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Resumen General

La leishmaniasis es una enfermedad tropical desatendida en zonas tropicales y subtropicales de todo el
mundo. El agente etioldgico es un protozoo intracelular perteneciente al género Leishmania, que en el
continente de América es transmitido principalmente a través de insectos del género Lutzomyia. Esta
enfermedad presenta cuadros clinicos que van desde lesiones cutaneas (LC), mucocutaneas (LMC) y
viscerales (LV) de acuerdo con la especie de Leishmania que se encuentre parasitando. En Costa Rica, tanto
la leishmaniasis cutdnea como la mucocuténea representan una enfermedad cronica y endémica. En el pais,
Leishmania panamensis, Leishmania braziliensis y Leishmania infantum/chagasi son las especies
causantes de LC, LMC y LV respectivamente. En cuanto al vector, existen 19 especies antropofilicas de
fleb6tomos siendo Lutzomyia ylephiletor y Lutzomyia trapidoi los vectores incriminados en la transmision
de LC y LMC, mientras que Lutzomyia longipalpis est4 incriminada en la transmision de LV en el pais. El
presente estudio tuvo como objetivos determinar las especies de flebdtomos que se encuentran en dos
localidades del distrito Daniel Flores en Pérez Zeledon, asi como detectar la infeccion natural de
Leishmania spp. ademas de identificar las fuentes alimenticias. Se realizaron muestreos por tres noches
consecutivas durante los meses de abril a agosto del 2021 en las localidades de Las Brisas y Concepcién en
Pérez Zeleddn. Utilizando trampas de luz CDC se recolectaron 282 especimenes, identificAndose 15
especies de flebotominos de las cuales 11 son consideradas antropofilicas y 9 de importancia
epidemiologica. Las especies de Lu. triramula, Lu. cruciata y Lu. serrana fueron las mas abundantes. En
cuanto a la determinacién de fuentes alimenticias e infeccién por Leishmania spp., se formaron grupos de
hembras sin alimentar de acuerdo a la especie, localidad y gira, las hembras que se encontraron ingurgitadas
con sangre fueron separadas y analizadas individualmente. Por medio de una reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real (g-PCR) se detectaron cuatro muestras positivas a Leishmania spp, las cuales
fueron sometidas a un PCR de tiempo final amplificando un producto de 330 pb de la regién ITS-1 de
Leishmania spp. las cuales posteriormente fueron secuenciadas. Los resultados de las secuencias mostraron
gue un grupo y una hembra ingurgitada de Lu. trapidoi estaban infectados con L. braziliensis (100% de
similitud en GenBank), mientras que en un grupo de Lu. triramula y en una hembra ingurgitada de Lu.
ovallesi las secuencias coincidian con aislamientos sin identificar de Leishmania spp. En cuanto a la
determinacién de fuentes alimenticias, el andlisis por PCR mostré que 17 muestras (54.8%) resultaron
positivas para ADN de aves y 14 muestras (45.2 %) pertenecian a ADN de mamifero, en este trabajo no se
detectd ADN de humanos. Los resultados obtenidos en este estudio contribuyen al conocimiento de la
distribucion y diversidad de flebotominos en el canton de Pérez Zeledon, asi como el conocimiento de

especies de Leishmania que se encuentran circulando en esta zona de Costa Rica.
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Introduccion general

La leishmaniasis es considerada como una enfermedad desatendida de importancia zoonotica, que
afecta diferentes poblaciones, tanto animales como humanas en areas tropicales y subtropicales de
todo el mundo (OPS, 2019a). De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la
enfermedad es endémica en 88 paises de cuatro continentes: América, Africa, Asia y Europa,
estimando a nivel mundial una incidencia anual de leishmaniasis cutanea entre 600,000 a un millon
de casos y leishmaniasis visceral entre 50,000 a 90,000 casos (Sasidharan & Saudagar, 2021;
Taghipour et al., 2021). En América, la enfermedad se ha reportado en 18 paises, siendo la
leishmaniasis cutanea (LC) la forma clinica mé&s comdn y la leishmaniasis visceral (LV) la forma
mas severa. (OPS, 2019a).

La enfermedad es causada por un protozoo intracelular perteneciente al género Leishmania, que
comprende alrededor de 22 especies patogenas agrupadas en los subgéneros Leishmania y Viannia
(OPS, 2019b). Este grupo de enfermedades se caracteriza por presentar diferentes manifestaciones
clinicas de acuerdo con la especie de Leishmania que se encuentre parasitando (Llanos-Cuenta.,
2013; Mejia et al., 2018; Taslimi et al., 2018; OPS, 2019a).

En Costa Rica, la leishmaniasis se presenta en diferentes formas clinicas: leishmaniasis cutanea
(LC), leishmaniasis mucocutanea (LMC), leishmaniasis cutanea atipica (LCA) y leishmaniasis
visceral (LV). El primer caso reportado en el pais de LC fue en 1924 (Jaramillo-Antillon et al.,
2018). En 1998, estudios realizados por Peraza, Urbina y Zeledon, mediante estudios de
electroforesis de isoenzimas y de inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos monoclonales,
lograron aislar diferentes especies de Leishmania en 34 pacientes con LC. En 32 pacientes
procedentes de los cantones de Acosta y Pérez Zeleddn en la provincia de San José; San Ramon,
San Carlos y Los Chiles en la provincia de Alajuela; Buenos Aires y Puerto Jiménez en la provincia
de Puntarenas; Guacimo, Cariari, Guépiles, Siquirres, Pocora, Talamanca, Sixaola y el cantdn
central, en la provincia de Limon; Sarapiqui en la provincia de Heredia, y Turrialba en la provincia
de Cartago se identifico la presencia de Leishmania panamensis, mientras que en dos pacientes
procedentes de Pérez Zeleddn y Guapiles se identifico Leishmania braziliensis (Peraza et al., 1998;
Jaramillo et al., 2018). Debido a estos hallazgos, se concluyé que L. panamensis es el principal

agente etioldgico de la LC, mientras que L. braziliensis es considerado el principal causante de
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LMC. En 1989 se reportaron los primeros casos de LCA causada por Leishmania infantum/chagasi
en zonas semidaridas de Guanacaste, diez afios después se reporto el primer caso de LV en Costa

Rica causada por Leishmania donovani/infantum/chagasi (Jaramillo-Antillon et al., 2018).

De acuerdo con reportes de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), durante el 2019 se
reportaron 601 casos de leishmaniasis cutdnea en Costa Rica con una incidencia de 11,33/ 100.000
habitantes siendo Lutzomyia trapidoi y Lutzomyia ylephiletor los agentes principales en la
transmision de la enfermedad (OPS, 2020).

En el 2020 mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) asociada a
polimorfismos en longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) se analizaron 72 aislamientos de
Leishmania spp. de un banco de muestras del Centro Nacional de Referencia en Parasitologia
(CNRP) del Instituto Costarricense de Investigacién y Ensefianza en Nutricion y Salud
(INCIENSA), los aislamientos se obtuvieron a partir de muestras de lesiones cutaneas de personas
con diagnostico parasitologico de LC provenientes de diferentes zonas endémicas de leishmaniasis
en el pais. Los analisis identificaron la presencia de Leishmania panamensis, Leishmania
braziliensis y Leishmania guyanensis, siendo el primer reporte de L. guyanensis en Costa Rica
(Campos-Fuentes et al., 2020). Esta especie se ha reportado principalmente en Brasil, Guyana,
Guyana Francesa, Peru, Suriname, Bolivia, Colombia y Venezuela causando cuadros clinicos de
LC. El principal vector de L. guyanensis es Lutzomyia umbratilis, reportado principalmente en
paises de América del Sur (de Souza Freitas et al., 2015), otro vector incriminado es Lutzomyia
anduzei, esta especie se distribuye principalmente en paises norte de América del Sur como Brasil,
Guyana Francesa y Venezuela, sin embargo, también se ha reportado en paises de América Central

como Panama y en Costa Rica en la provincia de Alajuela (Scarpassa et al., 2015).

Muchos de los casos de leishmaniasis son consideradas como zoonosis, por lo que los reservorios
primarios son usualmente mamiferos silvestres que no suelen mostrar signos evidentes de la
infeccion y la presencia de amastigotes en piel o visceras es escasa. En América los reservorios
silvestres o salvajes identificados incluyen a marsupiales como la zarigleya (Didelphis spp.), 0so
perezoso, 0so hormiguero menor, zorro y algunos roedores (Rattus spp., Proechimys spp.,
Nectomys spp., Oryzomys spp.). Generalmente hay un reservorio principal para cada especie de

Leishmania, pero otros mamiferos de la misma zona pueden resultar también infectados y
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convertirse en huéspedes secundarios que albergaran al parasito. Los mamiferos domésticos con
frecuencia son reservorios secundarios o accidentales, el mas importante es el perro, el cual es
reservorio de L. infantum/chagasi (OMS, 2010; Llanos-Cuenta, 2013; Becker et al., 2014; OPS,
2019b).

En Costa Rica se ha reportado que los 0sos perezosos Bradypus variegatus (perezoso de tres dedos)
y Choloepus hoffmani (perezoso de dos dedos) son los principales reservorios de Leishmania
panamensis (Peraza et al., 1998; Jaramillo et al., 2018). Ambas especies de perezosos pueden
habitar en zonas altas o bajas con mucha humedad, sin embargo, se ha reportado que B. variegatus
se encuentra habitando en mayor cantidad las zonas bajas y himedas del pais especificamente la
zona del Caribe y el sur del Pacifico mientras que C. hoffmani se encuentra en mas abundancia en
las zonas més altas y humedas del pais. No hay reportes en los cuales se describa a estos animales
habitando las partes con estacion seca pronunciada como el noroeste del pais incluyendo la
peninsula de Nicoya. Otros reservorios importantes de leishmaniasis en el pais incluyen al raton
silvestre Heteromys desmarestianus, en el cual se ha aislado L. panamensis y los perros como
reservorios de LV y LCA (Jaramillo et al., 2018).

Aunque los reservorios no presentan manifestaciones clinicas pueden existir de una manera leve,
en el caso del perro, puede morir de la infeccidn (leishmaniasis canina). En el perro los parasitos
son abundantes en las visceras y en la dermis, donde los vectores pueden captar facilmente los
amastigotes (Alvar Ezquerra, 2001; OMS, 2010).

En cuanto al vector, en el continente americano, la leishmaniasis es transmitida por hembras del
género Lutzomyia (Brazil et al., 2015; Kelly etal., 2017; OPS, 2019a). En el Neotropico se reportan
cerca de 500 especies y al menos 30 de ellas han sido descritas como vectores del parasito (Mejia
et al., 2018). Costa Rica es un pais con abundantes zonas boscosas himedas en las cuales la
poblacion de flebdtomos es abundante, se han identificado 62 especies y dos han sido incriminados
como vectores en la transmision de leishmaniasis. Zeledon y colaboradores (1973) aislaron por
primera vez pardsitos del complejo Leishmania braziliensis panamensis en especimenes de
Lutzomyia ylephiletor en Palmar sur, en la region del Pacifico y posteriormente en 1977 se aislo
nuevamente en Lutzomyia trapidoi y Lutzomyia ylephiletor en la vertiente atlantica (Murillo &

Zeledon., 1985). En estudios posteriores se aislé Leishmania panamensis en dos especimenes de
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Lu. ylephiletor y en uno de Lu. trapidoi (Murillo & Zeleddn., 1985; Jaramillo et al., 2018; Rojas
Madriz, 2019). Debido a estos hallazgos, se incriminé a Lu. ylephiletor y Lu. trapidoi como los
principales transmisores de leishmaniasis cutdnea y mucocutanea en Costa Rica (Murillo &
Zeledodn., 1985; Zeledon et al., 1985; Jaramillo et al., 2018). Sin embargo, otras 17 especies
también han sido identificadas como antropofilicas, lo que representa un riesgo epidemiologico

por su potencial vectorial (Murillo & Zeleddn., 1985).

En la zona de Pacifico norte, la cual es una zona arida y que comprende la region costera de la
provincia de Guanacaste y parte de la provincia de Puntarenas, se han podido encontrar
poblaciones de fleb6tomos como Lutzomyia longipalpis, vector asociado con la transmision de LV
y LCA (Murillo & Zeledon., 1985). Otra especie que se ha encontrado en las mismas zonas
semiaridas, pero en una proporcioén inferior es Lutzomyia evansi (Zeledén et al., 1984; Murillo &
Zeledon., 1985; Jaramillo et al., 2018). En estudios realizados en localidades de Liberia se han
encontrado poblaciones de Lu. longipalpis, Lu. evansi, Lu. cayennensis y Lu. chiapanensis en

letrinas peridomiciliares (Herrero et al., 1991; Argiello Vargas, 2006).

