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SUMMARY



Leishmaniosis is a disease of dogs and humans caused by Leishmania spp.
protozoans, transmitted by hematophagous, Phlebotomine sand flies. Infection is endemic
in the warm latitudes of the planet including southern Europe, where the endemic
species, Leishmania infantum is responsible for Canine Leishmaniosis, one of the most
important diseases of dogs, and human Leishmaniosis that affects hundreds of people in
Spain alone. Present measures to prevent Leishmaniosis are insufficient and they primarily
focus on the use of insecticides with repellent activity on the dog, which is the primary
reservoir of the parasite. Although the efficacy of insecticides in experimental conditions is
close to 90%, an epidemiological study in Murcia Region (MR) in Spain indicates that it is
much lower, because they are not used correctly. This may indicate that dog owners are
not fully aware of the risk of sand fly bites, partly because there is no up to date
information on sand fly abundance in the region. Another important aspect hampering
control is the existence of reservoirs of infection other than the dog. Recent studies using
highly sensitive molecular diagnostic techniques have shown that L. infantum is able to
infect a variety of domestic and sylvatic mammals and that it is quite probable that a
sylvatic transmission cycle is in operation and interacts with the domestic cycle
maintained by the dog. There is no information about L. infantum infection in wildlife in

MR.

The overall objective of this thesis is to provide new, useful information about some
the later aspects in order to improve the design of Leishmaniosis control programs in MR
and other endemic areas. To this effect, studies were carried out to: (i) describe
Phlebotomine sand fly abundance and distribution in the main geoclimatic areas of the
region, (ii) estimate the prevalence and distribution of Leishmaniosis in wildlife in
southeast Spain and (iii) evaluate the possibility of monitoring antibodies in dogs against
sand fly salivary proteins as a marker of the repellent efficacy of one of the most popular

insecticides in Europe.



The entomological study of sand flies used a novel sampling method that allowed
comparing vector abundance in the five most representative areas of Murcia’s climatic
and geographical diversity. Sand fly traps, including sticky interception and light attraction
traps were placed in 25 sheep farms in the main five areas, between May and July 2015.
Temperature, relative humidity (RH) and data from other environmental and animal
husbandry variables were recorded to investigate their relationship with vector
abundance, using a Geographical Information system (GIS) and negative binomial
regression models. A total of 3644 sand flies were captured mostly with light traps and
80% were Phlebotomus perniciosus, the main L. infantum vector in Spain. Abundance
varied between zones and was positively associated to altitude, except in the 500-700 m
range where strong winds prevailed, and was highestin July, especially during a 3 day heat
wave when RH and wind speed plummeted. Regression models indicated that climate and
not land use or soil characteristics have the greatest impact on this species density on a
large geographical scale. In contrast, micro-environmental factors such as animal building
characteristics and husbandry practices affect sand fly population size on a smaller scale.
This information will allow developing sand fly abundance prediction maps, useful to

improve the design of sand fly control programs.

The Leishmaniosis study in wildlife investigated L. infantum DNA in skin and organs
from 202 carnivores, rodents and lagomorphs in southeast Spain, mostly from MR, using a
real time PCR test. None of the animals had lesions compatible with Leishmaniosis and the
percentage of L. infantum PCR-positives (prevalence) was 32%, specifically 45% in foxes,
30% in rabbits and stone martens, 19% in wood mice and 0-100% in other minoritarian
species including black rats, badgers, wild cats, wolves, raccoons, genets and hares. Most
rabbits were PCR-positive in skin and not in organs and it was the opposite for foxes.
Prevalence was lowest in spring following several months of non-exposure to sand flies,
and was correlated spatially with P. perniciosus distribution and temporally with
prevalence in dogs, estimated in previous studies. Genetic analysis of L. infantum from

foxes, carried out as a parallel study, confirm that the genotype is frequent in the lberian



Peninsula and Morocco. These results confirm the presence of infection in wildlife in MR
and suggest that sylvatic and domestic transmission cycles are closely interconnected, and

this should be taken into account towards improving Leishmaniosis control.

Phlebotomus perniciosus and P. papatasi salivary gland homogenates and
recombinant proteins were used to investigate anti-saliva antibody dynamics in a cohort
of 32 experimental dogs treated with the topical insecticide Advantix (Bayer®), following
natural exposure to these sand fly species during two years. None of the dogs developed
natural L. infantum but most had low antibody levels against salivary proteins and the
mean antibody optical density (OD) was seasonal, similar to P. perniciosus and P. papatasi
abundance in the area. The study shows for the first time that anti-saliva antibodies are a
good marker of exposure to sand flies and that monitoring them allows estimating the
efficacy of insecticide treatments in dogs. Furthermore, it confirms that the efficacy of the
product tested is below 100% even when administered correctly. Notwithstanding this,
the absence of infection and low ODs suggest that the product is useful to prevent

infection and controlling Leishmaniosis in the population.



INTRODUCCION




Los dipteros flebotominos o flebotomos (Diptera: Psychodidae, Phlebotominae) son
insectos hematdfagos de las zonas calidas del planeta incluida la Cuenca Mediterranea,
responsables de transmitir mediante la picadura el protozoo difdsico Leishmania spp.
(Kinetoplasta, familia Trypanosomatidae), agente causal de la leishmaniosis canina (LCan)
y humana (LHum). Existen mds 800 especies de flebotomos en el mundo y en Espafia se
han descrito doce especies, de las cuales solo Phlebotomus ariasi y Phlebotomus
perniciosus tienen actividad vectorial de la Unica especie endémica en nuestro pais,
Leishmania infantum (Aransay et al., 2004; Ready, 2013). A diferencia de los mosquitos,
estos insectos depositan los huevos en zonas terrestres protegidas de la luz solar directa,
con humedad relativa alta y abundante materia orgdnica para el desarrollo de las fases
larvarias. La abundancia de flebotomos adultos suele ser maxima en madrigueras, cuevas,
grietas de muros y rocas, y en recovecos de ambientes humanizados (edificios en ruinas,
casetas de aperos de labranza, vertederos, etc.), sobre todo si en las proximidades de
estos lugares hay animales de los que pueden alimentarse las hembras adultas, que
precisan sangre para la maduracion de sus ovarios y realizar la oviposicion y por lo tanto
solamente ellas transmiten Leishmania spp. (killick-kendrick y Killick-Kendrick, 1999;
Feliciangeli, 2004). Los flebotomos son particularmente abundantes en zonas rurales y
periurbanas, y alcanzan elevadas densidades en granjas de ganado y aves (Dancesco y

Chadli, 1982; Ximenes et al., 1999; Guernaoui y Boumezzough, 2009; Galvez et al., 2010).

El principal reservorio de L. Infantum en el ambiente doméstico y la especie mas
sensible es el perro, en el que la infeccién puede cursar de forma subclinica o con un
amplio espectro de lesiones que causan la muerte en animales no tratados eficazmente
(Solano-Gallego et al., 2009). La LCan es una de las enfermedades mds importantes en la
Cuenca mediterrdnea, incluida la Comunidad Autonoma de la Regién de Murcia (CARM).
El impacto de la LHum en nuestro pais es significativamente menor (Suarez-Rodriguez et
al., 2012; Herrador et al., 2015), y se estima que anualmente en Europa cerca de un millar
de personas se ven afectadas por la enfermedad, aunque probablemente hay muchos

casos particularmente de formas leves de infeccién que no llegan a notificarse (Dujardin et



al., 2008; Antoniou et al., 2013). Ademas del perro y las personas, los estudios de
infeccién de L. infantum realizados en la Ultima década empleando técnicas de diagndstico
moleculares altamente sensibles como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
demuestran que el pardsito es capaz de infectar a una amplia variedad de animales

domeésticos y silvestres, en muchos casos de forma asintomatica (Millan et al., 2014).

La Leishmaniosis es una enfermedad emergente en Europa asociada a la expansién
del vector hacia latitudes mds septentrionales ligada al cambio climatico, al aumento del
movimiento de animales infectados entre zonas endémicas y libres del paradsito y a la
actividad humana como por ejemplo a la urbanizacién de zonas endémicas (Ferroglio et
al., 2005; Maroli et al. 2008; Poeppl et al., 2013; Arce et al., 2013). Concretamente en
Espafia, se describe un aumento de la LCan y la presencia de infeccion en fauna silvestre
en el norte, zona tradicionalmente no endémica de Leishmmaniosis (Ballart et al., 2012;
del Rio et al., 2014). Por otro lado, en el sur de Madrid, en el municipio de Fuenlabrada,
nos encontramos ante el mayor brote de LHum descrito en Europa, ligado a la
sobrepoblaciéon de lagomorfos, fuente de sangre para el vector, en zonas verdes
recreativas de una urbanizacion de reciente construccién (Arce et al., 2013). Mas aun, por
primera vez se ha detectado la presencia en el sur de Europa de la especie L. major
causante de la leishmaniosis cutdnea en personas en el norte de Africa, en el flebotomo

Sergentomya minuta (Campino et al., 2013; Milldn et al., 2014).

El paradigma en la epidemiologia de la leishmaniosis en Europa que considera que
los perros son el Unico reservorio primario de L. infantum ha cambiado. Actualmente se
piensa que el cladsico ciclo epidemiolégico perro-flebotomo-humano es solamente una
parte de un ciclo de transmisién mas amplio en el que participa una amplia red de
especies animales que colaboran con el perro en el mantenimiento del parasito en la
naturaleza. Se cree que existe un ciclo silvestre de transmisidn de L. infantum que opera
de forma independiente y que interactua con el ciclo doméstico mantenido por los perros
(Quinell y Courtenay, 2009). Sin embargo, el conocimiento del ciclo selvatico de L.

infantum sigue resultando criptico para la ciencia (Gharbi et al., 2015).



