los Rickettsiales, el único miembro 

conocido dentro de su género es Wolbachia pipiens (Kaur et al., 2021). Es el 

endosimbionte más prevalente en el mundo animal y está presente en el 40% de 

los artrópodos terrestres, por lo que se estima que son las bacterias intracelulares 

más abundantes en los artrópodos (Da Rocha etal., 2018; Zug & Hammerstein, 

2012). 

Filogenéticamente Wolbachia se subdivide en al menos 17 supergrupos 

filogenéticos nombrados con las letras A-F, H-Q y S (Figura 4). La gran mayoría 

de las secuencias del genoma identificadas pertenecen a cepas de los 

supergrupos AyBy algunos supergrupos están representados por una sola cepa 

(Kaur etal., 2021). 
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Figura 4. Filogenia y evolución de Wolbachia (Kaur etal., 2021). 

Wolbachia puede transmitirse a sus huéspedes de manera vertical a través de 

la madre, pero también de forma horizontal como ocurre en el laboratorio o a 

través del canibalismo, la depredación, parasitismo, introgresión híbrida y nichos 

ecológicos compartidos; por esta razón, se ha utilizado como una alternativa en el 

control de enfermedades transmitidas por vectores (Kaur et al., 2021). 

Algunas cepas de Wolbachia pueden interferir en la transmisión de patógenos 

(Ye et al., 2015), reducir significativamente la longevidad de los vectores 

(McMeniman et al., 2009) e inhibir la replicación de patógenos en algunas 

especies de vectores (Moreira et al., 2009). 

Para que Wolbachia se establezca en las especies hospedadoras debe ser 

adquirida horizontalmente, la infección debe mantenerse y transmitirse 
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verticalmente. En los flebótomos la transmisión de Wolbachia se da de manera 

horizontal, lo que puede atribuirse a los hábitos alimenticios de las larvas (Hughes 

etal., 2014) 

Wolbachia es capaz de sobrevivir extracelularmente hasta una semana sin 

disminución de la viabilidad, lo que permite su posible transferencia a través de 

las células (Rasgon et al., 2006). 

Después de que la bacteria ha entrado en el hospedero, debe evitar la 

respuesta inmune, competir con la microbiota presente en el hospedero e infectar 

la línea germinal para ser transferida verticalmente a las generaciones posteriores 

(Hughes & Rasgon, 2014). 

Wolbachia es un parásito reproductivo facultativo en los artrópodos e invade a 

su huésped mediante manipulaciones reproductivas que incluyen la mortalidad de 

machos, la feminización, inducción de partenogénesis y la incompatibilidad 

citoplasmática (Zug & Hammerstein, 2012). 

La incompatibilidad citoplasmática es la más frecuente, puede darse de forma 

unidireccional y bidireccional (Shropshire et al., 2020). Cuando es unidireccional, 

ocurre en los machos infectados que se aparean con hembras no infectadas, 

dando como resultado una alta tasa de mortalidad en la descendencia; mientras 

que la incompatibilidad bidireccional da como resultado la muerte embrionaria 

entre machos y hembras que albergan cepas de Wolbachia recíprocamente 

incompatibles (Zug & Hammerstein, 2012). 
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En la mortalidad de machos, Wolbachia mata selectivamente a los machos 

infectados en desarrollo; dando como resultado un número sesgado de hembras 

en los huéspedes artrópodos (Hurst et al., 1999). La feminización se da cuando 

los machos genéticos se desarrollan morfológicamente en hembras (Rigaud et al., 

1991). 

La feminización y la mortalidad de machos reducen la capacidad del huésped 

para eliminar la infección por Wolbachia, y en consecuencia, se da una 

disminución de la respuesta inmunológica. Se han identificado alelos supresores 

del huésped que confieren resistencia a la Wolbachia cuando feminiza y mata a 

los machos (Hornett etal., 2006). Mientras que, en la partenogénesis inducida, las 

poblaciones infectadas no cuentan con machos y las hembras dependen de la 

bacteria para la reproducción asexual. La partenogénesis inducida se da en 

organismos haplodiploides (Zug & Hammerstein, 2015). 

6. Los endosimbiontes como control biológico de insectos vectores 

En la actualidad existen varias alternativas de control biológico de insectos 

vectores que incluyen avances en la genómica de insectos, el uso de la microbiota 

(que consiste en usar taxones bacterianos que demostraron tener impactos 

fisiológicos en el huésped o mostrar efectos antivectoriales y antipatógenos) y 

tecnologías de transformación o modificación genética con genes que bloquean 

el desarrollo de los patógenos (Tabbabi et al., 2022). Otra estrategia consiste en 

suprimir las poblaciones de insectos liberando machos estériles o portadores de 
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genes letales dominantes al medio ambiente (Vivero et al., 2019a; Kelly et al., 

2017). 

El primer paso en la paratransgénesis es la identificación de las bacterias en 

el vector. Para que una bacteria sea considerada como candidata para la 

paratransgenesis debe ser un organismo no patógeno para humanos y animales 

no objetivos, ser predominante dentro de la microbiota asociada al vector, 

cultivable en medios libres de células, maleable a la transformación con DNA 

extraño y presentar una amplia distribución (Karimian etal., 2019). 

Wolbachia es usada ampliamente en la paratransgénesis ya que puede ser 

utilizada para suprimir indirectamente la incidencia de enfermedades transmitidas 

por vectores, controlando las poblaciones de insectos y su capacidad vectorial, a 

través de la liberación de machos infectados que son incompatibles con las 

hembras. La invasión de una cepa de Wolbachia produce efectos deletéreos y una 

cepa que bloquea directamente la transmisión de la enfermedad (Vivero et al., 

2019a; Bourtzis etal., 2014). 

Se ha demostrado que Wolbachia es un potente activador de la inmunidad 

innata en insectos y que es capaz de determinar la regulación positiva de efectores 

inmunes como péptidos antimicrobianos, proteínas relacionadas con la autofagia 

y especies reactivas del oxígeno (ROS); y que su proteína de superficie (WSP) 

activa macrófagos mediante la estimulación de receptores de inmunidad innata, 

activando la inmunidad mediada por células tipo M1 / Th1 (Zug & Hammerstein, 

2015). 

22 



En aquellas asociaciones en la que se espera una evolución de resistencias, 

Wolbachia debería activar el sistema inmunitario del huésped y apuntar a la 

eliminación de bacterias sin importar que sean nuevas o nativas (Zug & 

Hammerstein, 2012). 

Se ha demostrado que el endosimbionte Wolbachia sp. bloquea la transmisión 

del virus Dengue y Chikungunya en mosquitos Aedes aegypti y la transmisión del 

parasito Plasmodium, causante de la malaria y transmitido por mosquitos del 

género Anopheles (Moreira et al., 2009). Existe evidencia de que las bacterias 

tienen un impacto importante en diferentes aspectos de los rasgos de la historia 

de vida de estos insectos, comenzando con las primeras etapas de desarrollo 

(Peterkova-Koci etal., 2012). 

En flebótomos, se han reportado algunas especies de bacterias como 

candidatas para un enfoque paratransgénico para bloquear la transmisión de 

Leishmania en vectores, incluidos Bacillus megaterium, Bacillus subtillis, 

Brevibacterium linens y Enterobacter cloacae (Karimian et al., 2019: Tabbabi et 

al., 2022). 