En la zona del Pacifico sur, la cual es una region muy lluviosa, se ha reportado que la presencia de
fleb6tomos es abundante y se han encontrado poblaciones de Lutzomyia ylephiletor, Lutzomyia
trapidoi, Lutzomyia gomezi, Lutzomyia shannoni, Lutzomyia panamensis, Lutzomyia cruciata,

Lutzomyia vespertilionis, entre otras especies (Murillo & Zeledon., 1985).

En el Caribe, un estudio realizado en La Villa de Amubri, cantén de Talamanca, provincia de
Limon, se reportd la presencia de Lu. panamensis, Lu. gomezi, Lu. ylephiletor, Lu. cruciata, Lu.

geniculata, Lu. barrettoi majuscula y Lu. serrana (Sosa-Ochoa, 2010).

Debido a que los cambios en los factores climaticos y los cambios del paisaje producidos por la
deforestacion y urbanizacion pueden generar cambios temporales y espaciales en la entomofauna,
es imprescindible llevar a cabo estudios sobre la composicion de especies de flebotominos, realizar
pruebas que permitan detectar su infeccién natural con Leishmania y conocer sus fuentes
alimenticias, entre otros factores de su ecologia para la evaluacion e implementacion de medidas

de control vectorial.
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El proposito de esta investigacion fue determinar las especies de fleb6tomos que se encuentran en
dos localidades del distrito Daniel Flores en Pérez Zeleddn, detectar infeccion natural de

Leishmania spp. y determinar las fuentes alimenticias.
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ARTICULO 1:
Identificacion de especies de flebotominos (Diptera: Psychodidae) en dos localidades

endémicas de leishmaniasis del distrito Daniel Flores en el cantdén de Pérez Zeledén.

Resumen

La leishmaniasis es una enfermedad tropical transmitida de manera vectorial por dipteros
conocidos como flebétomos. Actualmente se han reportado 62 especies de flebotominos en Costa
Rica, 19 de ellas presentan habitos antropofilicos, siendo Lutzomyia ylephiletor y Lutzomyia
trapidoi las especies incriminadas como vectores de Leishmania panamensis y Leishmania
braziliensis, causantes de leishmaniasis cutanea y mucocutanea respectivamente en Costa Rica.
En el 2020 se reportd por primera vez la presencia de Leishmania guyanensis en casos autoctonos
en el pais, sin embargo, no se conoce la especie de Lutzomyia involucrada en su transmision,
debido a ello el objetivo de este estudio fue determinar las especies de fleb6tomos en dos
localidades endémicas de leishmaniasis del distrito Daniel Flores en Pérez Zeledon, donde se
presentaron los casos por L. guyanensis. Los muestreos se llevaron a cabo en las localidades de
Las Brisas y Concepcion, del distrito Daniel Flores, en el canton de Pérez Zeleddn. Se colocaron
6 trampas luminosas tipo CDC en ambas localidades por 3 noches consecutivas, de 6 pm a 6 am.
Los fleb6tomos recolectados se identificaron de acuerdo con las caracteristicas morfoldgicas del
cibario y la genitalia segin Young y Duncan (1994). Se identificaron 15 especies de flebotominos
de los cuales 11 especies son consideradas antropofilicas y 9 de importancia epidemioldgica. Las
especies de Lu. triramula, Lu. cruciata y Lu. serrana fueron las mas abundantes en este trabajo.

La localidad de Concepcion presentd mayor cantidad de especies en comparacion con Las Brisas.

Palabras clave

Leishmaniasis, Lutzomyia ylephiletor, Lutzomyia trapidoi, Lutzomyia cruciata, Lutzomyia

panamensis, Lutzomyia ovallesi, Lutzomyia triramula.
Abstract

Leishmaniasis is a vector-borne tropical disease by dipterans known as sandflies. Currently 62
species of sandflies have been reported in Costa Rica, 19 of them present anthropophilic habits,
being Lutzomyia ylephiletor and Lutzomyia trapidoi the species incriminated as vectors of

Leishmania panamensis and Leishmania braziliensis causing cutaneous and mucocutaneous
20



leishmaniasis in Costa Rica. In 2020, the presence of Leishmania guyanensis was reported for the
first time in autochthonous cases in the country, however, the species of Lutzomyia involved in its
transmission is not known, due to this the objective of this study was to determine the species of
sandflies in two endemic localities of leishmaniasis in the Daniel Flores district in Pérez Zeledon,
where the cases due to L. guyanensis occurred. Sampling was carried out in the towns of Las Brisas
and Concepcion, in the Daniel Flores district, in the canton of Pérez Zeleddn. 6 CDC-type light
traps were placed in both locations for 3 consecutive nights, from 6 pm to 6 am. The collected
sandflies were identified according to the morphological characteristics of the cibarium and
genitalia according to Young and Duncan (1994). Fifteen species of sandflies were identified, of
which 11 species are considered anthropophilic and 9 of epidemiological importance. The species
of Lu. triramula, Lu. cruciata and Lu. serrana were the most abundant in this work. The town of

Concepcidn presented a greater number of species compared to Las Brisas.
Keywords

Leishmaniasis, Lutzomyia ylephiletor, Lutzomyia trapidoi, Lutzomyia cruciata, Lutzomyia

panamensis, Lutzomyia ovallesi, Lutzomyia triramula.

1. Introduccion

La leishmaniasis es una enfermedad transmitida por pequefios dipteros hemat6fagos pertenecientes
a la familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. Los fleb6tomos viven en ambientes muy
variables, tienen un espectro ecoldgico entre desiertos y bosques tropicales. Los vectores que viven
en bosques tropicales requieren habitats ecoldgicos con un alto grado de humedad atmosférica y
temperaturas frescas, generalmente lugares en regiones por debajo de los 1.700 m.s.n.m (Botero
& Restrepo, 2012).

En el continente americano, la leishmaniasis es transmitida por hembras del género Lutzomyia
(Brazil etal., 2015; Kelly et al., 2017; OPS, 2019) exhibiendo una amplia &rea de distribucion, que
va desde las areas sur de la region Nedrtica hasta la zona neotrdpica (Brazil et al., 2015; Akhoundi
et al., 2016; Mejia et al., 2018). Solo en el neotrdpico se reportan cerca de 500 especies de

Lutzomyia y al menos 30 de ellas han sido descritas como vectores del parasito (Mejia et al., 2018).

En Costa Rica se han reportado 62 especies de fleb6tomos, de las cuales 19 especies son

consideradas antropofilicas (Murillo & Zeleddn., 1985; Sosa-Ochoa, 2010). Hay cinco especies
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que predominan en areas endémicas: Lutzomyia ylephiletor, Lutzomyia sanguinaria, Lutzomyia
geniculata, Lutzomyia evansi y Lutzomyia panamensis. Sin embargo, también se encuentran otras
especies que siguen en frecuencia como lo son Lutzomyia trapidoi, Lutzomyia shannoni y
Lutzomyia gomezi (Murillo & Zeleddn., 1985). De todas estas especies, Lu. ylephiletor es
considerada como el vector principal en la transmision de Leishmania spp. en las zonas endémicas
de Costa Rica. Sin embargo, las otras especies consideras como vectores de la enfermedad también
representan un riesgo epidemioldgico (Jaramillo et al., 2018). Murillo y Zeledén en 1985,
reportaron en el canton de Perez Zeleddn la presencia de fleb6tomos como Lutzomyia ylephiletor,
Lutzomyia shannoni, Lutzomyia edentula y Lutzomyia triramula, de las cuales Gnicamente las dos

primeras son antropofilicas (Murillo & Zeleddn., 1985).

Desde el afio 2000 no hay estudios publicados en el pais que informen sobre las especies de
flebdtomos que se encuentran en las zonas endémicas de leishmaniasis, por lo que se hace relevante
actualizar la informacion de las especies presentes ya que, factores como el clima, cambios
atmosfeéricos, deforestaciones y actividades antropozondticas pueden modificar la composicion de
la entomofauna, incluidos los flebdtomos. Especificamente en Pérez Zeleddn, no se han publicado

investigaciones desde las reportadas por Murillo & Zeled6n en 1985.

El objetivo de esta investigacion fue determinar las especies de flebtomos en dos localidades

endémicas de leishmaniasis en el distrito Daniel Flores, Pérez Zeledon.

2. Materiales y métodos
2.1 Sitio de muestreo

El estudio se llevo a cabo en dos localidades del distrito Daniel Flores en el canton de Pérez
Zeledon, en la provincia de San José. Este distrito se encuentra a una altura media de 639 m.s.n.m,
su clima es humedo, mayoritariamente nublado con presencia de lluvias generalmente durante todo
el afio, con una temperatura media que varia entre 21°C a 30°C y una precipitacion de 479 mm al

afio, con una poblacién de 33,537 habitantes para el 2011 de acuerdo con el tltimo censo del INEC.

Las localidades muestreadas fueron Las Brisas (coordenadas 9.3643851 N, -83.6880947 O) y
Concepcion (coordenadas 9.234303 N, -83.6664676 O) (Figura 1). Ambas localidades presentan

abundantes zonas boscosas con sitios de cultivo como café, cafia de azlcar, granos basicos, entre
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otros, en viviendas de ambas localidades se encontrd la presencia de animales en los peridomicilios
como aves de corral, vacas, cabras, ovejas, caballos, perros y gatos, entre otros. La localidad de
Concepcidn presentdé mayores extensiones boscosas, presentando entornos mas rurales y mas
zonas de cultivo, mientras que la localidad de Las Brisas present6 un entorno méas urbanizado y

con zonas mas deforestadas.

Simbologia
Localidades

% Barrio Las brisas
1 Concepcion
Distrito

 Daniel Flores

Proyeccion CRTMOS
Transversal de Mercator
Datum WGS84

Fuente cartografica:Atlas
de Costa Rica, ITCR 2014.
Disefio elaborado por
Elisa Alcantara

Figura 1: Localidades muestreadas en el distrito Daniel Flores en Pérez Zeledon

La eleccién de las localidades fue determinada por el hallazgo de Leishmania guyanensis en dos
muestras de lesiones cutaneas, siendo este hallazgo el primer reporte de esta especie en el pais.
Las muestras pertenecian a dos casos autéctonos procedentes de Concepcion y Las Brisas (Campos
Fuentes et al., 2020; Campos Fuentes, 2021)

2.2 Muestreo y recoleccion de flebtomos

Se realizaron cuatro muestreos por 3 noches consecutivas durante el periodo de abril a agosto del
2021. Se colocaron seis trampas luminosas tipo CDC en cada localidad a una altura de
aproximadamente 1 metro sobre el suelo en zonas peridomiciliares y boscosas, con abundante
vegetacion y cerca de sitios de reposo de animales durante toda la noche a partir de las 18:00 horas
hasta las 6:00 horas del dia siguiente.
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Los especimenes capturados fueron transportados en frascos con alcohol al 70% debidamente
rotulados para su almacenamiento, hasta su montaje e identificacion taxonémica. Posteriormente
las muestras se llevaron al Laboratorio de Entomologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de
la Universidad Nacional.

2.3 Identificacion de flebotomos

En el laboratorio, los insectos identificados como fleb6tomos se separaron del resto de los insectos
colectados, basandose en el tamafio, color, patas largas y alas. Las muestras conservadas en alcohol
se hidrataron en PBS 1X durante 30 min, luego se aclararon con KOH al 10% durante 3 horas y
se lavaron en PBS 1X durante 5 min. Posteriormente, los especimenes fueron montados en un
portaobjetos para la diseccion de la cabeza. Luego de la diseccion, se agregé medio de Hoyer para
fijar las piezas y realizar la identificacion establecida por Young y Duncan en base a la genitalia y
el cibario (Young & Duncan,1994).

2.4 Anélisis estadistico

Para realizar comparaciones de la diversidad de especies entre las dos localidades muestreadas se
estimd el coeficiente de similitud de Jaccard y para analizar la diversidad de los fleb6tomos
recolectados por localidad se estimd la riqueza especifica y los indices de Shannon-Weaver,

Margalef y Pieluo.