El control de la infeccidn por L. infantum se basa actualmente en el uso simultaneo
de varias medidas incluidas, las dirigidas a evitar la picadura del artrépodo, el tratamiento
de los animales y personas enfermas y el empleo de vacunas e inmunomoduladores de
eficacia limitada o poco contrastada (Mird et al., 2017). Entre todas ellas, la medida de
control que se considera mds importante es el empleo de insecticidas con actividad
residual en el perro para prevenir la picadura del vector. Sin embargo, la eficacia de esta
medida en condiciones naturales no controladas puede ser muy limitada (Goyena et al.

2016) y la prevencion de esta enfermedad sigue considerandose un desafio.

En la situacion en la que nos encontramos parece claro que para mejorar el control
de la leishmaniosis es necesario un abordaje holistico que incluya un conocimiento mas
amplio de los mecanismos de enfermedad, de la epidemiologia y entomologia de la
infeccion y del potencial de las medidas de control disponibles. En esta tesis doctoral se
pretende avanzar en el conocimiento en estas areas con trabajos realizados en la Regién
de Murcia, zona endémica de LCan y LHum (de Ybanez et al. 2009, Pérez-Cutillas et al.,
2015; Goyena et al., 2016). Por primera vez se han llevado a cabo estudios para: (i)
determinar la abundancia de flebotomos en las principales zonas eco-climaticas de la
region y cuantificar la relaciéon entre la abundancia del principal vector, P. perniciosus y las
caracteristicas medioambientales, (ii) evaluar la actividad repelente de un insecticida en el
perro analizando anticuerpos frente a la saliva del vector y (iii) estudiar la infeccion de L.
infantum en la fauna silvestre. Una importante limitacion a la hora de cuantificar la
abundancia de flebotomos en una zona concreta es la ausencia de un método
estandarizado de muestreo como el que se propone en esta tesis. Son también escasos los
estudios de la relacién abundancia de flebotomos y el medioambiente con datos
medioambientales precisos y empleando técnicas de analisis estadistico avanzadas. El
estudio de anticuerpos salivares en los perros para evaluar la actividad repelente de un
insecticida pretende paliar la imposibilidad de cuantificarla tasa de infestacién (picaduras)

de vectores. Finalmente, con el estudio de la infeccién en fauna silvestre se espera



mejorar el conocimiento de los ciclos de transmisién de L. infantum y la necesidad de

considerar estas especies para mejorar el control de la infeccién.
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1.1. Laleishmaniosis, una enfermedad cosmopolita

La importancia de los flebotomos se debe en gran medida a que son vectores de
agentes patégenos de los animales y el hombre, entre las que encontramos la Leishmania
spp., Bartonella bacilliformis y varios Arbovirus (Phlebovirus y Vesiculovirus) (El-Hossary,
2006; Ready, 2013; Prudhomme et al., 2015). El patégeno de mayor impacto veterinarioy
de salud publica es Leishmania spp. (Otranto et al., 2013). Cerca de 30 especies de
Leishmania han sido descritas (Fig. 1) de las que unas 20 se consideran responsables de las
tres principales formas de la enfermedad en el hombre: la leishmaniosis visceral, cutdnea

y mucocutanea (Gallego, 2004).

Comun a los tripanosomatidos, L. infantum es un protozoo flagelado cuya
caracteristica diferencial es la posesion un kinetoplasto, estructura rica en ADN localizada
en el interior de la Unica mitocondria. La distribucién mundial del protozoo incluye 97
paises de 4 continentes (Ready, 2013). Segun la OMS, la Leishmaniosis es una de las
parasitosis mas importantes por su amplia distribucion, incidencia y dificultad de control.
Los datos de prevalencia indican que hay 12 millones de enfermos y la incidencia asciende
a dos millones de casos nuevos anuales. De estos, 1'5 millones corresponden a formas
cutdneas y muco-cutaneas y 0°5 millones a las viscerales, siendo la poblacién en riesgo de
aproximadamente 350 millones de personas (Murray et al.,, 2005; OMS, 2010). Sin
embargo, los datos oficiales disponibles no son plenamente fehacientes ya que numerosos
casos sobre todo de Leishmaniosis cutanea no se declaran y solamente en 40 de los 88
paises endémicos la leishmaniosis es una enfermedad de declaracidn obligatoria (Alvar et

al., 2012).

Entre las especies de Leishmania, L. infantum es la de mayor distribucién geografica
y es endémica en los paises de la cuenca Mediterranea, Oriente Medio, Asia Central y del
Sur. Su homodloga en América Central y del Sur es L. chagasi, que corresponderia a L.
infantum introducida por los colonizadores europeos (Solano-Gallego et al., 2009).

Ademas, en Europa se han descrito casos de LHum causada por L. donovani en la isla de

11



Chipre, (Dokianakis et al., 2016). En Espafia, la Leishmaniosis por L. infantum es una
zoonosis endémica presente en la mayor parte del territorio peninsular y en las Islas
Baleares y causante tanto en las formas viscerales como cutaneas (Suarez-Rodriguez et al.,
2012). A pesar de que se han registrado casos de leishmaniosis humana en todas las
regiones espafiolas, hasta hace poco en muchas de ellas no era una enfermedad de
declaracién obligatoria (Amela et al., 2012). Sin embargo, el 1 de enero de 2014 entrd en
vigor una nueva Orden que modifica el Real Decreto 2210/1995, de 28 de diciembre, que
obliga a declarar los casos de leishmaniosis en todas las comunidades auténomas. En
Espafia la incidencia de leishmaniosis aumenté progresivamente desde mediados de la
década de 1980 hasta finales de los 90 principalmente debido a la pandemia producida
por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Herrador et al., 2015). Desde el afio
1996 hasta el 2011, la incidencia media anual notificada fue 0,45 casos por cada 100.000
habitantes (Amela et al., 2012). El numero de casos ha aumentado significativamente
desde entonces debido al antes citado brote de LHum en Fuenlabrada, donde la incidencia
llego a ser de 45,17 casos/100.000 habitantes (Gonzalez et al., 2017a). En la Regidén de
Murcia entre 2000 y 2010 se notificaron 82 casos y estudios actuales realizados por
Herndndez-Torres et al. (2015) asocian un aumento de la leishmaniosis visceral humana

entre los aflos 1997-2013 asociado a la emigracion.

El amplio espectro clinico de la leishmaniosis se asocia a la amplia variedad de
especies existentes, con distinta especificidad por los tejidos del hospedador y a la
respuesta inmune que este desarrolla frente al pardsito. Las especies L. infantum/L.
chagasi y L. donovani son los agentes causales de la Leishmaniosis Visceral (LV), siendo
ésta Ultima especie un pardsito antroponédtico ya que su hospedador principal es el
hombre. Sintomatolégicamente se caracteriza por la aparicién de fiebre, pérdida de peso,
y afeccidn de los drganos linfoides con hepatomegalia y esplenomegalia, precedido por un
periodo de incubacion de entre 10 dias o un afo. La leishmaniosis antropondtica se
distribuye en regiones de Asia y Africa Oriental, mientras que como se ha sefialado

anteriormente la LV zoondtica por L. infantum presenta una distribucion mas amplia.
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La leishmaniosis cutanea (LC) en personas en el Viejo Mundo (VM) esta causada las
especies L. tropica, L. major y L. aethiopica. Esta presente en 82 paises, con una incidencia
de 1,5 millones de casos por afio (Oliveira et al., 2011). Las especies L. infantum vy L.
donovani pueden manifestarse exclusivamente con lesiones cutaneas (Giavedoni et al.,
2015; Al-Salem et al., 2016). Ademas, en zonas en donde L. donovani es endémica en el
subcontinente indio, es frecuente la leishmaniosis dérmica post kala-azar (PKDL), con
aparicion de ulceras en la piel similares a las causadas por L. tropica, L. major o L.

aethiopica (Reithinger etal., 2007; Bari et al., 2008; de Vries et al., 2015).

En la leishmaniosis mucocutanea (LMC) en las personas se ven afectadas las
mucosas nasal y orofaringea por infeccién con las especies del subgénero Viannia, L.
braziliensis y L. panamensis. Existen casos excepcionales de afecciones graves de las
mucosas causadas por L. donovani en India (Daulatabad et al., 2005) y L. infantum en
Espafia (Giavedoni et al., 2015; Freites-Martinez et al., 2015). Es una forma de afeccién de
la Leishmaniosis que es desfigurante y la ulceracion de la mucosa nasal acaba afectando el
tabique nasal y en algunos casos, los labios, las mejillas, el paladar blando, la faringe y la
laringe. Los casos mas graves se asocian a L. braziliensis y es una enfermedad dificil de

tratar (Sundar y Chakravarty, 2015).

1.2. Losflebotomos, insectosvectores de Leishmania spp.

1.2.1. Origeny clasificacion taxonémica

Los flebotomos, vectores de Leishmania spp., son dipteros nematdceros
pertenecientes a la familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. La distribucion de
estos dipteros es muy amplia encontrandose en las regiones tropicales, subtropicales y
templadas, incluyendo el sur de Europa, Asia, Africa, Australia y América. Su distribucién
se extiende hacia el norte hasta la latitud 50°N en el sudoeste de Canadd y justo por

debajo de esta latitud en el norte de Francia y Mongolia. La distribucidn en el sur llega
13



hasta la latitud 40°S, encontrandose ausentes en Nueva Zelanda y las islas del Pacifico. Su
distribucién altitudinal va desde el nivel del mar hasta los 3.300 metros sobre el nivel del
mar en Afganistan (killick-kendrick, 1990a; Maroli et al., 2013). En el VM, el género
Sergentomyia y Phlebotomus son los que presentan una distribucién geografica mas
amplia. El género Phlebotomus es paleartico, a diferencia de las especies del género
Sergentomyia que se encuentran implantadas sobretodo en Africa subsahariana y en Asia
meridional, aunque también en el Sur de Europa y Oceania (Léger y Depaquit, 2002).
Sergentomyia estd formado por especies preferentemente herpetdfilas y son transmisoras
de Sauroleishmania que infecta a los reptiles. (killick-kendrick y Killick-Kendrick, 1999;
Léger y Depaquit, 2002). Estudios recientes plantean la posibilidad de que algunas
especies del género Sergentomyia puedan transmitir especies causantes de leishmaniosis

cutdnea en humanos (Berdjane-Brouk et al., 2012).