Larvas de Lutzomyia intermedia y Lutzomyia longipalpis alimentadas con 

heces de conejos presentan un mejor desarrollo (Wermelinger & Zanuncio, 2001). 

Los estadios inmaduros de Lutzomyia longipalpis alimentados con heces de 

conejo tienen mayor probabilidad de poner huevos, mientras que los que se 

alimentan con heces estériles, presentan un retraso en la eclosión de sus huevos 

y menores tasas de supervivencia. Esto demuestra la importancia de la presencia 
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de bacterias para el desarrollo de los insectos, lo que podría revelar posibles 

candidatos para ser explorados como control biológico para el manejo de las 

población de flebótomos (Perterkova-Koci etal., 2012). 

Serratia marcescens, un bacilo Gram negativo patógeno perteneciente a la 

familia enterobacteriaceae. induce la lisis de la membrana celular de Leishmania 

chagasi y Leishmania braziliensis (Moraes etal., 2008) y disminuye la colonización 

con Leishmania mexicana, a través de la generación de ROS, asimismo la 

presencia del parásito disminuye en los flebótomos la mortalidad inducida por la 

bacteria (Sant'anna et al., 2014). Por otra parte, Asaia sp., Pseudozyma sp. y 

Ochrobactrum intermedium reducen las tazas de infección con Leishmania 

mexicana (Sant'anna et al., 2014). Mientras que Lysinibacillus, Serratia y 

Pseudocitrobacter causan la muerte de los parásitos dentro del intestino medio 

del insecto vector (Campolina et al., 2020). 
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CAPÍTULO II 

MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Muestreo 

Los flebótomos analizados en este estudio fueron obtenidos de las colectas 

de campo realizadas por el proyecto: "Estudio comparativo del ciclo de 

transmisión y de la infección en humanos de los virus de Madariaga y del virus 

de la encefalitis equina venezolana en Panamá y Perú- (FID16-201)", 

financiado por la Secretaría Nacional de Ciencia, Tecnología e Innovación 

(SENACYT) y ejecutado por el Departamento de Investigación en Entomología 

Médica (DIEM) del Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud 

(ICGES). 

1.1. Descripción de los sitios de colecta 

Los flebótomos se colectaron en cuatro (4) sitios de muestreo localizados 

en la comunidad de Aruza (N8`21"10.3"" W77°55'57.2), poblado rural ubicado 

en el corregimiento de Río Iglesias, provincia de Darién (Figura 5). Esta 

comunidad se encuentra delimitada por la Reserva Hidrológica Filo del Tallo, 

está compuesta por una población estimada de 200 habitantes, dedicados 

principalmente a la ganadería, el cultivo de maíz y arroz. El clima predominante 

en la región es tropical húmedo y la temperatura varía entre los 17°C y 35°C. 
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Figura 5. Ubicación geográfica del área de muestreo 

A continuación, se detallan las características de los sitios de muestreo: 

a. Bosque maduro (BM) (N8°21 39.3229'W77° 57' 12.3918"): constituido por 

un bosque secundario de 10.000 m2. 

b. Bosque de galería (BG) (N8024' 09.5800" W77° 56' 53.5826"): pequeño 

bosque de galería, rodeado de potrero con pasto mejorado. 

c. Zona inundada (ZI) (N8'22' 08.7877" W77° 58' 04.4097"): zona de canales 

inundados alimentados por el Humedal Laguna de Matusagaratí que 

cuenta con una superficie de 25 mil hectáreas. Es el humedal más grande 

de Panamá y uno de los cinco más importantes de Centroamérica. 
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d. Zona de pastoreo (ZP) (N8'31' 44.5800" W77° 57' 52.9200"): es un área 

con disponibilidad de pasto mejorado para alimentación de ganado bovino 

y equino (Figura 6). 

Figura 6. Características de la vegetación de la comunidad de Aruza (a. Zona 

de pastoreo, b y c. Bosque de galería d Bosque Maduro). Fotos por: Eddier 

Rivera. 
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1.2. Método de captura 

Para la captura de flebótomos se utilizaron trampas de luz UV LED CDC Light 

Trap, (BioQuip, Estados Unidos) (Sudia & Chamberlain, 1962) (Figura 7). Se 

colocaron diez (10) trampas separadas por un mínimo de 25 metros en cada sitio 

de muestreo y se ubicaron a una altura de entre uno (1) a dos (2) metros en la 

vegetación, durante 12 horas consecutivas de 18:00 a 6:00. Cada recipiente de 

colecta de estas trampas fueron rotulados con una codificación dependiendo de 

la localidad, sitio de colecta y fecha de muestreo. 

Figura 7. Trampa de Luz tipo CDC, utilizada para la captura de flebótomos. Foto por: 

Luisa Collado 
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Las trampas de luz tipo CDC funcionan con una batería de 6V/ 10 amp, cuentan 

además con un ventilador que aspira los flebótomos que son atraídos por la luz 

desde la parte superior y se mantienen en una cámara de recogida en la parte 

inferior (Figura 7), a cada una de las trampas se les colocó un algodón impregnado 

de octanol para optimizar la captura. 

1.3. Temporalidad del muestreo 

Los muestreos fueron realizados en los meses de octubre 2018 y junio-julio 

2019, durante diez (10) días consecutivos. 

2. Procesamiento de muestras 

2.1. Preparación de la muestra 

Los flebótomos se colocaron individualmente en crioviales de 1.5mL con 200pL 

DNA/RNA Shield T" (Zymo Research, Estados Unidos) y fueron colocados en un 

tanque de nitrógeno líquido para su transporte hasta los laboratorios de óptica del 

Departamento de Investigaciones en Entomología Médica (DIEM) del Instituto 

Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud (ICGES). 

Una vez en el laboratorio, los flebótomos se pasaron por una batería de 

esterilización que consiste en colocar los individuos: 10 segundos en etanol al 
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70%, 1 minuto en hipoclorito de sodio 1% y 1 minuto en tampón fosfato salino 

(PBS) (Lacey & Brooks,1997). 

Posteriormente, las hembras de flebótomos se clasificaron según su condición 

fisiológica en: ingurgitadas, no ingurgitadas, grávidas, no grávidas, longevas, 

juveniles y en depleción; los machos se descartaron para el estudio. 

2.1. Identificación taxonómica 

Los individuos fueron disectados entre el cuarto y sexto segmento abdominal 

con ayuda de una jeringa y pinzas entomológicas estériles, se colocaron en un 

portaobjetos al que previamente se le añadió una gota de solución de montaje 

(Hoyer) y una pequeña gota de mercurio cromo (para teñir la genitalia); por último, 

se les colocó un cubreobjetos y las placas se llevaron al horno a 40°C por 24 

horas. La parte restante del cuerpo se guardó a -80°C, hasta su posterior 

procesamiento. 