Similitud entre comunidades

2.4.1 Coeficiente de similitud de Jaccard
Este indice mide las diferencias en relacion a la presencia o ausencia de especies encontradas. El
intervalo de valores oscila entre 0 cuando no hay especies compartidas entre ambos lugares, hasta

1 cuando los dos lugares comparten las mismas especies. Se calcula a partir de la siguiente formula:

lj= c/a+b-c

Donde:

a: numero de especies en el sitio A (Las Brisas)
b: numero de especies en el sitio B (Concepcidn)

C: numero de especies presentes en ambos lugares (A y B)
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indices para calcular diversidad

2.4.2 Riqueza especifica (S)

Para calcular la riqueza especifica (S) se basa unicamente en el nimero de especies encontradas

2.4.3 Indice de Shannon-Weaver (H)

Con este indice se contempla la cantidad de especies presentes en el area de estudio (riqueza) y la
cantidad relativa de individuos de cada una de las especies (abundancia). Los valores oscilan entre
0 cuando hay una sola especie y al logaritmo de riqueza especifica (S) cuando todas las especies

estan representadas por el mismo namero de individuos. Se utiliza la siguiente formula:

H = - (Pi)(InPi)
Donde:

Pi: proporcion de individuos de la especie respecto al total de individuos (abundancia relativa de
la especie)

In Pi: logaritmo natural de pi

2.4.4 Indice de Margalef (Dwmg)
Este indice supone que hay una relacion funcional entre el nimero de especies y el nimero total
de individuos. Los valores oscilan entre O cuando existe solo una especie en la muestra hasta 5

cuando hay un namero relativamente grande de especies. Se utiliza la siguiente formula:

Dwmg=S-1/1In (N)
Donde:
S: riqueza de especies (nimero de especies presentes)

N: nimero total de individuos encontrados

2.4.5 Indice de Pieluo (J)

Mediante este indice se determina si la abundancia de individuos por especie es semejante y su
equitatividad. Mide la proporcion de diversidad observada con relacion a la maxima diversidad
esperada. Su valor oscila de 0 a 1, de manera que O representa la ausencia de uniformidad y 1
corresponde a situaciones donde todas las especies son igualmente abundantes. Se utiliza la

siguiente formula:
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J’: H/H max
Donde:

H’max: In (S)

H’: indice de Shannon-Weaver

S: nimero total de especies presentes.

3. Resultados

3.1 Identificacion de especies de flebétomos.

Se recolectaron 282 especimenes de fleb6tomos, identificando 15 especies en total, de las cuales

11 son consideradas antropofilicas. Del total de especimenes recolectados, 162 eran hembras

(57.4%) y 120 machos (42.6%). Las especies que se recolectaron con mayor predominancia fueron

Lutzomyia triramula (48.2%), Lutzomyia cruciata (19.1%) y Lutzomyia serrana (7.8%). En el

cuadro 1 se resume la distribucion de especies en total. En la localidad de Las Brisas se

recolectaron 130 individuos (46%) mientras que en Concepcion se identificaron 152 (54%).

Ambas localidades presentaron 8 especies en comun, siendo Lu. triramula, Lu. cruciata, Lu.

serrana, Lu. panamensis, Lu. ylephiletor, Lu. youngi, Lu. trapidoi y Brumptomyia sp. las especies

gue se encontraron en comun en ambas localidades. En la localidad de Las Brisas la especie que

se encontrd en mayor cantidad fue Lu. triramula (109 individuos) mientras que en Concepcion se

observo una predominancia de Lu. cruciata (51 individuos).

Cuadro 1: Especies de fleb6tomos segun sexo y localidad muestreada.

Especie Las Brisas Concepcién TOTAL
Machos | Hembras | Total | Machos | Hembras | Total n (%)
Lutzomyia triramula 46 63 109 8 19 27 | 136 (48.2)
Lutzomyia cruciata* 1 2 3 36 15 51| 54(19.1)
Lutzomyia serrana* 1 0 1 15 6 21 22 (7.8)
Lutzomyia ylephiletor* 4 3 7 5 4 9 16 (5.7)
Lutzomyia panamensis* 0 5 5 0 8 8 13 (4.6)
Lutzomyia youngi* 0 1 1 0 8 8 9(3.2)
Lutzomyia runoides 0 0 0 1 5 6 6 (2.1)
Lutzomyia geniculata* 0 0 0 0 6 6 6 (2.1)
Lutzomyia carrerai thula* 0 0 0 3 2 5 5(1.8)
Brumptomyia sp. 0 1 1 0 3 3 4 (1.4)
Lutzomyia trapidoi* 0 2 2 0 2 2 4(1.4)
Lutzomyia ovallesi* 0 0 0 0 3 3 3(1.1)

N
(ep]




Lutzomyia sanguinaria* 0 0 0 0 2 2 2(0.7)
Lutzomyia sordellii 0 1 1 0 0 0 1(0.4)
Lutzomyia barrettoi 0 0 0 0 1 1 1(0.4)
majuscula*

TOTAL 52 78 130 68 84| 152 | 282 (100)

* Especies antropofilicas

3.2 Andlisis estadistico
En relacion con la similitud entre las dos localidades muestreadas, se obtuvo un coeficiente de
Jaccard (lj) de 0.53 ya que, de las 15 especies encontradas 8 estaban presentes en ambas

localidades.

En el cuadro 2 se resumen los valores obtenidos para los indices de diversidad en cada localidad.
Concepcion fue la localidad que presentdé mayor riqueza, diversidad y equitatividad, ya que se
identificaron 14 especies, los indices de Shannon-Weaver, Margalef y Pieluo fueron mayores en
comparacion con Las Brisas en donde se encontraron 9 especies, los indices en esta localidad
tuvieron valores bajos cercanos a cero, lo cual indica que la diversidad de especies en esa localidad

es baja.

Cuadro 2: Indices ecoldgicos de diversidad estimados en las localidades muestreadas.

indices de diversidad Las Brisas | Concepcidn
Riqueza especifica (S) 9 14
indice de Shannon-Weaver (H) 0.73 2.06
indice de Margalef (Dwg) 1.64 2.59
indice de Pieluo (J) 0.33 0.78

4. Discusion
La investigacion reporta 13 especies mas que las reportadas por Murillo y Zeled6n (1985) en Pérez
Zeleddn, esta informacion es de relevancia epidemioldgica ya que 11 de las especies identificadas
son antropofilicas, entre ellas, Lu. ylephiletor (5.7%) y Lu. trapidoi (1.4%), las cuales han sido
descritas como vectores principales de Leishmania braziliensis y Leishmania panamensis en Costa
Rica (Murillo & Zeledon., 1985; Zeledon et al., 1985). Las especies de Lu. panamensis (4.6%),
Lu. ovallesi (1.1%), y Lu. cruciata (19.1%) han sido descritas como vectores involucrados en la
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transmision de leishmaniasis cutanea en otros paises. Lu. panamensis es descrita como uno de los
principales transmisores de Leishmania panamensis en Panama y otros paises del sur de América
(OPS, 2019; Dutari & Loaiza, 2014). Lu. ovallesi se ha confirmado como vector de Leishmania
braziliensis y Leishmania mexicana en paises como Guatemala, Colombia y Venezuela (Vargas
& Usuga, 2022; OPS, 2019; Sandoval et al., 1998; 2006), mientras que Lu. cruciata ha sido
reportada como transmisora de Leishmania mexicana en Meéxico (OPS, 2019; Pech-May et al.,
2013), Lu. youngi (3.2%) ha sido reportada como transmisora de L. braziliensis en Venezuela y
Colombia (Torrellas et al., 2018; Testa et al., 2002) y de L. mexicana en Venezuela (Blanco et al.,
2018).

Otras especies antropofilicas identificadas en este trabajo y que son reconocidas como potenciales
vectores en la transmisién de leishmaniasis cutanea fueron Lu. serrana (7.8%), la cual es
sospechosa de transmitir L. braziliensis en Ecuador y Colombia (Hoyos-Lopez et al., 2016;
Santamaria et al., 2002), Lu. carrerai-thula (1.8%) y Lu. sanguinaria (0.7%) sospechosas de
transmitir L. panamensis en paises como Panama (Dutari & Loaiza, 2014).

En este estudio se identificaron las especies Lu. ylephiletor y Lu. triramula, que coincide con lo
reportado por Murillo y Zeledon (1985). La especie que presentd mayor abundancia fue Lu.
triramula (48.2%); esta especie no es considerada antropofilica ni reporta importancia médica
hasta el momento, sin embargo, es altamente fototropica, lo cual puede explicar que se haya

capturado en mayor proporcion en este trabajo (Martinez et al., 2019).

Ambas localidades presentan abundantes zonas boscosas que favorecen la presencia de
fleb6tomos; sin embargo, Concepcion es una localidad con un entorno mas rural, con menos
urbanizacion y con zonas mas reforestadas que Las Brisas, lo que puede favorecer una mayor
diversidad de flebdtomos en esa localidad. En este estudio, Concepcion presentd mayor equidad y
riqueza de especies, identificAndose 14, de las cuales 9 son epidemiologicamente importantes: Lu.
cruciata, Lu. serrana, Lu. panamensis, Lu. ylephiletor, Lu. youngi, Lu. carrerai-thula, Lu. ovallesi,
Lu. trapidoi y Lu. sanguinaria mientras que en Las Brisas se identificaron 9 especies de las cuales
6 son de importancia epidemioldgica: Lu. cruciata, Lu. serrana, Lu. panamensis, Lu. ylephiletor,
Lu. trapidoi y Lu. youngi. Al estimar el indice de Jaccard para medir que tan similares eran ambas
comunidades con respecto a especies, se obtuvo una similitud equivalente al 53%, identificando

en ambas localidades 8 especies en comun. Algo muy importante de mencionar es el hecho de que
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en ambas localidades se identificaron especies que presentan importancia epidemioldgica

especialmente Lu. ylephiletor y Lu. trapidoi.

El porcentaje de similitud que ambas localidades comparten puede estar ligado a la presencia de
vegetacion; sin embargo, cuando se estimaron los indices de biodiversidad de Shannon-Weaver y
Margalef se encontré que Concepcion presento los indices mas altos con valores de 2.06 y 2.59
respectivamente. En Las Brisas se obtuvieron valores de 0.73 en el indice de Shannon-Weaver y
1.74 en el indice de Margalef. VValores superiores a 2 son considerados altos y pueden obtenerse
en zonas donde existe riqueza y abundancia de especies, especificamente en ecosistemas ricos en
vegetacion y poco alterados. Por el contrario, valores de diversidad bajos son aquellos inferiores a
2y se puede obtener en zonas con ecosistemas deforestados y desérticos en especial lugares mas

urbanizados y alterados (Cavero Avalos., 2012)

En cuanto a la equidad de las especies, se calculd el indice de Pieluo y se encontr6é que Concepcion
tuvo un resultado de 0.78 mientras que Las Brisas obtuvo un resultado de 0.33, el valor maximo
de este indice es 1, por lo que comunidades que obtengan este valor son lugares que presentan
abundancia igualitaria en todas sus especies. En este trabajo la localidad de Concepcidn presentd
mayor igualdad en la abundancia de sus especies; comunidades con un valor de 0 significaria que
no hay igualdad en la distribucion de sus especies. En el cuadro 2 se observa que en Las Brisas la
especie que tiene mayor predominancia es Lu. triramula (109 individuos) mientras que las demas
especies presentan cantidades inferiores a 10 como es el caso de especies como Lu. serrana, Lu.
youngi, Lu. sordelli y Brumptomyia sp. Unicamente se encontrd un individuo en esa localidad, por
lo que se puede mencionar que las especies de esta comunidad no se encontraron distribuidas

uniformemente.

Factores como la temperatura ambiental y la precipitacion pluvial estan relacionados con la
abundancia de flebotominos y la diversidad de especies. Una de las limitaciones que se tuvo en
este trabajo fue la presencia de lluvias con vientos en ambas localidades durante todos los
muestreos realizados, lo cual pudo afectar la recolecta de los flebétomos, tomando en cuenta que
los fuertes vientos pueden afectar en la capacidad de vuelo de los fleb6tomos (OMS, 2010).
Estudios han reportado de igual forma que la presencia de flebotominos esta relacionada con la
proximidad de las viviendas humanas en zonas boscosas o selvaticas. Otro factor que puede influir

en capturas abundantes de flebotomos es la presencia de animales en las zonas de muestreo
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(Martinez etal., 2019; Osorio, 2015; Sandoval et al., 1998). En este trabajo se observo la presencia

de animales habitando en los alrededores de los peridomicilios muestreados en ambas localidades,

encontrandose la presencia de gallinas, cabras, vacas, ovejas, caballos y animales domésticos como

perros y gatos, lo que pudo favorecer la captura de los flebdtmos.