El origen de estos dipteros es anterior a unos 120 millones de afos y la evolucién
desde ese momento probablemente fue impulsada por los principales eventos tectonicos
y cambios climaticos que afectaron a la Pangea (Dujarin et al., 1999). La primera vez que
se empled el término "flebotomino" fue por un naturalista italiano Philippo Bonanni, en el
afno 1691 en cuanto a que la primera descripcion fue realizada por el naturalista Scopoli,

bajo el nombre de Bibio papatasi (Lewis, 1982).

Constituyen un grupo homogéneo y monofilético, cuya posicién taxondmica ha sido
objeto de controversia (Maroli et al.,, 2013) siendo su clasificacion confusa y
encontrandose en constante cambio. La posicion de las especies del VM esta mas
aceptada que la de aquellas que pertenecen al NM. Para estas ultimas la revision mas
aceptada es la de Galati 2003 (Maroli et al., 2013). En el pasado, las técnicas
isoenzimaticas y de cromatografia de gases de los hidrocarbonos cuticulares eran de gran
ayuda para la identificacidon de especies morfolégicamente indistinguibles (Dujardin et al,
1999; Boussaa et al., 2008). Actualmente, se estan poniendo en practica el uso de nuevas
técnicas de biologia molecular que permiten medir las diferencias genéticas y evolutivas

de las poblaciones estudiadas (Kumar et al., 2012). Las técnicas moleculares permiten un
14



grado de diferenciacién a nivel de sub-especie que no es posible con las morfoldgicas sin
embargo, su validez y facilidad de interpretacidon puede verse afectada por la extensa
variabilidad genética de algunos locus objetivo (Dvorak et al., 2011). Otra técnica de
especiacion de flebotomos y otros organismos altaménte especifica es la ionizacion
MALDI-TOF  (Matrix-Assisted  Laser  Desorption/lonizationz) usada  mediante
espectrometria de masas. Se basa en la caracterizacion del perfil proteico especifico de
cada especie y cada vez se emplea en mas laboratorios para la identificacion de especies
de flebotomos (Mathis et al., 2015). Las técnicas moleculares son de gran ayuda para la
clarificacién de casos dudosos en la identificacién morfoldgica, sin embargo, ésta ultima es
la técnica mds ampliamente utilizada por los entomdlogos y es altamente védlida en manos

de especialistas (Depaquit, 2014).

Hasta la fecha actual existen alrededor de 800 especies de flebotomos (Fig. 1) en el
mundo de los cuales cerca de 400 se encuentran en el NM agrupados en tres géneros:
Brumptomyia, Warileya y Lutzomyia. Respecto al VM, los flebotomos se agrupan, de
acuerdo a una clasificacion ampliamente aceptada, en los géneros Sergentomyia,
Phlebotomus y Chinius. Generalmente, la clasificacidén aceptada es la realizada por Lewis,
quien propuso en 1997 una clasificacién estable de la subfamilia Phlebotominae basada en
criterios de importancia médica y conceptos biogeograficos. Solamente entre un 10-15%
de las especies actiuan como vectores, de las cuales 30 son consideradas de importancia
en la salud publica. En el NM todas estas especies pertenecen al género Lutzomyia,
dividido en 25 subgéneros y grupos de especies, mientras que en el VM al género

Phlebotomus, dividido en 12 subgéneros (killick-kendrick y Killick-Kendrick., 1999).
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L) L. infantum (L. chagasi), L. lindenbergi, L. martiniquensis,
L. mexicana (L. pifanoi), L. panamensis, L. siamensis L. utingensis
S) Subgenus: Dampfomyia, Dreisbachi, Helcocyrtomyia, Lutzomyia,
Micropygomyia, Nyssomyia, Psathyromyia, Psychodopygus, Group:]
Coromyia, Delpozoi, Oswaldoi, Verrucarum, Genus: Brumptomyia |~
R) Cat, Cattle, Dog, Equine, Hare, Heteromys, Horse, Human,

Neotoma, Oryzomys, Ototylomys, Peromyscus, Sigmodo

L) L adieri, L. agamae, L. arabica, L. ceramodactyli, L. chameleonis, L. donovani (L. archibaldi), L. gerbilli, L gulikae, L. gymc

dactyli, L. helioscopi, L. infantum, L. major; L. mertiniquensis, L. nicollei, L. phrynocephali, L. promastigotae, “L. siamensis’, L. sofieff

L. taventolae, L. tropica, L. turanica, L. zmeevi, L. (S) sp.1 L. (S) sp.11

S) Subgenus: Adlerius, Anaphleb Euphleb Idiophleb Larroussius, Paraphleb

Phleb Synphleb Transphleb Genus: Chinius, Sergentomyia
) Carnivora, Cat, Cattle, Dog, Equine, Gerbil, Hare, Horse, Human, Hyrax, Lizard

L) L. chameleonis, L. donovani (L. archibaldi), L. infantum, L.
major, L. tarentolae, L. tropica (L. killicki)

S) Subgenus:  Adlerius, Larroussius,  Paraphlebotomus,

ynp Genus: Serg
R) Camivora, Cat, Dog, Equine, Gerbil, Hare, Human, Lizard, Psammomys

!

L) L. donovani (L. archibaldi), L. hemidactyli, L.
major, “L. siamensis”, L. tropica
S) Subgenus: Anaphleb Euphleb

Idinnhleh K. I;

hloh
ip

p Genus: Serg
) Carnivora, Dog. Gerbil, Human, Lizard )

p,
P rar
Dhish Q, hlohnt,
I

ra, Zygodontomys

()I.. amazonensis (

L. garnhami), L. aristidesi, L. braziliensis, L. ('nlomhicnsh
deanei, L. enrietti, L. equatorensis, L. forattinii, L. guyanensis, L. herreri, L. henrici,
L. hertigi, L. infantum (L. chagasi), L. lainsoni, L. lindenbergi, L. mexicana (L. pifanoi),
L. naiffi, L. panamensis, L. peruviana, L. shawi, L. utingensis, L. venezuelensis
S) Subgenus: Bichromomyia, Coromyia, Dampfomyia, Dreisbachi, Evandromyia, Helco-
cyrtomyia, Lutzomyia, Micropygomyia, Nyssomyia, Pifanomyia, Pintomyia, Pressatia,
Psathyromyia, Psychodopygus, Sciopemyia, Tricholateralis, Trichophoromyia, Trichopy-
gomyia, Viannamyia, (Aragaoi, Baityi, Delpozoi, Lanei, Migonei, Oswaldoi, Pilosa,
Rupicola, Saulensis, Verrucarum groups), Geneus: Brumptomyia, Warileya

R) Agouti, Akodon, Cingulata, Camnivora, Cat, Coendou, Dasypus, Dasyprocta, Diplor-
nys, Dog, Echimyid, Equine, Guinea-pigs, Hare, Heteromys, Hoplomys, Human, Hydro-
choerus, Marsupialia, Myrmecophaga, Neacomys, Nyctomys, Opossum (Didelphis),
Oryzomys, Ototylomys, Perissodactyla, Pilosa, Phyllotis, Porcupine, Primates, Procy-
onides, Proechimys, Rattus, Rhipidomys, Rodentia, Sigmodon, Sloth, Tamandua, Xenar-

L) “L. australiensis”

S) Subgenus: Australophlebotomus,
Idiophlebotomus, Genus: Sergentomyia

R) Kangaroo, Macropode

L) L. adleri, L. aethiopica, L. ceramodactyli, L. davidi, L. donovani (L.
larchibaldi), “Ghana strain”, L. gymnodactyli, L. hoogstraali, L. major,
L. platycephala, L. senegalensis, L. tarentolae, L. tropica, L. zuckermani
S) Subgenus: Anaphleb Larroussius, Paraphleb Phlebo-
tomus, Spelaeophleb Synphleb Genus: Serg i

R) Acomys, Arvicanthis, Carnivora, Dendrohyrax, Dog, Felis, Genette
erbil, Heterohyrax, Hyrax, Lizard, Mastomys, Procavia, Rattus

L) No autochthonous Leishmaniasis

S)  Subgenus:  Madaphlebotomus,
Anaphlebotomus, Genus: Sergentomyia

) Unknown

Figura 1. Distribucion geograficadevarias especies de Leishmania spp (L); flebotomos (S) y reservorios animales (R) en el Viejoy Nuevo Mundo. Fuente:
Akhoundi et al. (2016) y modificada por Risuefio Iranzo, J.
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1.2.2. Anatomia de los flebotomos

Los flebotomos son dipteros de pequefio tamafio, entre 1 y 4 mm de longitud vy
tienen un aspecto muy caracteristico que permite diferenciarlos del resto de insectos de
forma rdpida, incluso a simple vista. El cuerpo es generalmente de color pdlido con
tonalidades amarillentas, grisdceas y marronaceas, aunque algunas especies son
practicamente negras, y estd cubierto de finas sedas lo que les confiere un aspecto muy
peludo. El cuerpo presenta una estructura general, como todos los insectos hexapodos,
constituida por tres unidades funcionales: cabeza, térax y abdomen (fig. 2) (Gallego-

Berenguer,2006).