Luego de transcurridas las 24 horas en el horno, las placas fueron observadas 

en un microscopio óptico (Nikon, Eclipse E100, Japón) y mediante sus 

características morfológicas (genitalia, antena y cibarium), y se identificaron hasta 

especie utilizando las claves taxonómicas de Young & Duncan (1994). 
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22. Aislamiento de DNA 

El DNA de los flebótomos fue aislado utilizando el kit de extracción SR Vira¡ 

DNA/RNA KitTM  (Zymo Research, Estados Unidos) conforme a las instrucciones 

especificadas por el fabricante, excepto por una pequeña modificación: se 

agregaron 200pL de buffer Vira¡ DNA/RNA (Zymo Research, Estados Unidos) y 

una perla de tungsteno, al tubo que contenía los flebótomos para facilitar la 

homogeneización en un lisador de tejidos (Tissuelyser IITM  de QIAGEN, Alemania) 

durante 10 minutos a 20HZ. Una vez homogeneizada la muestra se centrifugó a 

máxima velocidad (14000 rpm) durante 15 minutos. 

La calidad y concentración del DNA aislado se evaluó utilizando un 

espectrofotómetro NanoDropTM 2000c (ThermoFisher Scientific, Estados Unidos). 

Finalmente, las muestras debidamente rotuladas se almacenaron a -80 C. 

2.3. Amplificación por PCR 

La mezcla de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se preparó con 

POR Master Mix 2x (Promega, Estados Unidos), siguiendo las especificaciones 

del fabricante. Los procesos de amplificación se llevaron a cabo en un 

termociclador VeritiTM (Applied BiosystemsTM, Estados Unidos). 

2.3.1 Leishmania ITS-1 

Con el objetivo de identificar la presencia de Leishmania en los flebótomos se 

amplifica la región parcial del espaciador interno transcrito (ITS-1); una región no 
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codificante situada en el SSUrRNA, delimitada por los genes 18S y 5.8S, utilizando 

los cebadores LITSR y L5.8S (Kuhls et al., 2005), cuyas secuencias se detallan 

en el cuadro 1. El protocolo de ciclo térmico consistió en un ciclo de 

desnaturalización inicial a 95°C durante 5 minutos, 33 ciclos sucesivos de 

desnaturalización a 95°C durante 20 segundos, una hibridación a 53°C durante 

30 segundos y extensión a 72°C durante 1 minuto, así como un ciclo de extensión 

final a 72°C durante 6 minutos (Schónian et al., 2003). 

2.3.2 Wolbachía 16S 

Con la finalidad de detectar la presencia del endosimbionte Wolbachia se 

amplifica la región completa del 16S, utilizando los cebadores W-Specf y W-Specr 

(Cuadro 1) propuestos por (Werren & VVindsor, 2000). El protocolo de ciclo 

térmico se llevó a cabo bajo las siguientes condiciones: una desnaturalización 

inicial a 94°C durante 2 minutos, 37 ciclos consecutivos de desnaturalización a 

94°C durante 30 segundos, una hibridación a 55°C durante 45 segundos y una 

extensión 72°C durante 1 minuto 30 segundos y un ciclo de extensión final de 

72°C durante 6 minutos (Azpurua et al., 2010). 

2.3.3 16S bacteriano 

Para la detección de DNA de bacterias endosimbiontes se amplificó la región 

16S ARNr, utilizando los cebadores 27F y 1492R (Cuadro 1), propuestos por 

VVeisburg et al., (1991). El protocolo de ciclo térmico consistió en un ciclo inicial 
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de desnaturalización a 95°C durante 2 minutos, 30 ciclos consecutivos de 

desnaturalización a 94°C durante 30 segundos, una hibridación a 52°C durante 

30 segundos, una extensión a 72°C durante 90 segundos y un ciclo de extensión 

final a 72°C durante 5 minutos (Weisburg et al., 1991). 

Cuadro 1. Oligonucleótidos utilizados para la identificar la presencia de Leishmania 

spp., Wolbachia y otras bacterias endosimbiontes en flebótomos. 

Código Secuencia 
Sitios 

identificados 

Tamaño del 
producto 
(pb) 

Referencias 

LITSR ITS-1 300-350 pb Kuhls et al., 2005 5' CTGGATCATTTTCCGATG 3.  

L5.8S 5' TGATACCACTTATCGCACTT 3' ITS-1 300-350 pb Kuhls et al., 2005 

W-Specf 5' CATACCTATTCGAAGGGATAG 3' 16S 438 pb Werren & Wndsor, 2000 

W-Specr 5 AGCTTCGAGTGAAACCAATTC 3' 16S 438 pb Werren & VVindsor, 2000 

27F 5.  AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3' 16S ARNr 1500 pb Weisburg et al., 1991 

1492R 5' GGTTACCTTGTTACGACTT 16S ARNr 1500pb Weisburg etal., 1991 

2.4 Visualización de los productos de PCR 

La calidad e integridad de los productos PCR fueron analizados por 

electroforesis en gel de agarosa (AMRESCO, Estados Unidos), preparado al 1.5% 

y teñido con Gelred Tm (Biotium, Estados Unidos). Los geles se observaron y 

fotografiaron en un transiluminador de luz ultravioleta (UVP BioDoc-It System, 

ThermoFisher Scientific, Estados Unidos). Las muestras amplificadas mediante 

PCR, se almacenaron a -20°C. 
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2.5 Reamplificación de los productos de PCR 

Los productos de PCR amplificados mediante el gen ITS-1 de Leishmania spp., 

fueron reamplificados en una reacción de PCR de 50 pL para obtener una mayor 

calidad y concentración de DNA para secuenciación. 

2.6 Purificación del producto de PCR 

La purificación de los productos de PCR de las muestras en las que fueron 

visualizadas bandas únicas se realizó utilizando el kit de purificación de QIAquick 

PCR Purification Kit (Qiagen, Alemania), mientras que los productos de PCR en 

los que se visualizaron más de una banda se purificaron utilizando el kit de 

purificación QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Alemania); en ambos casos se 

siguieron las especificaciones dadas por el fabricante. 

2.7. Secuenciación Sanger 

Las reacciones de secuenciación de las muestras que presentaron DNA de 

Leishmania spp. al  ser analizadas por el gen ITS-1 se realizaron a partir de los 

productos de PCR, empleando los oligonucleótidos LITSR y L5.8S (Eurofins 

Genomics, Alemania) (Cuadro 1) y el BigDye TM  Terminator v3.1 Cycle Sequencing 

Kit (Applied BiosystemsTM, Estados Unidos), siguiendo las especificaciones del 

fabricante. Los procesos de amplificación se llevaron a cabo en un termociclador 

VeritiTM (Applied Biosystems TM  , Estados Unidos). El protocolo de ciclo térmico se 

llevó a cabo bajo las siguientes condiciones: un ciclo de desnaturalización inicial 
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a 96°C durante 1 minuto, 30 ciclos consecutivos de desnaturalización a 96°C 

durante 10 segundos, hibridación a 53°C durante 10 segundos y elongación a 

60°C durante 4 minutos. 

La purificación del plato para secuenciación se realizó mediante el protocolo 

BigDye® XTerminator TM  (Applied Biosystems TM  , Estados Unidos). La 

secuenciación directa de las muestras se realizó en un analizador genético ABI 

3730XL (Applied Biosystems TM  , Estados Unidos). 

Las reacciones de secuenciación de las muestras que tuvieron presencia de 

DNA bacteriano al ser analizadas con el gen 16S bacteriano se realizaron a partir 

de los productos de PCR, empleando los oligonucleótidos 27F y 1492R (Eurofins 

Genomics, Alemania) (Cuadro 1). Los ciclos y temperaturas aplicados sobre las 

muestras fueron ejecutados por la compañía Macrogen (Korea, 

http://foreign.macrogen.co.kr/)  y la secuenciación directa de las muestras se 

realizó en un analizador genético ABI 3730XL (Applied Biosystems Tm, Estados 

Unidos). 