Los resultados de esta investigacion contribuyen a la actualizacion de la distribucion y diversidad

de las especies de flebotominos, especificamente en dos localidades del canton de Pérez Zeleddn,

para la identificacion de posibles zonas de transmisién de leishmaniasis.

5. Conclusiones

Las localidades de Las Brisas y Concepcion son lugares con abundantes zonas boscosas que
favorecen la presencia de muchas especies de flebotominos. Sin embargo, la localidad de
Concepcion al poseer zonas menos alteradas con abundante vegetacion presenta mayor
riqueza de especies y mayor cantidad de fleb6tomos recolectados en comparacion con Las
Brisas, la cual es una zona con mayor urbanizacion.

Tanto la localidad de Las Brisas como Concepcion poseen factores de riesgo para adquirir
leishmaniasis ya que, se identificaron especies antropofilicas incriminados como vectores en
el pais como Lu. ylephiletor y Lu. trapidoi al igual que vectores de leishmaniasis en otros
paises como Lu. panamensis y Lu. cruciata.

Existe una similitud en ambas localidades del 53%, teniendo en comun 8 especies dentro de
las cuales se encuentran Lutzomyia ylephiletor y lutzomyia trapidoi, los principales vectores
de la leishmaniasis cutanea en Costa Rica.

Las especies identificadas en este trabajo se encontraban mejor distribuidas en la localidad de
Concepcion, mientras que en Las Brisas la distribucion de las especies no tenia una
distribucion equitativa existiendo una predominancia de Lutzomyia triramula en comparacion

de las demas especies.

6. Recomendaciones

Realizar mas blsquedas entomoldgicas en otras localidades de Pérez Zeleddn para tener un

conocimiento mas amplio de la diversidad de especies de flebotomos en esta zona e investigar

si existe la presencia de otras especies que puedan ser vectores potenciales de leishmaniasis.

Realizar estudios de caracterizacion ambiental en estas localidades para conocer mejor las

caracteristicas que presentan estas localidades y que favorecen la presencia de fleb6tomos.
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ARTICULO II:
Busqueda de fuentes alimenticias e infeccion natural con Leishmania spp. en flebotominos

de dos localidades de Pérez Zeleddn, Costa Rica
Resumen

La leishmaniasis es una enfermedad tropical desatendida, ocasionada por protozoos intracelulares
del género Leishmania. Se caracteriza por presentar diferentes manifestaciones clinicas
dependiendo de la especie de Leishmania que se encuentre parasitando. En Costa Rica se ha
asociado a Leishmania panamensis y Leishmania braziliensis con las formas cutanea y
mucocutanea, y a Leishmania infantum/chagasi con las formas visceral y cutanea atipica. Los
vectores involucrados como transmisores de las formas cutdneas son Lutzomyia ylephiletor y
Lutzomyia trapidoi y de las formas visceral y cutanea atipica es Lutzomyia longipalpis.
Recientemente, en el 2020 se reportd por primera vez la presencia de Leishmania guyanensis en
el pais; sin embargo, no se conoce el vector involucrado en su transmision. El objetivo de este
estudio fue detectar infeccion natural de Leishmania spp. en fleb6tomos de dos localidades del
distrito Daniel Flores de Pérez Zeleddn, asi como determinar las fuentes alimenticias. Las hembras
recolectadas en las comunidades de Las Brisas y Concepcion fueron identificadas
taxondmicamente. Aquellas que no se encontraban alimentadas con sangre fueron agrupadas en
grupos de 1 a 5 hembras de acuerdo con la especie, localidad y gira realizada. Las hembras que se
encontraban ingurgitadas con sangre fueron analizadas individualmente. Se realiz6 una reaccion
en cadena de la polimerasa en tiempo real (g-PCR) amplificando el KDNA de Leishmania spp. Las
muestras positivas fueron sometidas a un PCR de punto final amplificando un producto de 330 pb,
aproximadamente, y posteriormente fueron secuenciados. Se detectaron cuatro muestras positivas
con el g-PCR. Dos muestras eran de grupos de hembras sin sangre pertenecientes a las especies de
Lutzomyia trapidoi y Lutzomyia triramula, respectivamente, y dos correspondian a hembras con
sangre de las especies Lutzomyia ovallesi y Lutzomyia trapidoi. Los resultados de las secuencias
mostraron que en el grupo y en la hembra ingurgitada con sangre de cabra pertenecientes a Lu.
trapidoi estaban infectados con L. braziliensis (100% de similitud en GenBank), mientras que las
secuencias obtenidas de la hembra ingurgitada con sangre de cabra proveniente de Lu. ovalessi y
de un grupo de Lu. triramula no pudieron identificarse a nivel de especie por lo que en este trabajo
se reportaron como Leishmania spp. La secuencia de Lu. ovallesi presentaba una similitud del 98%
con secuencias de aislamientos pertenecientes a especies de Leishmania no identificadas de Brasil
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guardadas en GenBank, la secuencia también present6 una similitud del 96% con una secuencia
de Leishmania naiffi de Guyana francesa mientras que la secuencia obtenida de Lu. triramula
present6 una similitud del 97% con aislamientos de Leishmania spp. provenientes de Brasil. En
cuanto a la determinacion de fuentes alimenticias, el analisis por PCR mostré que 17 hembras
ingurgitadas pertenecientes a las especies de Lu. cruciata, Lu. ovallesi, Lu. trapidoi, Lu.
panamensis, Lu. sanguinaria, Lu. youngi, Lu. ylephiletor, Lu. serrana, Lu. geniculata y
Brumptomyia sp. (54.8%) se habian alimentado de sangre de aves y 14 (45.2 %) se habian
alimentado de mamifero, en este trabajo no se detecto ADN de humanos.

Palabras clave
Leishmania, Lutzomyia, Leishmania braziliensis, Leishmania naiffi, fuentes alimenticias
Abstract

Leishmaniasis is a neglected tropical disease caused by intracellular protozoa of the genus
Leishmania. It is characterized by presenting a clinical polymorphism depending on the species of
Leishmania that is parasitizing. In Costa Rica, Leishmania panamensis and Leishmania
braziliensis have been associated with the cutaneous and mucocutaneous forms, and Leishmania
infantum/chagasi with the visceral and atypical cutaneous forms. The vectors involved as
transmitters of the cutaneous forms are Lutzomyia ylephiletor and Lutzomyia trapidoi and of the
visceral and atypical cutaneous forms is Lutzomyia longipalpis. Recently, in 2020, the presence of
Leishmania guyanensis was reported for the first time in the country, however, the vector involved
in its transmission is not known. The objective of this study was to detect natural infection of
Leishmania spp. in sandflies from two locations in the Daniel Flores district of Pérez Zeledon, as
well as to determine the food sources. The females collected in the communities of Las Brisas and
Concepcion were taxonomically identified. Those that were not fed with blood were grouped into
groups of 1 to 5 females according to the species, locality and tour carried out. The females that
were engorged with blood were analyzed individually. A real-time polymerase chain reaction
(gPCR) was performed amplifying the KDNA of Leishmania spp. Positive samples were subjected
to endpoint PCR amplifying a product of approximately 330 bp, and were subsequently sequenced.
Four positive samples were detected with qPCR. Two samples were from groups of bloodless
females belonging to the species of Lutzomyia trapidoi and Lutzomyia triramula, respectively, and

two corresponded to females with blood of the species Lutzomyia ovalessi and Lutzomyia trapidoi.
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The results of the sequences showed that in the group and in the female engorged with goat blood
belonging to Lu. trapidoi were infected with L. braziliensis (100% similarity in GenBank), while
the sequences obtained from the female engorged with goat blood from Lu. ovalessi and a group
of Lu. triramula could not be identified to the species level, so in this work they were reported as
Leishmania spp. Lu. ovalessi sequence had a similarity of 98% with sequences of isolates
belonging to unidentified Leishmania species from Brazil stored in GenBank, the sequence also
had a similarity of 96% with a sequence of Leishmania naiffi from French Guiana while the
sequence obtained from Lu. triramula presented a similarity of 97% with isolates of Leishmania
spp. from Brazil. Regarding the determination of food sources, the PCR analysis showed that 17
engorged females belonging to the species of Lu. cruciata, Lu. Ovalessi, Lu. trapidoi, Lu.
panamensis, Lu. sanguinaria, Lu. youngi, Lu. ylephiletor, Lu. Serrana, Lu. geniculata and
Brumptomyia sp. (54.8%) had fed on the blood of birds and 14 (45.2%) had fed on mammals, in

this work no human DNA was detected.
Keywords
Leishmania, Lutzomyia, Leishmania braziliensis, Leishmania naiffi, food sources

1. Introduccion

La leishmaniasis es considerada por la OMS como un grupo de enfermedades parasitarias
zoonoticas causadas por protozoos intracelulares del género Leishmania. Se describen alrededor
de 22 especies patdgenas pertenecientes a este género. Este parasito es transmitido de manera
vectorial, principalmente por la picadura de dipteros hematofagos pertenecientes a la familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, conocidos como fleb6tomos (OPS, 2019). En América,
la enfermedad es transmitida principalmente por hembras del género Lutzomyia (Brazil et al.,
2015; Kelly et al., 2017; OPS, 2019). Se han descrito mas de 30 especies de flebotominos en la
parte Neotropical que pueden transmitir el parasito antropogenica o zoonéticamente (Mejia et al.,
2018). Este protozoario se ha encontrado con frecuencia hospedando una amplia variedad de
animales, por lo que es considerado como zoondtico y antropozoonoético, pocas especies son
estrictamente antropondticas (Akhoundi et al., 2017). Existen flebdtomos que se alimentan de
vertebrados especificos, sin embargo, se ha demostrado que algunos pueden ser oportunistas al
alimentarse de una gran variedad de huespedes los cuales, pueden actuar como reservorios de la
enfermedad (Carvalho et al., 2017).
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Estudios sobre ingesta de fuentes alimenticias en fleb6tomos han contribuido a comprender la
dinamica de transmision de la enfermedad en una determinada zona, ademés de identificar
reservorios potenciales del parasito. En paises como Brasil y Ecuador han identificado a las aves
como la fuente principal de alimento de muchas especies de fleb6tomos (Anaguano et al., 2015;
Carvalho et al., 2017), otros estudios realizados en Brasil, Colombia y Pert han identificado
mamiferos como fuente principal de alimento, sin embargo, muchos de las preferencias
alimenticias se ven sujetas a la disponibilidad del huésped y la cercania que tengan con los
flebétomos (Anaguano et al., 2015).

La leishmaniasis cutanea (LC) y la leishmaniasis mucocutanea (LMC) son endémicas en 18 paises
de América, solo en el 2019 fueron reportados 41.617 casos de LC, con una tasa de incidencia de
18.78 casos por 100.000 habitantes, siendo Brasil, Colombia, Per(, Nicaragua y Bolivia los que
notificaron la mayor cantidad de casos, seguidos de El Salvador, Guatemala, Honduras y México
(OPS, 2020).

Durante el afio 2019 en Costa Rica hubo una ocurrencia de 601 casos reportados de LC con una
tasa de incidencia de 11,3 casos /100.000 habitantes, reportandose una disminucion del 57% en la

incidencia en comparacion con el afio 2018 (OPS, 2020).

En estudios realizados en Costa Rica, se logro aislar Leishmania panamensis en Lutzomyia
ylephiletor y Lutzomyia trapidoi (Jaramillo-Antillon et al.,2018; Murillo & Zeledédn., 1985). En
otras investigaciones, aislaron L. panamensis en pacientes provenientes de los cantones de San
José, Acosta y Pérez Zeleddn en la provincia de San José; San Ramon, San Carlos y los Chiles, en
la provincia de Alajuela; Buenos Aires y Puerto Jiménez en la provincia de Puntarenas; Guacimo,
Cariari, Guapiles, Siquirres, Pocora, Talamanca, Sixaola, asi como en el cantén central, en la
provincia de Limon; Sarapiqui, en la provincia de Heredia y Turrialba, en la provincia de Cartago.
Ademas, encontraron Leishmania braziliensis en pacientes de Pérez Zeledon y de Guéapiles. Con
base en esos hallazgos concluyeron que L. panamensis, es el principal agente etiolégico de la
leishmaniasis cutanea, mientras que L. braziliensis es considerado el principal causante de la forma
mucocutanea de la enfermedad (Jaramillo-Antillon et al., 2009; 2018; Murillo & Zeleddn., 1985).
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En el 2020 se realizo el primer reporte de leishmaniasis cutdnea ocasionada por Leishmania
guyanensis, las muestras provenian de pacientes del distrito Daniel Flores de Pérez Zeleddn
(Campos-Fuentes et al., 2020). Segun datos de la Direccion de Vigilancia de la Salud del
Ministerio de Salud, en este canton se presentd una tasa de incidencia de 48.16 casos de

leishmaniasis cutanea, durante el periodo del 2014-2016 (Jaramillo-Antillon et al., 2018).