Figura 2. Dibujo de un flebotomo.
Fuente: cuaderno del Dr. Shabaan El-
Hossary (2006) y modificado por
RisuefiolranzoJ.

La cabeza es elongada con cada una de sus partes apuntando hacia abajo. Se
encuentra constituida en su mayor parte por una estructura quitinosa capsular o
epicraneo y dos ojos grandes multifacetados. El epicraneo se divide en 3 partes: occipucio,
vértice y frente. Esta ultima se prolonga hasta el clipeo, donde se encuentra el aparato
picador-chupador o probdscide. En hembras, los apéndices que forman la probdscide son

dobles y estd formado por seis piezas bucales entre las que se encuentran las dos
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mandibulas dentadas, las maxilas, la hipofaringe y labro-epifaringe, todas ellas protegidas
ventralmente por el labium, y cuyo conjunto se denomina fasciculo. En cambio, los
machos carecen de mandibulas y las demas estructuras presentan un tamano reducido.
De la base de las maxilas emergen los palpos, apéndices segmentados en 7 pequeiias
partes. En la cara ventral del tercer segmento se encuentra el drgano de Newstread,
formado por un bulbo en el que se sitia un mechdn de pelos cortos y gruesos con gran
actividad quimiorreceptora, muy util durante la alimentacién. El par de antenas peludas
son similares en ambos sexos y se componen de 16 segmentos, llamados artejos. El primer
segmento (Al) o “scape” tiene forma de anillo y estd unido a la superficie dorsal de la
cabeza, entre los ojos, el segundo segmento o pedicelo (A2) tiene forma de globo y los
siguientes 14 segmentos se denominan flageldmeros subcilindricos. El flageldmero mas
largo es siempre el primero. Dentro de la cabeza encontramos algunos caracteres
taxondmicos importantes, especialmente la faringe, las antenas y el cibario, estructura
interna que se encuentra entre la probdscide y la faringe (Abonnenc, 1972; Léger y

Depaquit, 1999).

El térax se encuentra compuesto por el protérax, mesotérax y metatérax. Se eleva
por encima de la cabeza, Su aspecto es giboso y peludo y en él se presentan tres pares de
patas muy largas y finas. El protdrax es el mas pequeno en comparacién a los demas
segmentos encontrandose parcialmente cubierto por el mesotdrax cuyo aspecto esta mas
desarrollado. En el mesotérax se presentan dos alas lanceoladas peludas, de venacion
caracteristica y cuya longitud es casi igual a la del cuerpo. En posicion de reposo forman
una "V" en un angulo de 45° con el eje corporal sobre el térax. En el metatérax se
distinguen dos pequeiios apéndices o estigmas de un segundo par de alas denominados
halterios o balancines cuya funcién es estabilizar el vuelo del flebotomo (Davis, 1967,

Morillas-Marquez, 1982).
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El aparato salival de los flebotomos es de tipo tubular y consta de dos glandulas
salivales, dos conductos salivales, que convergen en un conducto salival comun, y una
bomba salival que fuerza la salida de la saliva a través del estrecho canal esclerotizado de
longitud similara la probdscide (Fig 3.). Se conduce asi la saliva hacia la herida a través de
la hipofaringe (Adler y Theodor, 1926). Los l6bulos salivales se localizan a cada lado de la
parte mds ventral del térax y estdn constituidos por una capa unicelular de células
epiteliales que descansa sobre una membrana basal y rodea una gran luz que sirve como

recipiente de la saliva.

Figura 3. Aparato salivar deun flebotomo.
En color verde quedan remarcadas la

V<74 /' f X ~
gldndula salivar, conducto salivar comuny Q\'/- W Glindue S SRR
la bomba salivar. Fuente: Jobling (1978) y // AR Contuct ) ‘
Modificada por Martin-Martin|. y / Fombal,  icomi

/4

V) 4

Una glandula salivar totalmente distendida puede medir 180 pum x 140 um para
especimenes del género Phlebotomus, siendo las glandulas de Lutzomyia de menor
tamano (Adler y Theodor, 1926; Nieves et al., 2011). Como se ha descrito, existe una
heterogeneidad morfolégica tipica para los miembros del subgénero Phlebotomus, ya que
todos los demas flebotomos (miembros de Phlebotomus, subgénero Larroussius, Adlerius,
Paraphlebotomus y Euphlebotomus y género Lutzomyia) poseen un par morfolégicamente
homogéneo. Por ejemplo, en el caso de P. papatasi (Fig. 4), una de las glandulas la
podemos encontrar completamente inflada pudiendo alcanzar alrededor de 190 x 160 um
en el caso, mientras que la otra es mas pequefia y se
encuentra en aproximadamente 165 x 140 um
(Abdel-Badei et al., 2012) y el mismo fendmeno se ha

descrito para P. duboscgi (Lestinova etal., 2017).

Figura 4. Detallede las gldndulassalivares de P. papatasi. Escala
en mm. Fuente: Jobling (1978).




El abdomen esta formado por diez segmentos, de los cuales el primero se fija al
térax y los dos ultimos segmentos, muy modificados, conforman el aparato genital
externo con marcado dimorfismo sexual en el desarrollo de sus apéndices. De aspecto
cilindrico, cada segmento presenta una placa quitinosa dorsal o tergito y otra ventral o

esternito unidas por una membrana eldstica o pleura (Dolmatova etal., 1971).

En las hembras (Fig. 5), desde el 82 y al 102 segmento se encuentran invaginados
dentro del séptimo tergito (tg) y esternito (stn), encontrdndose extendidos Unicamente
durante la ovoposicidén, apareamiento y defecacidon (Davis, 1967). La genitalia estd
formada por un par de espermatecas que estan en contacto, en el noveno segmento, con
la obertura ventral de la vagina, el atrio genital, rodeado de una pared quitinosa abierta
hacia detras, y la furca. La morfologia de las espermatecas, constituida por un conducto,

un cuerpo Yy la cabeza, es ampliamente utilizada en sistematica.

Espermateca

A\ 4

Cerca

10 stn

Gonapofisis ventral

Figura 5. Abdomen terminal de hembra de P. papatasi deste el tergito (tg) y esternito (stn) n°7 hasta la zona
mas caudal y espermateca con:a) cabeza b) cuello c) cuerpo y d) conductos espermaticos. Fuente: Theodor
(1958) y Jobling (1978), modificado por Risuefio Iranzo J.

20



En los machos (Fig. 6), los segmentos 72 y 82 estdn reducidos y los segmentos 92 y
102 estdn muy modificados y desarrollados, conformando el aparato copulador o
genitalia. Se distinguen un par de apéndices voluminosos y articulados, formados por un
segmento basal (coxito) donde se articula un segmento apical o estilo, un par de
apéndices que nacen a nivel de los coxitos (pardmeros), un par de prolongaciones basales
(surestilos o lébulos basales) y un par de laminas membranosas, soldadas en la cara
interna de los surestilos, los cercos. El aparato genital interno comporta la presencia de
dos testiculos, dos canales deferentes, una vesicula seminal y un canal eyaculador que
desemboca en un érgano fuertemente quitinizado, la pompa genital, de donde parten los
filamentos genitales que van a parar a la correspondiente valva peniana o aedeago (Lane,

1993; Srinivasan y Jambulingam, 2012).

Lobulo basal del coxito {sélo presente en los subgéneros
Filamento Paraphlebotomus y Phlebotomus)

genital e — T e

‘_:.'.'-u e
d Coxito 6 9stn - 5k

Ll g -

2 R ':‘\,‘
.I" 'lh‘_
Lt v
Paramero
101tg
Aedeago
o 9t s
Piston Pompa ¢ Lobulo
genital  papcq lateral Espinas

Figura 6. Abdomen terminal de macho de P. papatasi deste el tergito (tg) y esternito (stn) n°7 hasta la zona
mas caudal donde seobserva la genitalia externa completa. Fuente: Jobling (1978), modificado por Risuefio

Iranzol.

Ademas del adulto o imago, en el desarrollo de su ciclo evolutivo, el flebotomo pasa

por el huevo, los estadios larvales y la pupa cuyas caracteristicas son distintivas. Los
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huevos presentan forma eliptica, coloracién marronacea, miden alrededor de 0.4 mm de
longitud y mediante microscopia electrénica de barrido presentan unas caracteristicas
morfoldgicas coridnicas con utilidad taxondmica (Rogo et al.,, 1992; de Almeida et al.,
2004). Por lo que respecta a las larvas, son orugas eucéfalas con capsula cefalica y
pequefias antenas en forma de hoja. Presentan largas cerdas caudales (un par en el
primer estadio y dos en los siguientes) que pueden ser Utiles en su identificacién como
larvas de flebotomo, aun asi, no suelen emplearse en taxonomia ya que las larvas son muy
dificiles de encontrar en la naturaleza (Feliciangeli, 2004). La pupa mide 2mm
aproximadamente y presenta un color que varia progresivamente de blanco a pardo

oscuro.