2.8. Análisis de resultados 

La riqueza de especies de Lutzomyia se determinó en base al número de 

individuos de cada especie colectada y la abundancia relativa se obtuvo al dividir 

el número de individuos colectados de cada especie entre el número total de 

individuos capturados. 
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Se realizó una inferencia estadística de la varianza no paramétrica de Kruskal-

Wallis para determinar si existen diferencias significativas entre el número de 

especies capturadas en cada uno de los sitios muestreados y para determinar si 

existen diferencias significativas en la proporción de Leishmania spp., Wolbachia 

sp. y otras bacterias encontradas en las especies de flebótomos capturados. 

Para determinar si existen diferencias significativas entre las distintas especies 

de bacterias encontradas en los flebótomos, se realizó una inferencia estadística 

de la varianza no paramétrica de Kruskal-Wallis. Todos los análisis fueron 

desarrollados con el Software IBM SPSS Statistics. 

Los cromatogramas generados fueron visualizados y analizados con el 

software CodonCode Aligner 10.0 (CodonCode Corporation, Estados Unidos). La 

información obtenida en formato ABI se transformó a formato FASTA para el 

análisis pertinente. La autenticidad de las secuencias fue corroborada a través del 

programa BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  considerando un 

porcentaje de identidad mayor al 95%. Las secuencias se alinearon con el 

software MEGA 11.0 (Tamura etal., 2021) y se generaron dendogramas por los 

métodos de máxima verosimilitud y máxima parsimonia para determinar el 

parentesco entre los diferentes grupos. 

Cuando se realizó el análisis de las secuencias generadas a partir del gen ITS-

1 se observaron algunas secuencias con ambigüedades, probablemente por la 

presencia de dos especies de Leishmania. Para distinguir entre ambas especies, 

se analizaron las secuencias como si fueran individuos diploides y se separaron 
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realizando un análisis de algoritmo, utilizando el software DNA Sequence 

Polymorphism (DnaSP) (Rozas et al., 2017). Por lo tanto, de las catorce 

secuencias analizadas obtuvimos en total veintiocho que para distinguirlas se 

identificaron como 1 y 0. 
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CAPÍTULO III 

RESULTADOS 

1. Riqueza y abundancia de flebótomos capturados en distintos 

ambientes ecológicos de la comunidad de Aruza, provincia de 

Darién 

Se colectaron un total de 918 individuos de flebótomos en los cuatro sitios de 

muestro ubicados en la comunidad de Aruza, provincia de Darién. Representados 

en 21 especies del género Lutzomyia y 2 especies del género Brumptomyia. Los 

machos y los individuos del género Brumptomyia fueron descartados para este 

estudio y solo se tomaron en cuenta para los análisis 552 individuos 

correspondientes a las 21 especies del género Lutzomyia. 

Dentro de las 21 especies capturadas se incluye a Lutzomyia gomezi, 

Lutzomyia panamesis. Lutzomyia sanguinaria y Lutzomyia trapidoi; especies 

antropofílicas que han sido incriminadas como vectores de la leishmaniasis en 

Panamá. 

Las especies más abundantes fueron Lutzomyia panamensis (190 = 34.42%) 

y Lutzomyia dysponeta (138 = 25%), el resto de las especies capturadas 

representan menos del 10% del total de los individuos (Cuadro 2). 

El bosque de galería y el bosque maduro fueron los sitios que presentaron 

mayor riqueza de especies con 50.5% y 41.8%, respectivamente. En la zona 
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inundada y la zona de pastoreo la riqueza de especies corresponde a menos del 

5% (Cuadro 2). 

Cuadro 2. Riqueza y abundancia relativa de flebótomos capturados en 

Aruza, Provincia de Darién, Panamá 

BM 

Muestreo 
Especie 

Sitio de 
N 

Abundancia 
relativa BG ZI ZP 

Lutzomyia ayrosai 0 0 1 0 1 0.002 
Lutzomyia camposi 16 11 1 0 28 0.051 
Lutzomyia carpenteri 17 11 2 5 35 0.063 
Lutzomyia carrerai thula 6 10 0 0 16 0.029 
Lutzomyia cayannensis 2 0 1 0 3 0.005 
Lutzomyia cruciata 2 0 2 1 5 0.009 
Lutzomyia dysponeta 59 64 9 6 138 0.250 
Lutzomyia gomezi 9 9 0 2 20 0.036 
Lutzomyia hartmani 1 0 0 0 1 0.002 
Lutzomyia hirsuta nicaraguensis 10 17 1 4 32 0.058 
Lutzomyia nordestina 1 4 0 0 5 0.009 
Lutzomyia odax 1 1 0 0 2 0.004 
Lutzomyia olmeca bicolor 3 1 0 1 5 0.009 
Lutzomyia ovallesi 0 2 0 0 2 0.004 
Lutzomyia panamesis 71 114 0 5 190 0.344 
Lutzomyia runoides 4 0 0 0 4 0.007 
Lutzomyia sanguinaria 0 1 0 0 1 0.002 
Lutzomyia sp. 3 13 0 0 16 0.029 
Lutzomyia trapidoi 2 0 0 0 2 0.004 
Lutzomyia trinidadensis 1 4 1 0 6 0.011 
Lutzomyia triramula 23 17 0 0 40 0.072 
Total 231 279 18 24 552 1.000 

Abreviaturas: BM-bosque maduro, BG-bosque de galería, ZI-zona inundada, ZP-

zona de pastoreo. 

La inferencia estadística de la varianza no paramétrica de Kruskal-Wallis 

muestra que la distribución de las especies de Lutzomyia sp. varía entre los sitios 
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de muestreo (p=0.001, p< 0.05), el valor de H para 3 grados de libertad fue de 

H=16.800. 

2. Proporción de Leishmania spp., Wolbachia sp. y otras bacterias en 

flebótomos capturados en la comunidad de Aruza, provincia de 

Darién 

Para identificar la presencia de Leishmania spp., Wolbachia sp. y otras 

bacterias, se analizaron 552 individuos mediante la técnica de amplificación por 

PCR de los cuales 57 (10.32%) resultaron positivos para el gen ITS-1 de 

Leishmania spp., 37 (6.70%) para el gen 16S de Wolbachia sp. y 299 (54.16%) 

para el gen 16S bacteriano (Cuadro 3). 

Las especies con mayor proporción de infección por distintas especie de 

Leishmania, fueron Lutzomyia panamensis (2.53%), Lutzomyia dysponeta 

(1.99%), Lutzomyia carpenteri (1.81%) y Lutzomyia triramula (1.44%). Mientras 

que los individuos de Lutzomyia panamensis y Lutzomyia dysponeta, 

representaron las especies con mayor proporción de Wolbachia sp. y otras 

bacterias (Cuadro 3). 

De los 57 individuos que mostraron estar infectados por Leishmania spp. 

mediante la amplificación por PCR del gen ITS-1, sólo 6 individuos de Lutzomyia 

carpenteri, Lutzomyia dysponeta, Lutzomyia hirsuta nicaraguensis y Lutzomyia 

triramula fueron también positivos para Wolbachia sp. amplificando el gen 16S. Y 

18 individuos de Lutzomyia gomezi, Lutzomyia dysponeta, Lutzomyia carrerai 
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thula, Lutzomyia triramula, Lutzomyia carpenteri, Lutzomyia gomezi, Lutzomyia 

panamensis, Lutzomyia hirsuta nicaraguensis, Lutzomyia ovallesi y Lutzomyia 

camposi mostraron positividad al amplificar el gen 16S bacteriano. 