El objetivo de este trabajo fue detectar infeccion natural de Leishmania spp. en flebétomos de dos
localidades del distrito Daniel Flores en Pérez Zeleddn y determinar sus fuentes alimenticias.

2. Materiales y métodos

2.1 Sitio de muestreo

El estudio se llevd a cabo en las localidades de Las Brisas (coordenadas 9.3643851 N, -83.6880947
0) y Concepcidn (coordenadas 9.234303 N, -83.6664676 O) del distrito Daniel Flores en el canton
de Pérez Zeledon, en la provincia de San Jose. Este distrito se encuentra a una altura media de 639
m.s.n.m, su clima es humedo, mayoritariamente nublado con presencia de lluvias generalmente
durante todo el afio con una temperatura media que varia entre 21°C a 30°C y una precipitacion
de 479 mm al afio, con una poblacion de 33,537 habitantes para el 2011, de acuerdo con el Gltimo
censo del INEC.

La eleccién de las localidades fue determinada por el hallazgo de Leishmania guyanensis en dos
muestras de lesiones cutaneas, siendo este hallazgo el primer reporte de esta especie en el pais.
Las muestras pertenecian a pacientes procedentes de Concepcion y Las Brisas, segun la
investigacion epidemioldgica se trata de casos autoctonos (Campos Fuentes et al., 2020; Campos
Fuentes, 2021).

2.2 Muestreo y recoleccion de flebdtomos

Se realizaron cuatro muestreos por 3 noches consecutivas durante el periodo de abril a agosto del
2021. Se colocaron seis trampas luminosas tipo CDC en cada localidad a una altura de
aproximadamente 1 metro sobre el suelo en zonas peridomiciliares y boscosas, con abundante
vegetacion y cerca de sitios de reposo de animales durante toda la noche a partir de las 18:00 horas

hasta las 6:00 horas del dia siguiente. Los especimenes capturados fueron transportados en frascos
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con alcohol al 70% debidamente rotulados para su almacenamiento, hasta su montaje e
identificacidn taxondmica. Posteriormente las muestras se llevaron al Laboratorio de Entomologia

de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional.

2.3 Identificacion de fleb6tomos

En el laboratorio, los insectos identificados como fleb6tomos se separaron del resto de los insectos
colectados, basandose en el tamafio, color, patas largas y alas. Las muestras conservadas en alcohol
se hidrataron en PBS 1X durante 30 min, luego se aclararon con KOH al 10% durante 3 horas y
se lavaron en PBS 1X durante 5 min. Posteriormente, los especimenes fueron montados en un
portaobjetos para la diseccion de la cabeza. EI abdomen de las hembras se separ6 del resto del
cuerpo para realizarles extraccion y deteccion de ADN de Leishmania spp. y para determinar las
fuentes alimenticias. Los abdomenes se almacenaron en viales de 1.5 ml a -20°C hasta el momento
de realizar la extraccion del ADN total (Cabrera et al., 2002; INS, 2002; Valdivia et al., 2012; Rigg
et al., 2019). Luego de la diseccion, se agregdé medio de Hoyer para fijar las piezas y realizar la
identificacién establecida por Young y Duncan en base a la genitalia y el cibario (Young &
Duncan,1994).

2.4 Extraccion de ADN
Para la extraccion de ADN, se formaron grupos de 1-5 hembras segln la especie, localidad y gira.
Las hembras que presentaron sangre en sus abdomenes fueron separados del resto de flebtomos
para la identificacidn de fuentes alimenticias y fueron analizadas individualmente. La extraccion
de ADN se realiz6 mediante el kit comercial DNeasy Blood® & Tissue (QIAGEN) siguiendo las
instrucciones del fabricante. EI ADN extraido se almacen6 a -20°C hasta su procesamiento por
medio de las pruebas moleculares de deteccion de Leishmania spp. y la determinacion de fuentes
alimenticias (Rigg et al., 2019).
2.5 Deteccion molecular de Leishmania spp.

2.5.1 PCR en tiempo real para la deteccion de Leishmania spp.
Para detectar las hembras infectadas con Leishmania spp. se realiz6 un PCR en tiempo real (g-
PCR) con EVA Green mediante los cebadores MLF 5’-CGTTCTGCGAAAACCGAAA-3’ y
MLR 5’-CGGCCCTATTTTACACCAACC amplificando un producto de 110 pb del minicirculo

del kinetoplasto (kDNA) (Ceccarelli et al., 2014). Las reacciones se realizaron en un volumen final
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de 20 pl, agregando 5 pl de ADN, 10 ul de EVA Green PCR master mix, 0.5 pl de cada cebador

y 4 ul de agua libre de nucleasas

Las condiciones de ciclado consistieron en una desnaturalizacion inicial a 95°C por 20 segundos,
seguidos por 50 ciclos de 95°C por 10 minutos, seguidos por 50 ciclos de 95°C por 30 s, 65 °C por
20s 'y 72°C por 20s y un estado de disociacion de 55-95°C. y un estado de disociacion de 55-95°C.
Como controles positivos se utilizaron cultivos de Leishmania panamensis, Leishmania
braziliensis y Leishmania guyanensis donadas por el Laboratorio de Parasitologia del Instituto

Costarricense de Investigaciones y Ensefianza en Nutricion y Salud (INCIENSA).

Todas las muestras que amplificaron con una curva de crecimiento superando el umbral Ct
(calculado autométicamente por el equipo) entre los primeros 50 ciclos fueron consideradas

positivas y se sometieron a un segundo PCR de punto final.

2.5.2 PCR de tiempo final para la identificacion de las especies de Leishmania
El ADN de las muestras positivas en el gPCR se sometié a un PCR de punto final utilizando los
cebadores forward: LITSR 5 -CTGGATCATTTTCCGATG-3* y reverse: L5.8S 5’-
TGATACCACTTATCGCACTT-3’ amplificando un producto de 330 pb de la region ITS-1. Las
reacciones se realizaron en un volumen final de 50 pul, se agregaron 10 pl de ADN y 25 pl de
DreamTaq™ PCR Master Mix 2X (ThermoScientific, USA), 2 ul de cada uno de los primersy 11

pl de agua libre de nucleasas (ThermoScientific, USA).

Las condiciones de ciclado consistieron en una desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos
seguido de 40 ciclos de 95°C por 30 s, 55° C durante 30 s, 72° por 60 s y una extension final por
5 min. Los amplicones fueron visualizados en geles de agarosa al 1% en un transiluminador
(Arrivillaga-Henriquez et al., 2017; Rigg et al., 2019)
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2.5.3 Secuenciacion de Leishmania spp.
Los productos amplificados mediante PCR de Leishmania spp. fueron enviados a la compafiia
Macrogen en Seoul, Corea del Sur, para secuenciacion. Las secuencias obtenidas fueron editadas
con el programa BioEdit y se compararon con las secuencias disponibles en la base de datos de
GenBank mediante la utilizacion del programa BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) de
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ )

2.6 Determinacion de fuentes alimenticias
El ADN extraido de las hembras alimentadas con sangre fue analizado para determinar las fuentes
alimenticias de las especies identificadas. Se ejecuté un PCR de punto final que amplificd la region
ITS de humano (200 pb) y aves (169 pb) (Sosa-Ochoa et al., 2014) y el gen del citocromo b (Cyt
b) de mamiferos (623 pb) (Kent &Norris, 2005) mediante los siguientes cebadores: humano
(forward 5"-GAGATCGAGACCACGGTGAAA-3 yreverse 5-TTTGAGACGGAGTCTCGTT-
3), aves (forward 5 -CTGGGTTGAAAAGGACCACAGT-3* 'y reverse 5'-
GTGACGCACTGAACAGGTTG-3) y mamiferos (forward 5-
TGAGGACAAATATCATTCTGAGG-3" y reverse 5-GGTTGTCCTCCAATTCATGTTA-3").
Las reacciones se realizaron en un volumen final de 12.5 pl, agregando 2.5 ul de ADN, 0.5 ul de
cada cebador especifico de cada animal, 6.25 ul de DreamTag™ PCR Master Mix 2X

(ThermoScientific, USA) y 2.75 ul de agua libre de nucleasas.

Para la determinacion de ADN de ave se realizo una desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 minutos
seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 s, 55°C por 30 s, 72°C por 1 min y una extension final a 72°C
por 5 min. Para la deteccién de ADN de humano se realizd una desnaturalizacion inicial a 95°C
por 3 minutos seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 s, 56°C por 1 min, 72°C por 1 min y una
extension final a 72°C por 5 min. Para la deteccion de ADN de mamiferos se realizd una
desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos seguido de 35 ciclos de 95°C por 1 min, 58°C por
1 min, 72°C por 1 min y una extension final a 72°C por 5 min. Los amplicones fueron visualizados
en geles de agarosa al 1% en un transiluminador. Las muestras que amplificaron con el PCR de

mamiferos fueron enviadas a la compafiia Macrogen en Seoul, Corea del Sur para ser secuenciadas.
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3. Resultados

3.3.1 Infeccion natural por Leishmania spp en flebotominos hembras, recolectados en el
distrito Daniel Flores de Pérez Zeledon.

Se recolectaron 131 hembras sin sangre las cuales fueron organizadas en 52 grupos mientras que
31 hembras ingurgitadas fueron analizadas de manera individual. Se analizaron 20 grupos de
hembras sin sangre y 7 hembras ingurgitadas provenientes de la comunidad de Las Brisas, mientras
que de Concepcion se analizaron 32 grupos de hembras sin sangre y 24 hembras ingurgitadas. Las
especies de fleb6tomos que tuvieron la mayor cantidad de grupos correspondian a Lu. triramula
(27 grupos), Lu. cruciata (13 grupos) y Lu. panamensis (7 grupos). De las 31 hembras ingurgitadas
con sangre, se identificaron 11 especies, presentando mayor cantidad de individuos las especies
Lu. cruciata (n=10), Lu. ovallesi (n=3) y Lu. panamensis (n=3). Nueve de las especies son
consideradas antropofilicas y el resto correspondian a especies zoofilicas. En la comunidad de
Concepcion se encontr6 la mayor cantidad de hembras ingurgitadas con sangre (n=24) en
comparacion con Las Brisas en donde se encontraron 7 hembras con sangre. En el cuadro 1 se

resume la distribucién de los flebdtomos por grupos.

Cuadro 1: Distribucion de grupos de flebotominos y hembras con sangre analizados por localidad
(Las Brisas y Concepcion) y especies de Lutzomyia.

Las Brisas Concepcidn
Gruposde | Hembras | Grupos de | hembras
hembras sin con hembras con
sangre sangre sin sangre sangre

Especie

=
(6)]

Lutzomyia triramula
Lutzomyia cruciata*
Lutzomyia panamensis*
Lutzomyia serrana*
Lutzomyia youngi*
Lutzomyia geniculata*
Lutzomyia ylephiletor*
Brumptomyia sp.
Lutzomyia trapidoi*
Lutzomyia ovallesi*
Lutzomyia runoides
Lutzomyia carrerai-
thula*

Lutzomyia sanguinaria® 0 0 0 2

OO0 |0O|F,|IkPIOOCIO|NO
OO OIN|O|IO|IO,IOOINDN
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Lutzomyia barrettoi 0 0 1 0
majuscula*

Lutzomyia sordellii 1 0 0 0
Total 20 7 32 24

* Especies antropofilicas

La presencia de Leishmania spp. se determind en cuatro grupos de fleb6tomos. La Figura 1 muestra
la amplificacion de dos grupos pertenecientes a Lu. triramula proveniente de Las Brisas y Lu.
trapidoi proveniente de Concepcion. Se observa también la amplificacion de una muestra de una
hembra ingurgitada de Lu. ovallesi proveniente de Concepcion. En la Figura 2 se observa la

amplificacion de una hembra ingurgitada de Lu. trapidoi proveniente de Las Brisas.