1.2.3. Caracteristicas morfolégicas para la identificacion de los flebotomos

El estudio sobre las caracteristicas morfolégicas de la entomofauna ha puesto en
manifiesto una serie de caracteres que presentan una amplia variabilidad entre las
especies y, por lo tanto, son de gran valor taxonémico. Entre las estructuras principales y
mas empleadas que nos llevan a diferenciar las especies encontramos: la genitalia
(espermateca en el caso de las hembras), la faringe y el cibario, éstas Ultimas situadas en
la cabeza. El cibario es una continuacién de la faringe de gran importancia taxondmica,
sobre todo en las hembras. Estd formado por dos series de dientes, anteriores y
posteriores. El niUmero, tamafio y disposicidon de los dientes del cibario es muy util a la
hora de distinguir géneros, especies y grupos de especies distintivas (Ashford, 1991).
Concretamente a la hora de distinguir hembras del género Phlebotomus y Sergentomyia
presentando el cibario desarmado y armado, respectivamente. Esta caracteristica se
puede observar bajo el estereomicroscopio observando una marcada mancha pigmentaria
entre los ojos en las hembras de Sergentomyia. Una vez clasificadas, el cibario también
nos ayuda a distinguir a las dos especies de Sergentomyia presentes en Espafia, S. minuta

y S. fallax. En el primer caso el Cibarium presenta 20-85 dientes formando una empalizada
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compacta y ligeramente incurvados hacia atrds (Fig. 7). En el caso de S. fallax presenta 20

dientes agudos formando un arco céncavo hacia atrds (Theodor, 1948).

Figura 7. Cabezay cibarioarmado de
la especie Sergentomyia minuta de
el estudio entomoldgico realizado en
la CARM vy realizada por Risuefio
Iranzo,J.

100 pm

La_faringe consta de tres placas que encierran una cavidad de forma triangular en
seccion transversal. La base de la faringe puede tener espiculas, escalas, dientes, lineas
dentadas o puede ser desarmada, al conjunto de todo ello se le denomina armadura
faringea. La forma de la faringe, que por lo general presenta conformacién en botella,
varia considerablemente entre especies en cuanto a tamafo, forma y distribucién de los
dientes en la armadura faringea (Theodor, 1948). Para distinguir las dos especies de
Sergentomyia descritas en Espafia, la faringe de S. fallax presenta una forma chata
acorazonada muy distintiva mientras que en S. minuta es elongada (Benabdennbi et al.,
1996). Dentro del Género Phlebotomus se observan grandes diferencias en la armadura
faringea de las hembras que se emplean para la distincion de subgéneros. En el caso del
Subgénero Larroussius los dientes de la faringe aparecen en la base como un punteado
refringente de pequefio tamafio, la armadura faringea del Subgénero Paraphlebotomus
aparece mas desarrollada, con unos dientes en forma de placas superpuestas dando un
aspecto mucho mds oscuro y en el subgénero Phlebotomus la armadura faringea aparece
con una red de lineas en medio que la cubren longitudinalmente (Dantas-Torres et al.,

2014).
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Los maxilares son la parte de la probdscide de mayor importancia taxondmica (Léger
y Depaquit, 1999). De acuerdo a la forma del maxilar los flebotomos se dividen en "ridge-
tip" vy "hook-tip" dependiendo de las preferencias alimentarias de cada uno. Mientras que
los flebotomos "ridge-tip" prefieren alimentarse de reptiles, los flebotomos "hook-tip" (el
género Phlebotomus) tienen como preferencia alimentaria a los mamiferos (El-Hossary,

2006).

Las longitudes relativas de los segmentos de las antenas se utilizan para distinguir
especies estrechamente relacionadas (Lane,1993). La mayoria de los segmentos de las
antenas peludas poseen receptores sensoriales, denominados ascoides, y son de gran
interés taxondmico especialmente en el género Lutzomyia ya que varian en la forma y en

tamafio en relacién con el segmento (Lewis,1975; Lewis et al., 1977).

Entre los diferentes segmentos del térax, el mesotérax adquiere mayor importancia
taxondémica al por ser donde se localizan las alas del diptero. Aunque por lo general la
venacion alar es constante en los flebétomos, la longitud de las venas, los lugares en los
gue desembocan en la periferia y los puntos en los que se ramifican representan
caracteres especificos que pueden ser utiles a la hora de distinguir géneros y diferenciar
especies (Fig. 8). Los parametros taxonémicos empleados en su caso son las posiciones
relativas de diversos puntos de confluencia en las nerviaciones (Rioux y Golvan, 1969;
Dvorak et al., 2006). De esta manera, en las especies del género Phlebotomus o> B,

mientras que en las pertenecientes al género Sergentomyia a < .
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Figura 8. Morfologia alar del flebotomo. Fuente: cuaderno del Dr. Shabaan El-Hossary (2006) y modificado
por Risuefio lranzoJ.

Estas nerviaciones reciben la siguiente nomenclatura:
1) Longitudinal simple: R1.
2) Longitudinal o sector radial: Se divide en R2, R3y R4.
3) Longitudinal simple: R5.
4) Longitudinal: M1 y M2.
5) Longitudinal simple: M3.
6) Longitudinal simple: M4.

7) Longitudinal simple o cubital.

El abdomen del fleb6tomo es mds o menos cilindrico y estd compuesto por 10
segmentos. En los segmentos terminales del abdomen encontramos la genitalia, facil de
diferenciar entre ambos sexos. Par los machos las estructuras diana empleadas su
diferenciacion son en mayor medida las espinas de los estilos cuyo nimero, longitud y
disposicion nos ayudan a distinguir entre género (Género Sergentomyia 4 espinas) y
especie y las valvas peneanas o aedeagus cuya morfologia es distintiva de especie
(Martinez-Ortega y Conesa-Gallego, 1987). Por otro lado, encontramos los pardmeros,
ampliamente desarrollados en la especie P. papatasi y los lébulos basales del coxito
empleados para distinguir entre las especies del subgénero Pharaplebotomus (Gallego-

Berenguer,1992). En las hembras, la presencia o no de anillos en las espermatecas nos
25



ayudan a diferenciar entre géneros. De esta manera el género Sergentomyia presenta una
espermateca tubular no anillada mientras que dentro del género Phlebotomus las
espermatecas presentan un mayor o menos nuimero de anillos que, junto con la base del
conducto espermatico, el cuello de la espermateca y la cabeza nos ayudan a diferenciar a

las distintas especies (Martinez-Ortega y Conesa-Gallego, 1987).

1.2.4. Elciclode vida, biologia y etologia de los flebotomos

Los flebotomos son insectos holometabolos, de manera que presentan un desarrollo
con metamorfosis completa en el que se describe una fase de huevo, cuatro estadios
larvarios terrestres, una pupa sésil y una fase adulta o imago (fig. 9). El letargo puede
suceder durante el ultimo estadio larvario o la fase de huevo, dependiendo de la zona

climatolégica (Ready, 2013).

S
2 YDy e e
7 ,wvfx‘sm ‘ NS A

’ Larva lll Larva IV

e e s
"//41«’ ﬁﬂv‘ (.

Larva ll St et
,)?{'

R De

Larva | ‘

S

Huevo

W\

Figura 9. Fases del ciclo bioldgico del flebotomo. Fuente: WHO (2010) y modificado por Risuefio Iranzo, J.

Los machos llevan a cabo un peculiar ritual de cortejo para atraer a las hembras,
baten rapidamente las alas en las proximidades de la hembra y realizan movimientos
caracteristicos del abdomen. En este proceso de cortejo, intervienen las feromonas

sexuales liberadas a través de la cuticula de los terguitos (Ward et al., 1993), cada una de
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las placas que cubren el dorso del artropodo. Tras el apareamiento y alimentacion con
sangre, las hembras gravidas buscan un lugar adecuado donde realizar la puesta. El
comportamiento del flebotomo en esta busqueda estd regido por una compleja
interaccion de factores fisiologicos y ambientales, entre los que destacan la temperatura,
humedad y fotoperiodo. Este comportamiento conlleva la agregaciéon de huevos en los
lugares de puesta, fendmeno ya descrito en otros dipteros hematéfagos, cuyo objetivo
seria maximizar la supervivencia de la progenie (McCall y Cameron, 1995). Los lugares de
oviposicion preferidos suelen ser madrigueras, grietas y oquedades, terrenos humedos
con alto contenido organico que reunen las condiciones necesarias de alimento y refugio

de las larvas (Munstermann, 2005; Sharma y Singh, 2008).

Los huevos (Fig. 10, A) suelen eclosionar entre los 7-20 dias posteriores a la puesta
y, dependiendo de la especie y la temperatura ambiental (Claborn, 2010), cada puesta se
compone de 40-70 huevos de media en base a la especie, cantidad y calidad de la fuente
alimenticia. Tras la eclosidn, el desarrollo larvario pasa por los 4 estadios y 3 mudas,
periodo relativamente lento que oscila entre 4 a 8 semanas. Los estadios inmaduros (Fig.
10, B, C, D, E) y debido a su caracter terrestre, poseen una cuticula gruesa y espinosa que
las protege de la desecacién. Tras este periodo se da la fase de la pupacion. La exuvia o
exoesqueleto que elimina la lava IV al realizar la muda sirve de fijacion de la pupa al
sustrato (Feliciangeli, 2004). La pupa (Fig. 10, F) permanece inmdvil, aunque reacciona en
respuesta a estimulos, mediante movimientos bruscos del segmento anterior
(Munstermann, 2005). Ademas, se han descrito sustancias repelentes liberadas por las
pupas que podrian intervenir en mecanismos de defensa frente a la depredacién o

canibalismo (Dougherty y Hamilton, 1996).
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Figura 10. Diferentes estadios dentro del
ciclo de Lutzomyia diabolica. A) Huevos,
Sefiadando el punto de ruptura B) Larva
I, la flecha apunta a las dos setas
caudales C) Larva ll,la flecha apunta a las
cuatrosetas caudales D) Larva lll E) Larva
IV, la flecha apunta ala placaanaldorsal
F) Pupa del flebotomo, quedando
sefialado al 4° exuvio en la parte mas
caudal del pupario. Fuente: Lawyer et al.
(2017)y modificado por Risuefio Iranzo J.