Cuadro 3. Proporción de Leishmania spp., Wolbachia sp. y otras bacterias 

en flebótomos capturados en Aruza, Provincia de Darién, Panamá 

Especie 
Organismo 

Leishmania 
spp. 

Wolbachia 
sp. 

Otras 
bacterias 

Lutzomyia ayrosai 1 0 0 0 
Lutzomyia camposi 28 0.18 0.18 3.07 
Lutzomyia carpenteri 35 1.81 0.72 2.53 
Lutzomyia carrerai thula 16 0.36 0.18 1.44 
Lutzomyia cayannensis 3 0 0.18 0.18 
Lutzomyia cruciata 5 0.18 0 0.36 
Lutzomyia dysponeta 138 1.99 1.08 13.94 
Lutzomyia gomezi 20 0.54 0 2.17 
Lutzomyia hartmani 1 0 0 0.18 
Lutzomyia hirsuta nicaraguensis 32 0.90 0.72 3.07 
Lutzomyia nordestina 5 0 0 0 
Lutzomyia odax 2 0.18 0 0 
Lutzomyia olmeca bicolor 5 0 0.54 0.72 
Lutzomyia ovallesi 2 0.18 0 0.18 
Ltzomyia panamesis 190 2.35 1.99 17.57 
Lutzomyia runoides 4 0 0 0.72 
Lutzomyia sanguinaria 1 0 0 0.18 
Lutzomyia sp. 16 0.18 0 2.17 
Lutzomyia trapidoi 2 0 0.18 0.36 
Lutzomyia trinidadensis 6 0 0.36 0.54 
Lutzomyia triramula 40 1.44 0.54 4.71 
Total 552 10.32 6.70 54.16 

La inferencia estadística de la varianza no paramétrica de Kruskal-Wa lis reveló 

diferencias estadísticamente significativas en las proporciones de 

microorganismos que se encuentran en cada una de las especies de flebótomos 

(p= 0.006, p< 0.05), el valor de H para 2 grados de libertad fue de H=10.078. 
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3. ldentificacion de las especies de Leishmania spp. presentes en los 

flebótomos capturados en la comunidad de Aruza, provincia de 

Darién 

De las 57 muestras que resultaron positivas para Leishmania spp. y fueron 

analizadas, se obtuvieron 14 secuencias de buena calidad que fueron incluidas 

en el estudio. 

El análisis BLAST de las secuencias ITS-1 sugirió la presencia de Leishmania 

braziliensis en un individuo de Lutzomyia dysponeta: Leishmania guyanensis se 

encontró en Lutzomyia dysponeta, Lutzomyia hirsuta nicaraguensis y Lutzomyia 

panamensis. En Lutzomyia carrerai thula, Lutzomyia dysponeta, Lutzomyia hirsuta 

nicaraguensis y Lutzomyia panamensis, se sugirió la presencia de Leishmania 

panamensis. Mientras que la presencia de Leishmania spp. se  reportó en 

poblaciones de Lutzomyia hirsuta nicaraguensis, Lutzomyia odax, Lutzomyia 

ovallesi, Lutzomyia panamensis y Lutzomyia sp. 

El análisis filogenético fue realizado por el método de máxima verosimilitud, se 

basó en el modelo de 3 parámetros de Tamura, soportado por un Boostraps de 

500 repeticiones e infiriendo la presencia de varios clados en las muestras 

analizadas. Se pudo observar que la mayoría de las Leishmania spp. se  agrupan 

en la parte superior del árbol estando relacionadas unas con otras. En la parte 

inferior del árbol podemos observar otro ciado que agrupa otras Leishmania spp. 

que probablemente estén más relacionadas con Leishmania guyanensis y 

Leishmania braziliensis. 
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• C570 1 Leishmania spp 1 

• C5701Leishmania spp O 

• C401 Lekshmane spp 1 

• C4071Leishmania spp O 

MN638732.1 Leishmania sp. 
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• C5911 Leishmania spp O 
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	 93 
	
• C5911 Leishmania spp 1 

MN638731.1 Leehmanta sp. 

• C3281 Leehmane spp 1 

• C3281 Leishmania spp O 

67 
	

• C9001Leishmane spp 1 

• C9001Leishmania spp O 

• 5781 Leishmania spp 1 

69 
	 77 

	
• 5781 Leishmania spp. O 

:00 
	

• C4001 Leishmania brazilensis 1 

• C4001Leishmama braybensis O 

83 
	

• 3501 Leishmania panamensis 1 

• 3501 Leishmania guyanensis O 
27 
	

• Clon 104-21 Leishmania panamensis 1 

• Clon 104-21 Lekshmane panamensis O 

65 
	

65 

	 • 5371 Leishmania panamensis O 
• 5371 Lekshmanka panamensis 1 

0L871184.1 Leishmania braziliense 

• 681Leehmania guyanensis 1 

• 681 Leishmania guyanensis O 

63 
	

• 371 Leishmania panamensks 1 

• 371 Lekshmania guyanensks O 

GU207464 1 Leishmania panamensis 

100 
	

G0332362.1 Leishmania panamensis 

G0332358 1 Leishmania guyanensis 

JX448549 1 Leishmania braziliensis 

JX448547.1 Leehmane brazilensis 

MN604095 1 Leishmania guyanensis 

51 
	

• C5651 Leishmania spp O 

95 
	 MN638737 1 Leishmania sp 

• c5e51 Leishmania spp 1 

33 
	

• C9131 Leishmania spp 1 

97 
	
• C9131 Leishmania spp O 

KT305857.1 Trypanosoma cruzi 

Figura 8. Análisis filogenético realizado por el método de Máxima 

Verosimilitud para inferir la relación filogenética de las especies de 

Leishmania presentes en los flebótomos capturados en la comunidad de 

Aruza, provincia de Darién. 
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4. Caracterización de la microbiota presente en flebótomos capturados 

en la comunidad de Aruza, provincia de Darién 

De las 299 muestras que resultaron positivas para bacterias endosimbiontes 

se analizaron 200 muestras y se obtuvieron 71 secuencias de buena calidad que 

fueron incluidas en el estudio. 

La composición microbiana estaba constituida por los filos Proteobacteria 

(59.87%), Bacillota (24.69%), Firmicutes (11.11%), Actinobacteria y 

Pseodomonadota (1.23%), Actinomicetota, Bacterorides y Nitrospirota (0.61%). 

Se obtuvieron 22 géneros y 39 especies bacterianas distribuidas en 18 familias 

en 14 de las 21 especies de flebótomos analizadas (Figura 9). 

Lutzomyia panamensis presentó la mayor riqueza bacteriana albergando 19 

especies, Lutzomyia dysponeta y Lutzomyia triramula albergaron 13 y 9 especies 

de bacterias, respectivamente (Figura 9). 

La especie bacteriana más abundante fue Paracoccus sp. (41.25%) y estuvo 

presente en 10 especies de flebótomos. Staphylococcus sp. (9.37%) y Paracoccus 

marcusii (8.43%) se encontraron en 7 especies (Figura 9). 