Amplification Plot
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Figura 1: Curva de amplificacion del kKDNA de las muestras positivas mediante la técnica de q-
PCR-Leishmania spp. Se observa crecimiento en la curva de amplificacion de un grupo de Lu.
triramula (muestra 1) proveniente de Las Brisas, una hembra ingurgitada de Lu. ovallesi (muestra
5) y un grupo de Lu. trapidoi (muestra 7) procedente de Concepcion. Se observa amplificacion de
la muestra control perteneciente a Leishmania panamensis.
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Figura 2: Curva de amplificacion del KDNA de muestra positiva mediante la técnica de q-PCR
Leishmania spp. Se observa crecimiento en la curva de amplificacion de una hembra ingurgitada
de Lu. trapidoi (muestra 38) proveniente de Las Brisas y de la muestra control perteneciente a
Leishmania panamensis.

Los dos grupos de flebdtomos identificados como positivos a Leishmania spp. pertenecian a una
especie antropofilica: Lu. trapidoi y una especie zoofilica: Lu. triramula mientras que las dos
hembras ingurgitadas positivas a Leishmania spp. pertenecian a dos especies antropofilicas: Lu.
ovallesi y Lu. trapidoi (ver Cuadro 2).

Cuadro 2: Deteccion de Leishmania spp mediante qPCR en grupos y en hembras ingurgitadas de
flebotominos recolectados en las localidades de Las Brisas y Concepcion de Daniel Flores.

gPCR- Leishmania spp.
Grupos de Hembras Grupos de Hembras
Especie flebétomos | ingurgitadas | fleb6tomos | ingurgitadas
de de Las de de
Las Brisas Brisas Concepcion | Concepcidn
Lutzomyia triramula 1 0 0 0
Lutzomyia trapidoi* 0 1 1 0
Lutzomyia ovallesi* 0 0 0 1
Total de muestras 1 1 1 1
positivas

* Especies antropofilicas
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3.3.2 Identificacion de especies de Leishmania

Las cuatro muestras positivas por el g-PCR-Leishmania spp. fueron sometidas a un PCR de punto
final en el que se obtuvo un producto de 330 pb aproximadamente de la region ITS-1 de
Leishmania spp (Figura 3),

330 pb

Figura 3: Productos de amplificacién de una region aproximadamente de 330 pb de ITS-1 de
Leishmania spp. mediante la técnica de PCR visualizados en un gel de agarosa al 1%. Orden de
las muestras carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: control positivo de Leishmania
panamensis, carril 3: muestra 1, carril 4: muestra 5, carril 5: muestra 7, carril 6: muestra 38 y carril
7: control negativo.

Al comparar las secuencias de ITS-1 de Leishmania spp con secuencias de la base de datos del
GenBank se encontr6 que dos secuencias que provenian de una hembra ingurgitada y de un grupo
de Lu. trapidoi presentaron un 100% de similitud con aislamientos de Leishmania braziliensis de
Brasil, uno de los grupos provenia de Concepcion (codigo de acceso: KP274863.1 con 247/247
pb), mientras que la hembra ingurgitada provenia de Las Brisas (codigo de acceso: KP274863.1
con 240/240 pb).

Una de las secuencias que provenia de una hembra ingurgitada de Lutzomyia ovallesi de
Concepcion presentd una similitud del 98 % con secuencias de especies no identificadas de
Leishmania spp. (Cod. de acceso: MN638732.1 con 300/304pb, MN759037.1 con 328/334 pb,
MN638737.1 con 320/324 pb) provenientes de Brasil, ademas, también present6 una similitud del
96% con un aislamiento de Leishmania naiffi (cédigo de acceso: DQ182543.1 con 328/343)
proveniente de Guyana francesa. Similarmente la secuencia obtenida del grupo de Lutzomyia
triramula no pudo ser identificada a nivel de especie, ya que, al comparar con otras secuencias en
GenBank se encontrd una similitud del 97% con aislamientos de especies de Leishmania sin
identificar (Cod. Acceso: MN638732.1 con 293/301 pb, MN638737.1 con 299/307 pb,
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MN759037.1 con 297/307 pb). Los aislamientos que no pudieron identificarse a nivel de especie

se determinaron como Leishmania spp. (Cuadro 3).

Cuadro 3: Resultados de secuenciacion en muestras positivas en q-PCR-Leishmania spp.

Especie de Comunidad Especie de Porcentaje de similitud, cddigo de acceso en
fleb6tomo Leishmania en GenBank
GenBank
Lutzomyia triramula Las Brisas Leishmania spp. 9% (Cod. - Acceso: MNG638732.1, 293/301 pb;
MN638737.1, 299/307 pb; MN759037.1, 297/307 pb)
Leishmania spp. 98% (Cod. de acceso: MNG638732.1, 300/304pb
i i . MN759037.1, 328/334 pb; MN638737.1, 327/331 pb)
Lutzomyia ovallesi* Concepcion
Leishmania naiffi 96% (Cod. de acceso: DQ182543.1, 328/343 pb)
Lutzomyia trapidoi* | Concepcion Leishmania braziliensis | 100% (Cod. de acceso: KP274863.1, 247/247 pb)
Lutzomyia trapidoi* Las Brisas Leishmania braziliensis | 100% (Cod. de acceso: KP274863.1, 240/240 pb)

* Especies antropofilicas

3.3.3 Determinacién de fuentes alimenticias en hembras con sangre de las localidades Las

Brisas y Daniel Flores.

De las 31 hembras ingurgitadas con sangre, 17 muestras (54.8%) resultaron positivas para ADN

de aves, amplificando un producto de 169 pb (Figura 4), y 14 muestras (45.2 %) resultaron

positivas para ADN de mamiferos, amplificando un producto de 623 pb (Figura 5). Las muestras

que amplificaron para ADN de mamiferos fueron secuenciadas para identificar las especies de

mamiferos, 11 muestras coincidieron con ADN de Capra hircus (cabra), 2 muestras coincidieron

con ADN de Ovis aries (oveja) y una muestra de Equus caballus (caballo). No se detectd6 ADN

perteneciente a humanos en ninguna especie identificada en este trabajo (Figura 6).

169 pb

Figura 4: Amplificacion de un fragmento de aproximadamente 169 pb de la region ITS de aves.
Se utiliz6 ADN de ave como control positivo (pocillo 2).
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623 pb

Figura 5: Amplificacion de un fragmento de aproximadamente 623 pb del gen Cyt b de
mamiferos. Se utiliz6 ADN de perro como control positivo (pocillo 2).

200 pb

Figura 6: Amplificacion de un fragmento de aproximadamente 200 pb de la region de ITS de
humanos. Se utiliz6 ADN de humano como control positivo (pocillo 2).

En la comunidad de Las Brisas, en 7 hembras ingurgitadas con sangre, se detecto ADN de ave en
3 muestras (Lu.cruciata y Lu. triramula) , ADN de cabra en 3 muestras (Lu. cruciata, Lu. trapidoi
y Lu. youngi) y 1 especie que presentaba ADN de caballo (Lu. trapidoi). De 24 hembras
ingurgitadas con sangre en la comunidad de Concepcion se detectd ADN de ave en 14 muestras
(Lu. cruciata, Lu. ovallesi, Lu. panamensis, Lu. triramula, Lu. sanguinaria, Lu. youngi, Lu.
geniculata, Lu. serrana y Brumptomyia sp.), ADN de cabra en 8 muestras (Lu. cruciata, Lu.
ovallesi, Lu. panamensis, Lu. sanguinaria y Brumptomyia sp.) y ADN de oveja en dos muestras
pertenecientes a las especies de Lu. ylephiletor y Lu. cruciata. A nivel de especie, se encontrd que
Lu. cruciata presento la mayoria de fuentes alimenticias, identificandose ADN de aves, cabras y
ovejas, mientras que las especies en las que se identificd una fuente alimenticia fueron Lu.
triramula con ADN de ave y Lu. trapidoi con ADN de mamifero (caballo y cabra). Dos hembras
ingurgitadas positivas a Leishmania spp. (Lu. ovallesi y Lu. trapidoi) presentaron sangre de cabra

en sus abdomenes.
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Cuadro 4: Resultados de
localidad.

PCR de ingesta alimenticia en hembras con sangre segln la especie y

Especie Localidad |Humano| Aves Cabra Oveja | Caballo
Lutzomyia cruciata* Las Brisas - + - - -
Lutzomyia cruciata* Las Brisas - - + - -
Lutzomyia cruciata* Concepcion - + - - -
Lutzomyia cruciata* Concepcion - + - - -
Lutzomyia cruciata* Concepcion - + - - -
Lutzomyia cruciata* Concepcion - + - - -
Lutzomyia cruciata* Concepcion - - + - -
Lutzomyia cruciata* Concepcion - - + - -
Lutzomyia cruciata* Concepcion - - + - -
Lutzomyia cruciata* Concepcion - - - + -
Lutzomyia ovallesi* Concepcion - + - - -
Lutzomyia ovallesi* Concepcion - - + - -
Lutzomyia ovallesi* Concepcion - - + - -
Lutzomyia panamensis* | Concepcién - - + - -
Lutzomyia panamensis* | Concepcién - + - - -
Lutzomyia panamensis* | Concepcién - + - - -
Lutzomyia sanguinaria* | Concepcién - + - - -
Lutzomyia sanguinaria* | Concepcién - - + - -
Lutzomyia trapidoi* Las Brisas - - + - -
Lutzomyia trapidoi* Las Brisas - - - - +
Lutzomyia youngi* Las Brisas - - + - -
Lutzomyia youngi* Concepcion - + - - -
Brumptomyia sp. Concepcion - + - - -
Brumptomyia sp. Concepcion - - + - -
Lutzomyia ylephiletor* | Concepcién - - - + -
Lutzomyia triramula Las Brisas - + - - -
Lutzomyia triramula Las Brisas - + - - -
Lutzomyia triramula Concepcion - + - - -
Lutzomyia triramula Concepcion - + - - -
Lutzomyia geniculata* | Concepcidn - + - - -
Lutzomyia serrana* Concepcion - + - - -

Total 0 (0%) [17(54.8%0) | 11 (35.5%) | 2 (6.5%) | 1 (3.2%)
* Especies antropofilicas
4. Discusion

El conocimiento de las especies de Leishmania que se encuentran circulando en el pais puede

ayudar a mejorar el manejo y a tener una mejor comprension de la enfermedad, ademas, es

importante identificar especies de flebotominos que pueden actuar como vectores del parasito para

contar con mas informacion acerca del ciclo de la transmisién de la enfermedad en una

determinada zona; debido a esto la infeccion natural con parésitos de Leishmania spp. en las
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diferentes poblaciones de fleb6tomos es uno de los criterios mas importantes en la incriminacion

vectorial (Quiroga et al., 2017).

Los ultimos reportes con los que se cuenta indican que, para el 2016, Pérez Zeledon reportaba una
tasa de incidencia de 48.1/100.000 habitantes (Jaramillo-Antillon et al., 2018), sin embargo, no

hay datos publicados que actualicen esta informacion a nivel de cantones.

En Costa Rica se conoce que una de las dos especies transmisoras de leishmaniasis es Lu. trapidoi
Estudios por Zeledon y colaboradores identificaron infeccion por flagelados pertenecientes al
complejo Leishmania braziliensis- panamensis (Rojas Madriz, 2019; Jaramillo- Antillén et al.,
2018; Murillo & Zeledon, 1985), en este trabajo se reafirma que puede jugar un papel importante
en la transmision de leishmaniasis cutdnea y mucocutanea. El andlisis y comparacion de las
secuencias de la region ITS-1 de Leishmania spp. indico que dos secuencias que provenian de Lu.
trapidoi tuvieron 100% de similitud con aislamientos en GenBank de la region ITS-1 de
Leishmania braziliensis. Este hallazgo concuerda con estudios previos, donde se encontrd que en
el canton de Pérez Zeledon se aislaron las especies de L. braziliensis, L. panamensis y L.
guyanensis en muestras clinicas de pacientes con leishmaniasis cutanea (Campos-Fuentes et al.,
2020). En Concepcidn, la muestra provenia de un grupo de hembras sin sangre por lo que se trata
de una infeccion natural con L. braziliensis, mientras que, en Las Brisas, el hallazgo provenia de
una hembra ingurgitada con sangre proveniente de cabras. Si bien es cierto no se puede afirmar
que ese espécimen tuviera una infeccién natural, la presencia de L. braziliensis demuestra que esta

especie podria encontrarse circulando en ambas localidades de Pérez Zeledén.