Los adultos emergen pasados unos 10-60 dias después del estadio de pupa, con un
predominio en la eclosiéon de machos en el principio. En el caso de los machos, la genitalia
se encuentra con los apéndices rotados nada mas eclosionar, haciendo imposible la
copula. Deben de pasar entre 12-33 horas tras la emergencia del macho, segun la especie,
para que ocurra una rotacion de la genitalia 180° y permitir asi el apareamiento (Votypka
et al., 2015). En condiciones artificiales de laboratorio, el 51% de los machos de P.
perniciosus tenian sus genitales girados a las 24 tras la eclosién y a las 48 h esta cifra
aumentaba al 93.4% mientras que en la especie P. papatasi esta rotacion se produce a las
7 horas de la emergencia (Ferrolho et al., 2015). Esta informacion puede resultar util ya
que, aunque encontrar los puestos de cria de los flebotomos es una tarea bastante
complicada, los hallazgos de machos juveniles con genitales externos sin rotaciéon nos

podrian dar una pista sobre sitios naturales de reproduccion.

En flebotomos mantenidos en el laboratorio el ciclo completo dura alrededor de 6
semanas, dependiendo de las condiciones ambientales y la especie de flebotomo. Sin
embargo, es escasa la informacion que se tiene al respecto sobre especimenes capturados
en el campo. En condiciones artificiales se ha demostrado que la esperanza media de vida
en hembras adultas de P. papatasi se encuentra entre 10-17 dias dependiendo de su
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alimentacion (Abdel-Hamid, 2012). Otros trabajos han estudiado cémo afecta
negativamente la infeccidon por L. infantum a la longevidad de L. longipalpis y L.
pseudolongipalpis (Agrela y Feliciangeli, 2015). Los datos arrojados sobre la esperanza de
vida de los flebotomos en cautividad no reflejan la realidad de la naturaleza, ya que en
cautividad raramente las hembras sobreviven a la primera oviposicién. En estudios de
marcaje, liberacion y recaptura llevados a cabo con P. ariasi en Francia, se recuperaron

algunos flebotomos hasta 29 dias después de su liberacion (Killick-Kendrick et al., 1984).

Como ya se ha mencionado antes, las hembras, ademas, requieren de la ingesta de
sangre y procesamiento de sus proteinas para el desarrollo de los huevos (killick-kendrick,
1999), siendo asi las Unicas que pican y las responsables de la transmision de
leishmaniosis. Se conocen algunos casos de autogenia, fendmeno por el cual algunas
especies son capaces de realizar la puesta de huevos fértiles en ausencia de alimentacion
sanguinea previa, como en el caso de hembras de P. papatasi y Lutzomyia lichyi entre
otras, con lo que consiguen el mantenimiento de la poblacién en periodos de ausencia del
reservorio (el-kammah, 1973; Montoya-Lerma, 1992; Srinivasan y Panicker, 1993; Chelbi y
Zhioua, 2007). Sin embargo, pueden ingerir sangre tanto de hospedadores de leishmania
como de otras especies incluidas las aves, reptiles y anfibios, segin la especie de
flebotomo. El conocimiento de las preferencias de la hembra a la hora de nutrirse de un
tipo de sangre u otra en condiciones naturales es muy Util para comprender su capacidad
vectorial (Rossi et al., 2008). Los nutrientes adquiridos tras la toma de sangre afectan la
fecundidad y longevidad de las hembras (Jarvis y Rutledge, 1992) y su digestion dura entre

3 y 10 dias permitiendo la maduracién de entre 50 y 200 huevos.

Los adultos, tanto los machos como las hembras se alimentan de liquidos. Ambos,
ingieren sustancias azucaradas que les proporcionan la energia necesaria para su
supervivencia incluidas la savia y néctar de plantas o azlcares que producen otros insectos
como los afidos y coccidos. Por su forma de alimentarse, los flebotomos son telmdéfagos,
dado que al cortar la piel seccionan capilares y producen charcos de sangre alimentandose

de ellos al aspirar directamente, a su vez cortan terminaciones nerviosas generando dolor.
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Entre las especies domésticas encontramos exofilicas o endofilicas, en funcidn de si pican
en el exterior o interior de las viviendas, aunque este comportamiento es variable en una

especie dentro de distintas areas geograficas (killick-kendrick, 1999; Sharma y Singh,

2008).

Las distintas especies difieren en cuanto al nimero de ingestiones de sangre que
realizan dentro de un ciclo gonotréfico. Frecuentes ingestiones de sangre aumentan el
contacto entre vectores y vertebrados y, a su vez, la eficiencia de la transmisién de
Leishmania. A lo largo de su vida, una hembra puede picar entre tres y cinco veces,
aunque la gran mayoria muere al realizar la primera. Una vez ingerida la sangre, las
hembras reposan durante 6 a 9 dias lo que permite que se digiera la sangre y terminen de
desarrollar los huevos. El tiempo que transcurre desde una ingesta de sangre hasta la
maduracion de los huevos depende de la especie, la velocidad de digestion y la

temperatura ambiente. (killick-kendrick,1999).

A diferencia de los mosquitos, el atague de los flebotomos es silencioso por estar el
cuerpo cubierto de pelo y su capacidad de vuelo es inferior al de estos (killick-kendrick
,1999). Presentan un vuelo corto y errdtico, desplazandose hacia el hospedador mediante
saltos cortos y su rango de accidn para P. ariasi se encuentra en 2 km (killick-kendrick et
al., 1984; Légery Depaquit, 1999). Por el contrario, las especies silvestres neotropicales no
llegan a dispersarse a mas de 1 km (WHO,2010). La velocidad del vuelo en flebotomos es
bastante lenta (<1 m/s) (killick-kendrick et al. ,1986) siendo incapaces de volar en

momentos en los que el viento supera la velocidad de su vuelo.
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1.3. Métodosde capturade flebotomos

La vigilancia de los vectores tiene como objetivo principal determinar la presencia y
abundancia de individuos en una determinada poblacidon con intencién de estimar el
riesgo de transmision de una enfermedad. En el caso de flebotomos existen métodos de
captura distintos para ejemplares adultos y fases inmaduras. Sin embargo, debido al
escaso conocimiento de los lugares precisos de cria de los flebotomos, la vigilancia se
enfoca en la captura de adultos, ya se encuentren en reposo o activos. Por su amplia
distribucién geografica y adaptacion a condiciones ambientales muy dispares, los métodos
de captura de los flebotomos son variados y esto es un factor muy importante para la
optimizacién de los estudios de campo (Ayhan et al., 2017). Dependiendo del objetivo de
la investigacidn existe también una amplia gama de trampas y técnicas disponibles para

capturar flebotomos como se describe a continuacién (Alexander, 2000).

1.3.1. Muestreo de ejemplares adultos

1.3.1.1. Captura por intercepcion

Incluye los métodos carentes de estimulos de atraccidon y se capturan ejemplares
que se encuentran con la trampa a su paso por el lugar donde ésta se localiza.
Generalmente las trampas por intercepcidon se colocan en posibles vias de migracién de

insectos o zonas de reposo (Alexander, 2000; Alten et al., 2015).

Entre los métodos de trampeo por intercepcién se encuentran el uso de trampas
adhesivas o "sticky traps" y las mds comunes consisten en una ldmina de papel
impregnado con aceite de ricino colgada o intercalada en lugares en los que se desea

conocer la existencia o ausencia de flebotomos.

Las propiedades del aceite de ricino lo convierten en un medio ideal para esta

finalidad, dado que posee una excelente viscosidad, confiere una buena conservacién de
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los ejemplares, es soluble en alcohol 95° (lo que permite recuperar los ejemplares de
manera sencilla para su posterior identificacién) y, ademas, reduce el poder atractivo de
posibles depredadores (hormigas, roedores, gasterépodos, etc.). Las trampas adhesivas
son econdmicas y faciles de preparar en grandes cantidades y de conservar hasta ser
requeridas (Alexander, 2000). Una desventaja de este tipo de trampas es que son
inefectivas en lugares en los que hay una humedad relativa alta debido a la viscosidad del
aceite de ricino y, aunque existen otras sustancias de viscosidad mas apropiada para
climas humedos, tienden a atrapar también grandes insectos contribuyendo a una peor

identificacion de los de menor tamano como los flebotomos.

Ademads de las trampas adhesivas otro tipo de trampa de intercepcién muy popular
en zonas tropicales son las trampas “Malaise” (Malaise 1937, Lamarre et al., 2012). Estan
disefadas para atrapar insectos voladores, particularmente del orden Diptera e
Hymenoptera. Este tipo de trampa funciona para insectos que presentan geotropismo
negativo, es decir, al ser interceptados durante el vuelo tienden a dirigirse hacia la zona
superior de la trampa. Estd recomendado su uso junto a otras trampas para
complementar la informacién de la fauna flebotomina de ciertas dreas y para capturar
flebotomos con actividad diurna (Andrade-Filho et al., 2008). Consisten en un conjunto de
mallas de nylon colgadas entre los arboles de probables rutas de vuelo de los insectos. Los
insectos se introducen en la trampa por la parte inferior y en su intento de huida hacia la
apertura superior de la trampa caen atrapados en un recipiente con sustancias quimicas
nocivas para el flebotomos como el acetato de etilo, el tetracloruro de carbono o el
cianato potdsico (Matthews y Matthews, 2017). Generalmente se realizan modificaciones
en la entrada mediante la reduccion de la misma o la colocacién de una maya de alambre
para evitar la entrada de insectos voladores mas grandes capaces de dafar o comerse a

los flebotomos (Hutcheson, 1991).
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A diferencia de las trampas de atracciéon que se describen a continuacién, las de
intercepcion capturan una muestra aleatoria de los flebotomos de una zona concreta.
Dado que la distribucidén de los insectos no es uniforme, para obtener una estimacion
cuantitativa precisa de los flebotomos en una zona es necesario emplear un ndmero

elevado de ellas (Alexander, 2000).