Solo Wolbachia sp., Bacillus safensis, Paracoccus sp., Paracoccus marcusü y 

Sporosarcina sp. estuvieron presentes en los individuos infectados por 

Leishmania spp. 
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Figura 9. Riqueza de la microbiota en flebótomos capturados en Aruza, 

provincia de Darién, Panamá. 

Bacillus sp. fue compartida por Lutzomyia camposi, Lutzomyia dysponeta, 

Lutzomyia panamensis: Bacillus subtillis estuvo presente en Lutzomyia dysponeta 

y Lutzomyia trinidadensis. Enterobacterer sp. se  encontró en Lutzomyia 

panamensis y Lutzomyia triramula. Mammallicoccus sciuri se halló en Lutzomyia 

camposi, Lutzomyia dysponeta, Lutzomyia panamensis, Lutzomyia runoides y 

Lutzomyia triramula. Paracoccus carotinifaciens fue compartida por Lutzomyia 

gomezi y Lutzomyia triramula, Paracoccus marcusii estuvo presente en Lutzomyia 

carpenteri, Lutzomyia carrerai thula, Lutzotnyia dysponeta, Lutzomyia gomezi, 

Lutzomyia ovallesi, Lutzomyia panamensis, Lutzomyia triramula. Paracoccus sp. 
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fue identificada en Lutzomyia camposi, Lutzomyia carpenteri, Lutzomyia carrerai 

thula, Lutzomyia dysponeta, Lutzomyia gomezi, Lutzomyia hirsuta nicaraguensis, 

Lutzomyia panamensis, Lutzomyia runoides, Lutzomyia triramula. Staphylococcus 

sp. estuvo presente en Lutzomyia dysponeta, Lutzomyia gomezi, Lutzomyia 

hirsuta nicaraguensis, Lutzomyia olmeca bicolor, Lutzomyia panamensis, 

Lutzomyia sp. y Lutzomyia triramula. 

Como se mencionó anteriormente Paracoccus sp. fue la especie bacteriana 

más abundante en las poblaciones de flebótomos analizados. Por lo tanto, se 

realizó un análisis filogenético por el método de máxima parsimonia para dilucidar 

el parentesco entre los distintos individuos de Paracoccus sp. El árbol se obtuvo 

utilizando el algoritmo subárbol-poda-reinjerto (SPR), infiriendo la presencia de 

varios clados relacionados con la especie Paracoccus marcusii. Los resultados 

revelaron que Paracoccus marcusii es la especie bacteriana más prevalente en 

los flebótomos. Se observan además clados individuales que parecen estar 

relacionados con otros Paracoccus (Figura 10). 
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Figura 10. Análisis filogenético realizado por el método de Máxima 

Parsimonia para inferir en la relación filogenética entre las distintas especies 

de Paracoccus reportadas en los flebótornos capturados en la comunidad 

de Aruza, provincia de Darién. 
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CAPÍTULO IV 

DISCUSIÓN 

Las relaciones simbióticas intracelulares entre los microorganismos toma 

importancia en la actualidad para determinar moduladores claves de los diversos 

estilos de vida (tanto en términos de dieta como de nichos ecológicos) de su 

huésped (Gupta & Nair 2020), pero también el efecto que puedan tener en la 

transmisión de patógenos por aquellas especies de importancia médica, agrícola 

o veterinaria. En relación con este tema, las especies de flebótomos de América 

han sido poco estudiadas, en la actualidad solo se ha analizado la microbiota de 

Lutzomyia longipalpis (Sant'anna etal., 2012; Mc Carthy etal., 2011; Oliveira et 

al., 2000), Lutzoyia cruzi (Sant" Anna etal., 2012), Lutzomyia neivaí (Machado et 

al., 2014), Lutzomyia evansi (Vivero et al., 2016), Lutzomyia intermedia (Monteiro 

et al., 2016), Lutzomyia ayacuchensis (Tabbabi et al., 2020) y Lutzomyia evansi 

(Vivero et al., 2021) debido a su importancia en la transmisión de leishmaniasis 

cutánea o visceral. Considerando la poca información referente a otras especies 

de flebótomos que también tienen importancia médica, hemos realizado el análisis 

del contenido intestinal de 21 especies de flebótomos reportados para Panamá, 

donde las especies más abundantes fueron Lutzomyia dysponeta y Lutzomyia 

panamensis. 
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Estas especies identificadas se capturaron en su mayoría en sitios de 

vegetación correspondiente a los bosques maduros y bosque de galería donde 

también se registró la mayor abundancia, que en su efecto está relacionado con 

la composición del suelo, disponibilidad de fuentes alimenticias, sitios de reposo 

y oviposición, fuera de los factores abióticos que influyen directamente en las tasa 

de oviposición y la supervivencia de los individuos presentes en estos sitios de 

muestreo (Alencar etal. 2011). La abundancia registrada en estos hábitats resultó 

ser la esperada, ya que la mayoría de las especies de flebótomos están asociadas 

con hábitats de estructura vegetativa heterogénea (Rigg et al., 2021; Chagas et 

al., 2018). 

En cuanto a la detección y los valores de proporción de infección por 

Leishmania guyanensis, Leishmania panamensis y Leishmania spp. en la especie 

antropofílica Lutzomyia panamensis, es importante resaltar el papel que juega 

esta especie de flebótomo en la transmisión de los diferentes tipos de Leishmania 

y la estrecha asociación con las infecciones clínicas observadas en las consultas 

médicas de pacientes provenientes de zonas endémicas donde se han reportado 

estas especies como las más abundantes (Rigg et al., 2019: Valderrama et al., 

2008; Christensen y Herrer 1973). 

Por otro lado, Lutzomyia dysponeta resultó infectada con Leishmania 

braziliensis, Leishmania guyanensis y Leishmania panamensis. Esta especie era 

considerada zoofílica, hasta algunos años atrás, por encontrarse presente en los 

muestreos realizados en los bosques primarios y secundarios (Christensen y 
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Herrer 1973). Sin embargo, recientemente se ha capturado en ambientes 

peridomiciliares y domiciliares e infectada con Leishmania spp., lo que representa 

un factor de riesgo, pero también es un ejemplo de la adaptación y cambios de 

hábitos de especies zoofílicas a entornos antroponóticos (Rigg etal., 2019). 

En Lutzomyia ovallesi se reportó la presencia de Leishmania spp. y desde 

muchos años atrás en Panamá esta especie es considerada como un vector 

potencial. ya que fue encontrada infectada con flagelados no identificados 

(Christensen etal., 1983). 

Lutzomyia hirsuta nicaraguensis se encontró infectada por Leishmania 

guyanensis, Leishmania panamensis y Leishmania spp. y de esta especie hasta 

el momento, no hay estudios que la incriminen como vector de la leishmaniasis. 

Lo mismo sucede con Lutzomyia carrerai thula donde se sugirió la presencia de 

Leishmania panamensis y Lutzomyia odax que se encontró infectada con 

Leishmania spp. 