Con respecto a otras especies de Leishmania detectadas en este trabajo, la secuencia obtenida de
la hembra ingurgitada de Lu. ovallesi proveniente de Concepcion present6 una similitud del 96%
con un aislamiento proveniente de Brasil de Leishmania naiffi (Cod. de acceso: DQ182543.1), sin
embargo, también presentaba similitud del 98% con aislamientos de Leishmania spp de Brasil los
cuales, no pudieron identificarse a nivel de especie (Cod. de acceso: MN638732.1, MN759037.1,
MN638737.1), estudios similares realizados en flebétomos de Brasil y de lesiones ulcerativas en
Etiopia utilizaron un porcentaje de similitud a la region ITS-1 mayor al 98% para identificar
especie (Tanure et al., 2020; Merdekios et al., 2021). En este trabajo no se puede confirmar la
especie de Leishmania de ese aislamiento considerando la similitud que la secuencia tuvo con otras

especies sin identificar y que el porcentaje de similitud con el aislamiento de L. naiffi es
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Unicamente del 96%. Es importante mencionar que esta especie fue aislada por primera vez en
Brasil en un armadillo, su principal reservorio (Fagundes-Silva et al., 2015), aunque se reporta que
esta especie se aisla principalmente en armadillos y roedores, hay reportes en paises como Brasil,
Guyana Francesa, Ecuador, Pert y Surinam de lesiones cutdneas en humanos en los cuales cursa
con un cuadro benigno de leishmaniasis cutanea localizada (Coughlan et al., 2018). En cuanto a
vectores incriminados, se han reportado varias especies de flebdtomos que participan en la
transmision de L. naiffi, entre ellas Lu. trapidoi y Lu. gomezi en Panama, en otros estudios se ha
aislado en menor proporcion de Lu. triramula, sin embargo, no se ha aislado el parasito en lesiones

de humanos en estos paises (Quiroga et al.,2017; Coughlan et al., 2018; Rigg et al., 2019).

Con respecto a la especie del fleb6tomo, este aislamiento provenia de Lu. ovallesi, la cual es
antropofilica y considerada como un vector en la transmision de L. braziliensis en paises de
Suramérica como Colombia y Venezuela (Sandoval et al., 1998; 2006). En Costa Rica, este
fleb6tomo ha sido reportado en los cantones de Alajuela (Alajuela), Jiménez (Cartago), Santa
Cruz, La Cruz, Liberia (Guanacaste), Siquirres, Limén, Pococi, Talamanca (Limon), Esparza,
Montes de Oro, Osa, Golfito, Garabito (Puntarenas) (Murillo % Zeleddn, 1985), Puriscal y Acosta
(San Jose) (Murillo & Zeledon, 1985; Jiménez et al., 2000). Tomando en consideracion que el
aislamiento provenia de una hembra con sangre de cabra, no se puede afirmar que Lu. ovallesi
presentaba una infeccion natural ya que la infeccion pudo adquirirse por alimentarse de un huésped
infectado (cabra), sin embargo, considerando que esta especie es considerado un vector en otros
paises, no se puede descartar que esta especie pueda estar involucrada en la transmision de

leishmaniasis en el pais, por lo que es importante seguir realizando méas busquedas entomoldgicas.

En el caso de Lu. triramula proveniente de Las Brisas, el aislamiento de Leishmania spp. puede
considerarse como una infeccion natural ya que pertenecia a un grupo de hembras sin sangre, sin
embargo, no se determin0 la especie de Leishmania ya que, la secuencia presentaba una similitud
del 97% con aislamientos de Leishmania spp. provenientes de Brasil de acuerdo con la base de
datos de GenBank (Cod. de acceso: MN638732.1, MN638737.1, MN759037.1). Estudios sobre
infeccion natural de Leishmania en flebotominos de Panamé y Brasil mencionan que los
fleb6tomos pueden presentar coinfecciones con tripanosomatidos, lo cual puede afectar la
identificacion del parasito. También sefialan que la region ITS-1 amplificada puede presentar sitios
con poca variabilidad por lo que no puede discriminar entre organismos pertenecientes al género

Leishmania y otros tripanosomatidos cuando existe una coinfeccion en el fleb6tomo, sin
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mencionar que en este trabajo se amplificd una region de aproximadamente 330 pb, la cual no es
de un tamafio suficientemente grande por lo que su especificidad disminuye (Rigg et al., 2019;
Tanure et al.,, 2020). Tomando en consideracion estos aspectos, se recomienda realizar
extracciones y analisis de los fleb6tomos de manera individual para establecer mejor la asociacion

entre la especie del fleb6tomo y la infeccion con especies de Leishmania.

Lu. triramula es una especie de habitos zoofilicos que no ha sido incriminada como transmisora
de leishmaniasis, sin embargo, en otros estudios en Panama han encontrado infecciones con L.
naiffi en Lu. triramula, por lo que no se puede ignorar el potencial vectorial que podria poseer
(Rigg et al., 2019). En Costa Rica este fleb6tomo se ha descrito en los cantones de San Carlos en
Alajuela, Garabito, Osa, Buenos Aires y Quepo en Puntarenas y en Pérez Zeleddn y Puriscal en
San José (Murillo & Zeleddn., 1985). Aungue no es considerado como un vector involucrado en
la transmision de leishmaniasis a los humanos, estudios realizados en fleb6tomos de Panama,
detectaron infecciones por Leishmania spp en especimenes de Lu. triramula por lo que se
hipotetiza que su participacion en la transmision de la enfermedad se encuentra en el ciclo selvatico

debido a sus habitos zoofilicos (Rigg et al., 2019).

Se necesitan realizar mas pruebas utilizando otros marcadores moleculares con cebadores que
amplifiquen regiones con tamafios mas grandes, de esa manera se obtendrian secuencias mas
especificas y menos homologas con varias especies. En estudios realizados en Ecuador,
recomiendan buscar mas de un marcador molecular para realizar la identificacion de la especie,
como fragmentos del gen de topoisomerasas en paralelo con la regién ITS-1 (Arrivillaga-
Henriquez et al., 2017), entre otros marcadores para discriminar entre especies se encuentra el gen
18S ARNI, Espaciador transcrito externo (ETS), Cisteina proteasa B (cpB), citocromo b (cyt b) y
proteinas de choque térmico (HSP) (Akhoundi et al., 2017). Entre otros métodos se encuentra
también PCR-RFLP (PCR asociada a Polimorfismos en longitud de fragmentos de restriccion), el
cual es un método utilizado para la discriminacion entre especies de Leishmania que detecta
variaciones en los patrones de fragmentos de ADN mediante el uso de enzimas de restriccién (Kato
etal., 2019).

En este trabajo no se pudo encontrar infeccion natural por Leishmania guyanensis en las hembras
recolectadas en ambas localidades, sin embargo, el hallazgo en este trabajo de especies
antropofilicas incriminadas como vectores como es el caso de Lu. trapidoi o con capacidad
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vectorial como Lu. panamensis puede sugerir la posibilidad de estar involucradas en su ciclo de
transmision en estas localidades, ya que se ha reportado la deteccién molecular de infeccion natural
de Leishmania guyanensis en Lu. trapidoi en paises de Suramérica (Arrivillaga-Henriquez et al.,
2017).

Estudios de fuentes alimenticias realizados en un &rea endémica de leishmaniasis en Panama
(2019), sugirieron que la sangre de cerdos, cabras y aves eran las fuentes alimenticias mas comunes
en los fleb6tomos de esa zona, por encima de la sangre humana y de perros, siendo Lu. trapidoi,
Lu. panamensis y Lu. triramula las especies que presentaron mayor ingesta (Rigg et al., 2019). En
este trabajo se detectd que las hembras ingurgitadas de Lu. trapidoi y Lu. ovallesi positivas a
Leishmania spp. se habian alimentado de cabras, por lo que no se puede establecer si la infeccion
en estas hembras era natural o proveniente de la sangre encontrada en ellas. En estudios
epidemioldgicos en ganado bovino, equino, ovino y caprino de zonas endémicas de leishmaniasis
han encontrado infecciones por medio de técnicas serolégicas y moleculares, sin embargo, no se
ha podido establecer el papel de estos animales como reservorios dentro del ciclo de transmision
del parasito por lo que son considerados como reservorios potenciales de Leishmania spp. (Rezaei
et al., 2022). Estudios realizados en India y en Kenya mencionan que las cabras podrian actuar
como reservorios del parasito participando en el ciclo de transmision y permitiendo la
multiplicacion del parésito, especialmente en la leishmaniasis visceral (Williams et al., 1991;
Singh et al., 2013; Labony et al., 2014). Se necesita realizar mas investigaciones para establecer

el papel de estos animales en la epidemiologia de la leishmaniasis.

El hallazgo y preferencia de sangre aviar encontrado en este trabajo concuerda con diversos
estudios en Brasil y Ecuador donde han reportado la sangre aviar como una de las principales
fuentes alimenticias para las hembras (Sant'/Anna et al., 2008; Afonso et al., 2012; Anaguano et
al., 2015). Carvalho y colaboradores (2017) también identificaron una preferencia de los

fleb6tomos por sangre aviar seguida de perros y humanos (Carvalho et al., 2017).

En ambas comunidades se encontré la presencia de gallinas, perros, vacas, cabras, ovejas y
caballos en muchas de las zonas peridomiciliares y zonas boscosas cercanas a las viviendas, la
crianza de estos animales puede presentar un riesgo de transmision del parasito ya que muchos de
estos animales viven en cercania con las personas y muchas de las especies de fleb6tomos que

pueden trasmitir el parasito pueden ser atraidos por la presencia de estos animales y alimentarse
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de ellos y también de humanos. Muchos de estos animales podrian actuar como potenciales
reservorios del parasito. En este trabajo no se encontrd la presencia de ADN de perro, sin embargo,
el perro ha sido definido como reservorio de especies como Leishmania infantum/chagasi; en el
caso de las aves, se ha descrito que son refractarios a las infecciones por Leishmania, por lo que
su presencia es un factor de riesgo que puede favorecer la presencia de fleb6tomos (Mejia et al.,
2018).

En este trabajo se identificaron especies tanto antropofilicas como zoofilicas, sin embargo, los
resultados de ADN muestran que los flebotomos antropofilicos no se alimentaron de sangre
humana, lo que podria explicarse ya que, los fleb6tomos pueden presentar comportamientos
alimenticios oportunistas en los que la preferencia del huésped puede depender de la disponibilidad

y la abundancia de las fuentes alimenticias en determinada zona (Anaguano et al., 2015).

Los andlisis de fuentes alimenticias son estudios importantes que contribuyen a la mejor
comprension de los habitos alimenticios de los flebétomos en una determinada zona y pueden
ayudar a establecer asociaciones entre los fleb6tomos y los huéspedes o reservorios involucrados
en el ciclo de transmision de la enfermedad. Los datos obtenidos en este trabajo muestran que en
los flebdtomos capturados en las comunidades de Las Brisas y Concepcion en Pérez Zeledon
durante el periodo de abril a agosto del 2021 presentaron un contacto zoofilico y no antropofilico,
sin embargo, si se detectaron especies de Leishmania spp en ambas localidades, por lo que la
cercania de los humanos con estos posibles reservorios es un factor de riesgo para adquirir
leishmaniasis, mencionando también que existe la presencia en estas localidades de especies
antropofilicas consideradas transmisoras de este parasito. En este trabajo se identificaron 15
especies de flebdtomos en Pérez Zeleddn, estudios realizados por Zeledon y colaboradores (1985)
identificaron 4 especies en esta zona de los cuales dos de ellos se identificaron en este trabajo (Lu.
triramula y Lu. ylephiletor). No se habian realizado basquedas de infeccion natural de Leishmania
spp. en fleb6tomos de la zona de Pérez Zeleddn, en este trabajo se logro detectar L. braziliensis en
Lu. trapidoi tanto en hembras no alimentadas como en hembras ingurgitadas, en Costa Rica esta
especie de flebotomo es considerada como uno de los vectores principales de LC y LMC
transmitiendo L. panamensis y L. braziliensis (Jaramillo-Antillon et al., 2009; 2018; Murillo &
Zeledon, 1985).
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Es importante realizar mas estudios que puedan contribuir con mas datos e informacion sobre los

habitos alimenticios de estos insectos y de esa manera conocer mejor el papel que tienen diferentes

vertebrados en la transmision de leishmaniasis en zonas endémicas y buscar infeccion natural por

especies de Leishmania spp en fleb6tomos de estas zonas.

5. Conclusiones
Se detect6 infeccion natural de Leishmania braziliensis en un grupo de hembras de Lutzomyia

trapidoi de la comunidad de Concepcion reafirmando el papel que tiene esta especie en el ciclo
de transmision de la leishmaniasis.