1.3.1.2. Método de trampeo por atraccion

Los flebotomos son fototrdopicos en mayor o menor medida segun las especies y, en
el caso de las hembras, seguin su estado. Entre las especies de mayor fototropismo se
encuentran todas las que tienen capacidad vectorial (Martinez-Ortega et al., 1991;
Lahouiti et al., 2014). Por ello las trampas que incorporan una fuente de luz son las mas
utilizadas para la captura de vectores flebotominos y son muy utiles para estudios
epidemioldgico, aunque menos Utiles que las de intercepcién para estudios de diversidad
de especies. Las trampas de luz se cuelgan de ramas o apliques en superficies y ademas de
una bombilla incorporan un ventilador que succiona los insectos cuando se aproximan a la
luz. Funcionan con una bateria y algunas poseen una fotocélula que activa las trampas
durante las horas de oscuridad que es cuando los flebotomos adultos estan activos. El
rango de atraccidon de las trampas de luz oscila entre 2-6 m segun los estudios (Killick-
Kendrick et al., 1985; Valenta et al., 1995; Campbell-Lendrum et al., 1999) y la captura de
flebotomos y otros insectos hematdéfagos puede verse incrementada mediante el uso de

diéxido de carbono (CO2) (Signorini et al., 2013).

La atraccidn de otros insectos puede suponer un problema de las trampas de luz ya
gue al permanecer vivos tras la captura pueden depredar y dafiar con sus movimientos a
los flebotomos en la trampa. Por ejemplo, las hormigas constituyen un grave problema ya
gue son capaces de devorar todos los especimenes capturados en un corto periodo de
tiempo antes de tomar alguna precaucion, tal como poner repelente o una sustancia

pegajosa sobre la cuerda que sostiene la trampa (Alexander, 2000).
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La distancia de colocacién de la trampa con respecto al suelo o a otra superficie
sélida puede afectar de forma importante a la abundancia de capturas (Faiman et al.,
2009a; Faiman et al., 2011; Gaglio et al., 2014). Por su limitada capacidad de vuelo las
capturas de la mayoria de especies del VM son mayores en trampas proximas a
superficies. Sin embargo, algunas especies de ambientes tropicales del NM son
relativamente mds activas a mayor altura sobre el suelo, incluso a la altura del dosel
arbdreo, y por lo tanto tienden a estar infrarrepresentadas en muestras tomadas a nivel
del suelo (Chaniotis et al., 1974; Alexander, 2000). Se debe por lo tanto tener especial
cuidado a la hora de interpretar los estudios de distribucién vertical de flebotomos con el
uso de trampas de luz, mds aun teniendo en cuenta que los flebotomos pueden volar

hacia arriba en respuesta a una fuente de luz inusual (Alten etal., 2015).

El descubrimiento de que los machos de L. longipalpis producen feromonas de
cortejo (Lane et al., 1985) hizo pensar en el uso de métodos de captura de las hembras
basados en el empleo de extractos de feromonas de los machos diseminadas por el calor.
Sin embargo, en los ensayos preliminares con trampas de feromonas se obtuvieron
resultados pobres (Ward et al., 1990). Aunque estudios posteriores en los que
combinaban tales feromonas con extractos pertenecientes a hospedadores (orina de rata

y glandula uropigea de gallinas), potencid la atraccién (Nigamy Ward, 1991).

De mayor éxito estaria la metodologia de trampeo mediante el uso de cebo animal
y cebo humano, basada en la atraccion de los flebotomos por el CO» y otros mediadores
bioquimicos que emanan los animales. Entre las trampas que se incluyen dentro de este
apartado serian la trampa “Disney" (Disney, 1966; Dorval et al., 2010) formada por una
bandeja de metal impregnada de aceite de ricino sobre la que se situa una jaula que
contiene al animal y en la que quedan adheridos los flebotomos al aproximarse. Otras
trampas de este tipo son la "trampa de cono" (Montoya-Lerma y Lane, 1996) que
consisten en una carpa grande hecha de material semitransparente en cuyo interior se
introduce al animal, generalmente un caballo o un burro, que permite ver al animal y asi

como el paso de estimulos que atraen a los flebotomos como el calor corporal, el olory el
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CO2. Los vectores entran en la trampa a través de grandes embudos que terminan en
pequefias aberturas dificultando la salida de los insectos. Al finalizar el periodo de
muestreo, los flebotomos se recogen del interior de la carpa empleando un aspirador

bucal.

Finalmente, para la captura de especies con un marcado caracter antropofilo como,
P. papatasi y P. perniciosus es frecuente recurrir a la utilizacién de personas como "cebo
humano" (Martinez-Ortega, 1985a; Martinez-Ortega, 1985b). El sujeto cebo se sitda en la
zona de interés con la espalda descubierta y a su lado otra persona captura con un
aspirador bucal los flebotomos que se posan en el cebo. Este método se empled en los
primeros estudios de flebotomos realizados en la region de Murcia a finales de los afios 80
(Martinez-Ortega, 1985b; Martinez-Ortega y Conesa Gallego, 1987). Debido al peligro de
contraer leishmaniosis y otras infecciones, este tipo de practica esta desaconsejada o

prohibida.

1.3.2. Recogida de huevos y ejemplares inmaduros

Ya que se conocen mal los lugares de cria de los flebotomos, la captura de formas
inmaduras de flebotomos se lleva a cabo en sitios donde se encuentran insectos adultos
en reposo. Es comun la colocacidén de trampas de emergencia de adultos inmaduros
consistentes en tuberias cortas de PVC bloqueadas en un extremo con una rejilla de malla
fina o pléastico transparente para permitir la inspeccion (Ferro et al. 1997). Las capturas
con este tipo de trampas deben recogerse cada 1-3 dias para maximizar el éxito
(Casanova, 2001). Se recogen muestras de tierra y se usa una variante de la técnica de
flotacion de Sheather que empleando una solucién densa de agua con azlcar permite
separar los huevos y larvas de gran parte del resto de materiales organicos e inorganicos
presentes en las muestras (McCombie-Young et al., 1926; Hanson, 1961; Rutledge vy
Mosser, 1972). Este método tiene la ventaja de preservar las larvas vivas permitiendo su

desarrollo hasta el estadio adulto que son mas faciles de identificar.
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1.4. Laleishmaniosis por L. infantum en la Cuenca mediterranea

1.4.1. Elciclode infeccion de Leishmania infantum

En el ciclo bioldgico de Leishmania spp. se alternan una forma intracelular e inmovil
de 2 y 4 um de didmetro denominada amastigote y presente en el hospedador
vertebrado, con una forma extracelular y moévil que recibe el nombre de promastigote,
presente en el tubo digestivo del vector y que presenta una morfologia alargada con un

cuerpo de 10 um y un flagelo de 15 um de longitud, que le proporciona movilidad.

El ciclo de infeccion (Fig. 11) de L. infantum tiene comienzo cuando un flebotomo
infectado inocula los promastigotes contenidos en el intestino anterior y saliva a un
mamifero durante la ingesta de sangre (Schlein, 1993). Una vez dentro del hospedador, el
promastigote puede penetrar en las células del sistema fagocitario mononuclear,
directamente o englobado en neutrdfilos polimorfonucleares (Laskay et al., 2003). Aunque
se considera la manera habitual, estudios recientes confirman la probabilidad de que el
parasito quede retenido alrededor de la zona de picadura, donde permanecen meses
accesible a las poblaciones de flebotomo (Aslan et al., 2016). Una vez en el torrente
sanguineo, el parasito accede a la célula fagocitaria donde se transforma en amastigote y
se multiplica. Cuando el macrofago no puede albergar mas amastigotes, se rompe y los
parasitos libres invaden nuevas células monociticas. La infeccidon puede quedar localizada
en los macréfagos de la dermis, dando lugar a la forma cutanea de la enfermedad, o

diseminarse hacia la médula ésea, el higado y el bazo, originando un cuadro visceral.
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Figura 11. Ciclo de leishmaina infantum. En la Peninsula Ibérica la enfermedad se transmite por P. perniciosus y P. ariasi. El flebotomo ingiere sangre del
hospedador mamifero infectado y los amastigotes seliberan dentrode suintestino (A) donde se transformarana promastigotes ysedividiran por fision binaria
(B,C). Posteriormente migraran hacia la valvula faringea (D) y el flebotomo infectado eliminara los promastigotes a la hora de alimentarse (E). Los

promastigores metaciclicos invadirdn macrofagos, granulocitos o seran fagocitados(G) dondese transformardn en amastigotes, s e dividiran einfectaran nuevos
macréfagos (H,1,J).
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Dentro del invertebrado (Fig. 12) el ciclo de Leishmania se realiza en el tracto
digestivo donde sufrirda un proceso de transformaciones denominado metaciclogénesis
inducido por cambios de temperatura y Ph entre hospedador/vector (Bates y Rogers,
2004). En el subgénero Leishmania los parasitos quedan restringidos al intestino medio a
la hora de realizar su desarrollo (Lainson et al., 1977). En cualquier caso, la sangre ingerida
por el artropodo es englobada por la membrana peritréfica, cuya sintesis comienza una
hora después de la alimentacion en P. perniciosus o a las 4 horas como sucede en P.
papatasi y estda completamente formada a las 24 horas (Secundino et al., 2005).