En el análisis de los endosimbiontes se detectó Wolbachia en 9 de las 21 

especies evaluadas. Sin embargo, la proporción de infección fue relativamente 

baja (Cuadro3). En América, se ha detectado Wolbachia en distintas especies 

tales como: Lutzomyia cruciata, Lutzomyia shannoni, Lutzomyia vespeililionis, 

Lutzomyia trapidoi, Lutzomyia longipalpis, Lutzomyia whitmani, Lutzomyia evansi 

Lutzomyia intermedio y Lutzomyia ayacuchensis (Tabbabi et al., 2020; Vivero et 

al., 2019a; Vivero et al., 2017; Kelly et al., 2017; Ono et al., 2001) y nuestros 

resultados amplían la lista de su presencia en otras especies tales 
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como: Lutzomyia camposi, Lutzomyia carpenteri, Lutzomyia carrerai thula, 

Lutzomyia cayannensis, Lutzomyia dysponeta, Lutzomyia hirsuta nicaraguensis, 

Lutzomyia olmeca bicolor. Lutzomyia panamensis, Lutzomyia trinidadensis y 

Lutzomyia triramula. La detección de Wolbachia en este estudio resulta 

interesante si se quiere ir más allá en el control biológico de especies importantes; 

sin embargo, como parte de un enfoque paratransgénico, se necesitan más 

estudios para evaluar su capacidad de colonización en el intestino; ya que, hasta 

el momento, se desconoce la relación entre Wolbachia spp. y los flebótomos 

(Tabbabi et al., 2020; Monteiro et al., 2016). 

En la determinación de la composición del microbioma bacteriano del intestino 

de los flebótomos, los cebadores utilizados amplificaron un fragmento de 

aproximadamente 1450 pb, que está cerca de la longitud total del gen del ARNr: 

lo que proporciona una secuencia casi completa para compararla con las 

referencias en las bases de datos. Además, nos proporciona información 

filogenética de comunidades bacterianas que incluyen organismos que aún no han 

sido cultivados (Hou et al., 2018). La precisión de la clasificación taxonómica 

presentada en estas secuencias es mucho mayor que las lecturas cortas 

generadas por métodos de secuenciación de alto rendimiento, como la 

pirosecuenciación y la secuenciación Illumina (Li et al., 2016). Sin embargo, 

debido al bajo rendimiento, es posible que el número de secuencias no sea 

suficiente para proporcionar una estimación completa de la composición 

microbiana de los flebótomos, por lo que se podría desconocer la presencia de 

taxones poco abundantes. 
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Entre los 22 géneros bacterianos identificados en los flebótomos, 7 se 

detectaron por primera vez Actinomyces, Blautia, Leptospirillun, Ligilactobacillus, 

Mammaliicoccus, Paracoccus y Rosenberguiella. Estos nuevos reportes podrían 

deberse a la limitada información actualmente disponible sobre la diversidad 

microbiana en los flebótomos. Además, la diversidad de la comunidad bacteriana 

intestinal puede estar relacionada con la distribución geográfica de los flebótomos, 

por lo que cada población geográficamente distinta puede tener estructuras 

bacterianas diferentes, lo que quiere decir que estos reportes se deben al tipo de 

hábitats donde viven estos individuos (Maleki-Ravasan etal., 2013). 

En ese sentido, nuestros resultados mostraron que la microbiota intestinal de 

los flebótomos estaba compuesta principalmente por Proteobacteria (59.87%), 

Estudios previos en los que se han realizado métodos independientes o 

dependientes del cultivo mostraron que este filo era el predominante 

(Papadopoulos et al., 2020: Karimian etal., 2019; Fraihi et al., 2017; Sant Anna 

et al., 2012). Previo a este estudio, se realizó un análisis sobre la perturbación del 

hábitat y las comunidades bacterianas en artrópodos hematófagos neotropicales 

donde se incluyó a las especies Lutzomyia gomezi. Lutzomyia panamensis y 

Lutzomyia trapidoi y, al igual que nuestros resultados, determinaron que las 

comunidades bacterianas asociadas a estas tres especies analizadas estaban 

dominadas por el filo Proteobacteria (Bennett etal., 2019). 

Cabe resaltar que se ha demostrado que las bacterias pertenecientes al filo 

Proteobacteria contribuyen a la nutrición del huésped mediante la fijación de 
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nitrógeno atmosférico (Gurung et al., 2019). Debido al predominio de varios 

taxones de proteobacterias en los flebótomos, sugerimos realizar más estudios 

relacionados a dilucidar el papel que desempeñan y su funcionalidad en la aptitud 

(fitness) coevolutiva de los microorganismos patógenos y su competencia 

vectorial. 

Si comparamos la diversidad microbiana de los flebótomos analizados con los 

datos que se han reportado hasta el momento, la mayoría de las bacterias 

encontradas son comunes en flebótomos tanto del Nuevo Mundo como del Viejo 

Mundo; de las cuales se destacan Aeromonas, Asaia, Bacillus, Brevundimonas, 

Enterobacter. 	Geobaci/Ius, 	K/ebsiella. 	Sysinibacillus. 	Morgan ella, 

Pro pionibacterium, Pseudornonas, Rickettsia, Sporosarcina, Staphylococcus y 

Stenotrophomonas (Karimian etal.. 2019: Sant' Anna etal., 2012; McCarthy etal., 

2011). 

Destacamos nuevamente que los siguientes géneros bacterianos se presentan 

en alta proporción en la microbiota de los flebótomos analizados en nuestro 

estudio: 

Paracoccus fue el género bacteriano más abundante, no ha sido reportado 

anteriormente en flebótomos, comprende bacterias metabólicamente versátiles, 

de vida libre acuáticos, terrestres o en asociación con otros organismos como 

plantas, humanos e invertebrados, incluidos los insectos (Machado-Ferreira etal., 

2012). Actualmente se está estudiando la influencia de Paracoccus, junto con 
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otras bacterias en la capacidad vectorial de las moscas Glossina pallidipes, 

vectores de la enfermedad del sueño (Geiger et al., 2018). 

Es importante tener en cuenta que Paracoccus yeeü es un patógeno infeccioso 

para los humanos que no solo está estrechamente relacionado con el grupo de 

Paracoccus marcusii asociado a insectos (Machado-Ferreira et al., 2012), sino 

que a menudo se detecta en pacientes con heridas en piernas o pies y 

recientemente fue el causante de un caso de peritonitis (Sastre etal., 2016). 

• Bacillus thuringiensis, detectado en Lutzomyia runoides se ha aislado en 

diversos hábitats de nuestro planeta desde su descubrimiento en 1901 (Ibrahim et 

al., 2010). Esta bacteria, cumple diversas funciones en los ecosistemas. Se ha 

utilizado como promotora del crecimiento vegetal, biorremediación de diferentes 

metales pesados y contaminantes, biosíntesis de nanopartículas metálicas, 

producción de biopolímeros (Jouzani et al., 2017). En la agricultura es la bacteria 

más utilizada por su función como agente de control biológico de plagas y como 

fuente de genes insecticidas para la construcción de plantas transgénicas 

resistentes a algunos de las plagas agrícolas y forestales más importantes. 

Además, es un agente de control biológico eficiente para insectos vectores 

principalmente mosquitos (De Valtierra et al., 2020). En flebótomos se ha 

demostrado la susceptibilidad de larvas y adultos a Bacillus thuringiensis 

(Wemelinger etal., 2000; Yuyal y Warburg, 1989). 