Las infecciones en las hembras ingurgitadas de Lu. ovallesi y Lu. trapidoi no pueden
establecerse como infecciones naturales ya que el ADN del parasito podria provenir de la
sangre de cabra ingurgitada por la hembra, sin embargo, si se puede establecer la circulacion
de Leishmania spp. en ambas comunidades.

No se puede afirmar la especie de Leishmania detectada en el grupo de Lu. ovallesi ya que la
region amplificada en este trabajo solo presenta similitud con secuencias de la base de datos
del GenBank del 96% de Leishmania naiffi y del 98% con secuencias de Leishmania spp. sin
identificar.

El aislamiento proveniente de un grupo de Lu. triramula no pudo ser identificado a nivel de
especie, lo cual podria indicar que se trata de una especie de Leishmania spp. 0 a una
coinfeccion con un tripanosomatido presente en el intestino del flebdtomo.

Los andlisis de las fuentes alimenticias en hembras ingurgitadas con sangre pueden confirmar
que existe una preferencia alimenticia zoondtica y oportunista donde los fleb6tomos se

alimentan de acuerdo a la disponibilidad del huésped en su entorno.

6. Recomendaciones

Realizar la extraccion de ADN de los fleb6tomos de manera individual y no en grupos para
detectar coinfecciones entre varias especies de Leishmania.

Utilizar otros marcadores moleculares con cebadores que amplifiquen zonas de mayor tamafio
y con mayor especificidad que puedan discriminar entre especies Leishmania spp. Yy otros
tripanosomatidos.

Utilizar cebadores para mamiferos més especificos y variados cuando se realice el analisis de

fuentes alimenticias, por ejemplo: vacas, cerdos, roedores etc.
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e Aumentar los muestreos en la zona para realizar busquedas de otras especies de Leishmania
que se encuentren circulando, ya que podrian existir mas especies causantes de leishmaniasis

cutanea
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Discusién General

En Costa Rica se ha reportado a Lu. ylephiletor y Lu. trapidoi como los vectores en la transmision
de Leishmania panamensis y Leishmania braziliensis, principales causantes de leishmaniasis
cutdnea y mucocutanea respectivamente en el pais. En la primera parte de este trabajo se

identificaron 15 especies de fleb6tomos de las cuales, dos ya habian sido reportadas por Zeledon
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y Murillo en el canton de Pérez Zeledon (Murillo & Zeledon, 1985). La especie que se identifico
con mayor proporcion fue Lu. triramula (48.2%), la cual es una especie que no presenta
importancia a nivel clinico debido a que no presenta habitos antropofilicos pero que puede tener
un papel en el ciclo silvestre al tener contacto con animales silvestres que pueden actuar como
reservorios o como reservorios potenciales (Martinez et al., 2019; Rigg et al., 2019). Entre las
especies identificadas se encuentran Lu. ylephiletor (5.7%) y Lu. trapidoi (1.4%) en las dos
localidades muestreadas, ademas de otras especies que han sido incriminadas como vectores en
otros paises como es el caso de Lu. panamensis (4.6%), Lu. ovallesi (1.1%), Lu. cruciata (19.1%)
y Lu. youngi (3.2%) ademas de especies con potencial vectorial como Lu. serrana, Lu. sanguinaria
y Lu. carrerai thula, la presencia de estas especies representa un factor de riesgo para adquirir

leishmaniasis en estas localidades.

Se encontro6 que existe una similitud del 53% (1j=0.53) en ambas localidades, encontrandose ocho
especies en comun, entre ellas: Lu.ylephiletor y Lu. trapidoi. Las diferencias entre ambas
comunidades se ven reflejadas en la riqueza y la abundancia de las especies en cada localidad. En
este estudio, Concepcidn presentd mayor equidad y riqueza de especies, identificandose 14/15
especies, esta localidad presenta mayor vegetacion con menos intervenciones por parte del hombre
siendo una comunidad menos urbanizada con zonas de cultivo y cria de animales, debido a esto la
presencia de los fleb6tomos fue mayor, mientras que en la localidad de Las Brisas se identificaron
9/15 especies, presentando mayor urbanizacion con zonas boscosas, pero en menor cantidad si
comparamos con Concepcidn. La presencia de flebdtomos se encuentra relacionada con la cercania
que existe con el contacto humano en las viviendas 0 en zonas boscosas, muchos de ellos se acercan
a las zonas domiciliares atraidos por la presencia de animales por lo que se considera un factor de
riesgo la presencia de ellos en las viviendas ya que, podrian actuar como reservorios potenciales
del parasito (Martinez et al., 2019; Osorio, 2015; Sandoval et al., 1998).

En la segunda parte de este trabajo se detecto la presencia de Leishmania braziliensis en ambas
comunidades. En Concepcion se detectd en un grupo de Lu. trapidoi donde la secuencia obtenida
present6 una similitud del 100% con secuencias de la base de datos de GenBank (Cod. de acceso:
KP274863.1), mientras que en Las Brisas se detectd en una hembra ingurgitada de Lu. trapidoi
con una similitud del 100% de acuerdo a GenBank (Cod. de acceso: KP274863.1). La deteccién
en Las Brisas no puede establecerse como una infeccion natural ya que se trataba de una hembra
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ingurgitada con sangre de cabra por lo que la presencia del parasito podria provenir de la sangre
ingurgitada. Estos resultados concuerdan con el estudio de Campos-Fuentes (2020) en el cual se
identifico la presencia de L. braziliensis en pacientes con leishmaniasis cutdnea provenientes de

Pérez Zeleddn (Campos-Fuentes et al., 2020).

En una hembra ingurgitada de Lu. ovallesi proveniente de Concepcion y en un grupo de Lu.
triramula se detectd la presencia de Leishmania spp. La secuencia obtenida de Lu. ovallesi
presentd una similitud de 98% con aislamientos de Leishmania spp. que no pudieron ser
identificados a nivel de especie (Cod. de acceso en GenBank: MN638732.1, MN759037.1,
MN638737.1), sin embargo, la secuencia también presento una similitud del 96% con Leishmania
naiffi (Cod. de acceso: DQ182543.1), tomando en cuenta la similitud que tuvo el aislamiento con
otras especies de Leishmania, no se pudo confirmar la especie, tampoco se puede establecer si se
trataba de una infeccion natural en Lu. ovallesi ya que se trataba de una hembra ingurgitada con
sangre de cabra. En paises como Venezuela y Colombia este fleb6tomo ha sido incriminado como
vector de L. braziliensis y de L. mexicana en Guatemala (Vargas & Usuga, 2022; OPS, 2019;
Sandoval et al., 1998; 2006). En el caso de Lu. triramula, no es una especie de interés
epidemioldgico ya que es una especie zoofilica por lo que su importancia es taxonémica, sin
embargo, en estudios realizados en Panaméa se menciona el potencial que posee esta especie en el
ciclo de transmision ya que se ha encontrado infectado con especies de Leishmania (Rigg et al.,
2019), en este trabajo la secuencia obtenida de un grupo de esta especie tuvo un 97% de similitud
con secuencias de Leishmania spp. en GenBank (Cod. de acceso: MN638732.1, MN638737.1,
MN759037.1). Los aislamientos de Lu. ovalessi y de Lu. triramula se reportaron como Leishmania

Spp.

Los flebdtomos identificados en este trabajo presentaron una preferencia por sangre aviar, seguida
de sangre de mamifero, sin embargo, no se detectdé ADN de humano. Aunque la mayoria de las
especies ingurgitadas eran especies antropofilicas, se observd un comportamiento zoofilico; hay
fleb6tomos que pueden presentar comportamientos alimenticios oportunistas por lo que estaran
sujetos a la disponibilidad y a la abundancia de las fuentes alimenticias en una zona determinada
(Anaguano et al., 2015). Los resultados de las fuentes alimenticias obtenidos en este trabajo
concuerdan con otros estudios donde se ha reportado la afinidad que tienen los flebtomos por la

sangre aviar como una fuente de alimento, dado que la sangre de ave fue la principal fuente
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alimenticia detectada en este trabajo (Sant'/Anna et al., 2008; Afonso et al., 2012; Anaguano et al.,
2015). La presencia de animales en las viviendas especialmente en zonas endémicas de
leishmaniasis representa un factor de riesgo ya que muchos fleb6tomos se ven atraidos por su
presencia. En ambas comunidades se observo la presencia de gallinas, perros, vacas, cabras, ovejas
y caballos habitando a los alrededores de las viviendas. Muchos de estos animales pueden actuar
como potenciales reservorios del parasito. Aungue las aves han sido descritas como refractarias
ante infecciones por Leishmania spp., su presencia sigue representando un factor de riesgo para

atraer flebtomos a las viviendas (Carvalho et al., 2017; Mejia et al., 2018).
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Conclusiones Generales

Las localidades de Las Brisas y Concepcion presentan zonas boscosas que favorecen la
presencia de abundantes especies de flebotominos, sin embargo, Concepcion presenta
zonas con menor alteracion en su vegetacion siendo menos urbanizada que Las Brisas por
lo cual se recolectaron mayores cantidades de fleb6tomos y fue la localidad que present6
indices de diversidad mas altos.

En ambas localidades se identificaron especies de importancia epidemiolégica como
Lutzomyia ylephiletor y Lu. trapidoi las cuales son los transmisores de leishmaniasis en
Costa Rica, ademas de otras especies incriminadas como vectores en otros paises y que
poseen potencial vectorial como Lutzomyia cruciata, Lutzomyia panamensis y Lutzomyia
ovalessi Lutzomyia youngi y Lutzomyia serrana, lo cual representa un factor de riesgo para
adquirir la enfermedad en esta zona.

La deteccidn de Leishmania braziliensis en una hembra ingurgitada de Las Brisas y en un
grupo de Lutzomyia trapidoi proveniente de Concepcion indica que esta especie se
encuentra circulando en estas localidades.

Los aislamientos de Leishmania spp. en un grupo de Lutzomyia triramula y en una hembra
ingurgitada de Lutzomyia ovallesi detectados en este trabajo no pudieron identificarse a
nivel de especie debido a la similitud de la region amplificada con diferentes secuencias de

Leishmania spp. guardadas en la base de GenBank sin embargo, estos aislamientos indican
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que existe la posibilidad que existan otras especies de Leishmania circulando en ambas
comunidades.

e Los resultados obtenidos en este trabajo del analisis de fuentes alimenticias indican que en
los fleb6tomos recolectados en las comunidades de Las Brisas y Concepcidn existe una
preferencia alimenticia zoofilica u oportunista ya que se encontré una predominancia de

sangre de animales y no se detecté ADN de humano.

Recomendaciones Generales

e Realizar mas muestreos en Pérez Zeledon para tener mas informacion si existen mas
especies de fleb6tomos que podrian ser vectores potenciales de leishmaniasis ademas de
buscar si existen otras especies de Leishmania.

e Realizar los analisis moleculares de manera individual y no por grupos comenzando desde
la extraccion de ADN, ya que puede existir el caso de infecciones mixtas entre varias
especies de Leishmania o con otros flagelados.

e Utilizar marcadores moleculares con cebadores que amplifiquen zonas de mayor tamafio y
con mayor especificidad que puedan discriminar entre especies Leishmania spp. Yy otros
tripanosomatidos.

e Utilizar cebadores mas especificos para mamiferos cuando se realice la determinacion de
fuentes alimenticias para tener mayor especificidad, por ejemplo: cebadores para ADN de

vacas, cerdos, roedores, ovejas, cabras etc
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ANexos

Figura 2: Lutzomyia cruciata. A: genitalia masculina, B: espermateca femenina, C: cibario

Figura 3: Lutzomyia serrana. A: genitalia masculina, B: espermateca femenina, C: cibario
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Figura 6: Lutzomyia youngi. A: espermateca femenina, B: cibari
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Figura 7: Lutzomyia runoides. A: genitalia masculina, B: espermateca femenina, C: cibario

Figura 8: Lutzomyia geniculata. A: espermateca femenina, B: cibario

Figura 9: Lutzomyia carrerai thula. A: genitalia masculina, B: espermateca femenina, C: cibario
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Figura 10: Brumptomyia sp. A: espermateca femenina, B: cibario

Figura 11: Lutzomyia trapidoi. A: espermateca femenina, B: cibario

Figura 12: Lutzomyia ovallesi. A: espermateca femenina, B: cibario
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Figura 13: Lutzomyia sanguinaria. A: espermateca femenina, B: cibario

Figura 14: Lutzomyia sordellii. A: espermateca femenina, B: cibario

Figura 15: Lutzomyia barrettoi majuscula. A: espermateca femenina, B: cibario
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