• Rickettsia, detectada en Lutzomyia dysponeta y Lutzomyia sp. es  un 
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género dentro de las a-proteobacteria considerado un parásito reproductivo. Se 

encontró en una amplia gama de insectos. Algunas de las especies pertenecientes 

a este género tienen efectos negativos en artrópodos porque se ha reportado 

letalidad embrionaria, aumento de la susceptibilidad a los insecticidas y reducción 

de la fecundidad, entre otros (Giorgini et al., 2010). Son varios los estudios en los 

que se han encontrado agentes rickettsiales en flebótomos. Recientemente se 

identificó un nuevo linaje a nivel mundial que está presente en flebótomos de 

México, aunque aún queda por analizar si estas bacterias posiblemente juegan un 

papel como agentes de control, capaces de reducir las poblaciones de flebótomos 

(Lozano-Sardaneta etal., 2021). 

• Staphylococcus tiene una consistencia variable entre huéspedes y está 

principalmente relacionado con las plantas y la savia, lo que sugiere que se 

adquieren a través de la alimentación con azúcar (Engel & Moran, 2013). 

• El género Stenotrophomonas, ha sido encontrado anteriormente en 

Lutzomyia longipalpis y Phlebotomus duboscqi (Pires et al., 2017). 

Stenotrophomonas maltophilia es un importante patógeno oportunista que habita 

en el intestino de la mayoría de las especies de flebótomos estudiadas hasta 

ahora. Esta especie bacteriana se encuentra fácilmente en hábitats acuosos, 

rizosfera de plantas, alimentos para animales y fuentes de agua (Brooke, 2012). 

Por lo tanto, es importante estudiar el origen de la colonización del intestino medio 

por Stenotrophomonas maltophilia y evaluar si cumple algún papel en la biología 

y fisiología de los flebótomos. 
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La mayoría de los géneros bacterianos encontrados en los flebótomos incluyen 

bacterias que están comúnmente asociadas con el suelo, el agua y las plantas; 

así que pueden adquirirse mediante los hábitos de alimentación de los flebótomos; 

es decir, el suelo durante la etapa larval y la savia de las plantas durante la fase 

adulta (Karimian et al., 2019). Es importante mencionar que todas las especies de 

Lutzomyia se desarrollan en el suelo dentro de lugares oscuros y húmedos, con 

abundante hojarasca o materia orgánica en descomposición como madrigueras y 

grietas (Vivero et al.. 2015). Algunos de los géneros identificados, incluidos 

Bacillus, Enterobacter y Staphylococcus, también están relacionados con plantas 

comunes en los entornos donde se desarrollan los flebótomos del género 

Phlebotomus (Karimian etal., 2019) 

Se encontraron filos abundantes compartidos en todas las muestras, pero 

también se observaron muestras con una composición distinta y variable, lo que 

podría explicarse por la influencia de los distintos microhábitats en los que se 

desarrollan los flebótomos, el tipo de suelo, el desarrollo de actividades agrícolas, 

especies de plantas y animales presentes (Vivero etal., 2019b). También podría 

relacionarse con la morfología intestinal y condiciones fisicoquímicas como el pH, 

la disponibilidad de oxígeno en el intestino del insecto y el tipo de dieta (Engel & 

Moran, 2013). Estas condiciones pueden causar variaciones en la microbiota 

intestinal, que a su vez influye en su estado nutricional, sistema inmunitario y 

aptitud reproductiva (Aksoy, 2018). 
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CONCLUSIONES 

En este estudio se determinó la coexistencia de Leishmania spp., el 

endosimbionte Wolbachia sp. y otras bacterias. Se realizó la detección molecular 

de las comunidades bacterianas en las especies de flebótomos colectados para 

proporcionar evidencia científica que nos permita desarrollar nuevas estrategias 

de intervención para el control de los flebótomos y así romper las barreras de 

transmisión de la leishmaniasis. 

La comunidad de Aruza provincia de Darién, presenta una amplia diversidad de 

especies de flebótomos del género Lutzomyia y se identificaron varias especies 

que poseen importantes antecedentes vectoriales en diferentes países de 

Latinoamérica, incluyendo a Panamá. 

Se logró detectar infección por Leishmania spp. en 12 de las 21 especies de 

flebótomos analizados. Las especies con mayor proporción de infección por 

Leishmania spp. fueron Lutzomyia panamensis y Lutzomyia dysponeta. 

Aunque la proporción de Wolbachia sp. en los flebótomos fue relativamente baja, 

se encontró en 11 de las 21 especies analizadas. 

El filo bacteriano predominante fue Proteobacteria, al igual que en otros estudios 

de microbiota de flebótomos realizados en la región. 

Se encontraron 22 géneros bacterianos, de los cuales 7 se reportan por primera 

vez en flebótomos. 
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La bacteria más abundante fue Paracoccus sp. y este sería el primer reporte de 

este género bacteriano en flebótomos. 
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RECOMENDACIONES 

Se recomienda la realización de métodos de secuenciación de alto rendimiento 

que genere un gran número de secuencias cortas que proporcione una estimación 

más completa de la composición microbiana de los flebótomos, pues se 

obtendrían incluso los taxones que sean menos abundantes. 

Se necesitan más estudios para identificar bacterias candidatas que puedan 

usarse en paratrasgénesis como una alternativa biológica para controlar las 

poblaciones de flebótomos y la transmisión de Leishmania spp. 

Sería interesante analizar las características del suelo en el que se desarrollan las 

etapas inmaduras de los flebótomos y realizar una comparación de la microbiota 

presente en los flebótomos en las etapas inmaduras y adultas. 
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ANEXOS 

Figura 11. Micropreparado para la identificación taxonómica de flebótomos. 

(a. Selección de flebótomos, b. materiales utilizados para realizar la esterilización, 

disección y montaje de placas, c. disección de flebótomos, d. identificación 

taxonómica). 
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Figura 12. Vista al microscopio de genitalia de flebótomos vectores 

incriminados en la transmisión de leishamaniasis en Panamá. (a. Lutzomyia 

gomezi, b. Lutzomyia panamensis, c. Lutzomyia trapidoi). Fotos por: Eddier Rivera 

y Luisa Collado, 2019. 

Figura 13. Aislamiento de DNA de flebótomos. (a. proceso de extracción de 

DNA utilizando kit, b. muestras extraídas y reactivos utilizados para el aislamiento 

de DNA). 
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Figura 14. Proceso de preparación de la mezcla de reacción para PCR. (a. 

preparación del mix de la reacción. b. colocación de muestras en termociclador, 

c. termociclador utilizado para llevar a cabo el ciclado de la reacción de PCR). 

Figura 15. Proceso de electroforesis. Se realizó con la preparación de gel de 

agarosa al 1.5 % en Buffer TBE 1X. corrida electroforética a 60 Voltios por una 

hora. (a y b. carga de muestra, c. corrida de muestras en la cámara de 

electroforesis). 
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Figura 16. Electroforesis de productos amplificados por PCR para 

Leishmania spp. amplificadas mediante el gen ITS-1. Se utilizó un marcador 

de 100pb. 
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Figura 17. Electroforesis de productos amplificados por PCR para Wolbachia 

sp. amplificadas mediante el gen 16S. Se utilizó un marcador de 100pb. 

77 



Figura 18. Electroforesis de productos amplificados por PCR para bacterias 

amplificadas mediante el gen 16S ARNr. Se utilizó un marcador de lkb. 
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