Posteriormente, en

Region toracica del
intestino medio

Region abdominal del
intestino medio

Valvula estomodeal

Regidn toracica del

Faringe intestino posterior

Intestino anterior N NS ’

mm Prociclicos: 24-48 h
W Nectomonas: 48-72h

Cibarium 10 Leptomonas: 4-7 dias
B Metaciclicos: 5-7 dias
Haptomonas: 5-7 dias
Membrana peritrofica
Probdscide

*PSG: Gel Secretor del Promastigote

Figura 12. Ciclo bioldgico de Leishmania dentro de un vector, que ilustra la secuencia y el desarrollo
morfoldégico de diferentes formas de promastigotes a lo largo del tracto digestivo del flebotomo. Fuente:
Kamhawi (2006) y modificado por Bravo-Barriga, D.y Risuefio Iranzo, J.

el interior de la membrana peritréfica comienza el proceso de digestién de la sangre, en el
qgue se lisan los macréfagos, liberandose los amastigotes, que se transforman en las

primeras 12-18 h en promastigotes prociclicos, de pequefio tamafio (6-8 um de longitud

del cuerpo) y de escasa movilidad, debido a su corto flagelo (Sacks y Kamhawi, 2001;
Kamhawi, 2006). Los promastigotes comienzan replicarse lentamente y se diferencian en
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formas alargadas (12-20 um), altamente mdviles, denominadas nectomonas, las cuales se
acumulan en la parte anterior de la membrana peritréfica, de donde escapan y se anclan a
la pared del intestino medio introduciendo su flagelo entre sus microvellosidades,
evitando asi la expulsidon con las heces (Killick-Kendrick y Rioux, 1991). Las nectomonas
avanzan en su multiplicacion por el intestino medio, hacia su region anterior (Bates, 2007).
Un lipofosfoglicano (LPG) recubre la superficie de Leishmaniay juega un papel esencial en

la adhesidn del parasito al tubo digestivo (Sacks etal., 2000).

Posteriormente, la migracidon de parasitos hacia la regidn toracica del intestino
medio continda y, una vez que alcanzan la valvula estomodeal, las nectomonas cambian a
leptomonas, formas mas cortas (6-8 pm) capaces de entrar en un nuevo ciclo proliferativo
(Gossage et al., 2003). En esta fase se hace patente la aglomeracion de fosfoglicanos
secretados por los paradsitos formando un tapén gelatinoso (PSG: promastigote secretory
gel) que obstruye la valvula estomodeal (Rogers et al., 2002). Algunas de las
nectomonas/leptomonas se anclan a esta valvula y se diferencian en formas de cuerpo
ancho y corto (5-8 um) o haptomonas, que se organizan en anillos concéntricos
blogueando también la valvula (Killick-Kendrick, 1990b; Kamhawi, 2006). En infecciones

avanzadas también pueden encontrarse paramastigotes anclados a la parte anterior del

tubo digestivo. Estas formas poseen el nucleo adyacente al kinetoplasto (Bates y Rogers,

2004). Finalmente, algunas leptomonas evolucionan a promastigotes metaciclicos, formas

no proliferativas, de cuerpo pequefio y delgado (5-8 um), altamente mdviles y con un
flagelo largo (por lo menos dos veces la longitud del cuerpo) que suelen aparecer a partir
del quinto dia de la ingestion de la sangre infectada (Rogers et al.,, 2002). Los
promastigotes metaciclicos, las formas infectivas para el hospedador, son capaces de
expresar un tipo de LPG que no permite el anclaje al epitelio intestinal asegurando su

disponibilidad para su transmisién (Bates y Rogers, 2004).

Se desconoce el nimero de promastigotes necesarios para iniciar la infeccion en el
hospedador. Parece depender del hospedador vertebrado y las combinaciones

leishmania-flebotomo, aunque la dosis necesaria para que se establezca la infeccidon
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podrian ser mucho menores en comparacién a las dosis experimentales utilizadas
generalmente (Warburg y Schlein, 1986; Rogers et al., 2004; Kimblin et al., 2008; Rogers et
al., 2010; Maia et al., 2011). Estudios recientes han demostrado que existe una amplia
variabilidad en la dosis que puede oscilar entre 4 promastigotes y 4x10* en el modelo

estudiado de L. infantum en P. perniciosus y L. longipalpis (Maia et al., 2011).

Existe aun controversia sobre la forma en la que los flebotomos transmiten
Leishmania spp. al hospedador vertebrado. La teoria mas aceptada considera que la forma
predominante es la regurgitacion de los promastigotes presentes en el intestino, aunque
también se han observado promastigotes en las glandulas salivares de los flebotomos y se
piensa que podria ser transmitidos con la saliva (Killick-Kendrick et al., 1996; Killick-
Kendrick et al. 2002). La regurgitacion de los promastigotes se produce al bloquear éstos
el canal alimentario y dafiar la valvula estomodeal poco antes de la ingestidon de sangre
(Bates, 2007). La disfuncion que presenta la valvula en flebotomos infectados provoca una
alteracion en el proceso de ingestién de la sangre, lo que favorece la regurgitacion de los
progastigotes (Schlein et al., 1992). Se ha estudiado el dafio que produce L. infantum en la
valvula estomodeal de P. perniciosus y L. longipalpis (Volf et al., 2004; Maia et al., 2011;
Alcolea et al., 2016). El Gel Secretor del Promastigote (PSG) es responsable de la
obstruccién fisica de la parte anterior del tubo digestivo, ademas, se produce un aumento
de la presién que fuerza a la valvula estomodeal a mantenerse abierta y facilitar el reflujo
(Jecna et al., 2013). El PSG estd compuesto por glicoproteinas donde se encuentran
embebidos los promastigotes leptomonas y metaciclicos infectivos al extremo del tapon
(Rogers, 2012). Los promastigotes se encuentran inmdviles, pero al liberarse el tapén se

disuelve y los parasitos recuperan la movilidad (Bates y Rogers, 2004).

Una vez en el hospedador vertebrado, la transformacién del protozoo a la forma
amastigote vendria estimulada por el microambiente en los tejidos diana en el que el
pardsito se ve sometido a un estrés nitrosativo, en un medio acido con una temperatura

mas elevada y a la actividad de las hidrolasas 4cidas (Alcolea etal., 2016).
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1.4.2. La Leishmaniosis canina (LCan), una enfermedad inmunolégica y clinicamente

variable

La LCan es una enfermedad multisistémica con signos clinicos muy variables debido
en gran parte a diferencias en la respuesta inmune desarrollada por el animal, que tiene
una base genética (Baneth et al., 2008). Estudios realizados con L. major en ratones
demuestran que la respuesta al pardsito se encuentra polarizada, de modo que unos
individuos tienden a desarrollar una respuesta predominantemente de cardcter celulary
protectora, mediada por linfocitos T helper tipo 1 (Th1), mientras que en otros predomina
una respuesta humoral no protectora mediada por linfocitos Th2 (Reed y Scott, 1993;
Gupta et al., 2013). La respuesta inmune celular Thl en las que se produce IFN-y, TNF-q,
IL- 2 e IL-12 predomina en perros asintomaticos que muestran resistencia a la
leishmaniosis visceral. Por otro lado, Existe la evidencia de que la produccion de las
citoquinas IL-4, IL-6 e IL- 10 por parte de los linfocitos Th2 estan asociadas a la
enfermedad progresiva, concretamente el aumento temprano de IL-4 (Liew et al., 1990;

Pinelli et al., 1999; Barbieri, 2006; Strauss-Ayalietal., 2007).

La excesiva produccion de anticuerpos conlleva el depdsito de complejos antigeno-
anticuerpo en circulacion periférica y procesos de vasculitis, trombosis e infartos,
responsable de las lesiones multiorganicas tipicas de la Leishmaniosis. En los perros la
respuesta inmunoldgica a L. infantum no se encuentra tan sesgada en uno u otro sentido
como la de los ratones a L. major, aunque parece claro que los animales que desarrollan
cuadros viscerales graves carecen de una respuesta celular eficaz y hay una elevada
produccién de inmunoglobulina (Ig) G en la que participan las subclases IgG1, 1gG2, IgG3 e
IgG4 (Nieto etal., 1999; da Costa-Val etal., 2007; Reis etal., 2009). los niveles relativos de
anticuerpos IgGl e 1gG2 especificos son indicadores prondsticos de curaciéon y
enfermedad, asociando IgG1 con el desarrollo de la enfermedad e IgG2 con una infeccién
asintomatica (Bourdoiseau et al., 1997; Nieto et al., 1999). El tratamiento de perros
enfermos induce una mejoria clinica, acompafiada de una disminucion en los niveles de

anticuerpos especificos (Riera et al., 1999). Los niveles de 1gG1 disminuyen rapido en
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perros receptivos (Deplazes et al., 1995), mientras que la disminucidon en perros que no
responden es menos marcada o temporal. Por lo tanto, los bajos niveles de 1gG1 (Deplazes
et al., 1995; Cavaliero et al., 1999) son indicadores de buen prondstico solo si se detectan
después del tratamiento en animales con una expresion alta de esta inmunoglobulina

antes de la quimioterapia (Solano-gallego, 2001).

Si bien los animales resistentes elaboran una potente respuesta celular que evita el
desarrollo de lesiones generalizadas, no suelen eliminar completamente el pardsito, que
permanece en los macréfagos de forma latente en la mayoria de los animales infectados.
Esta situacion no es necesariamente estable y la multiplicacion parasitaria puede activarse
como consecuencia de situaciones que conllevan inmunosupresion y es por ejemplo tipico
qgue la incidencia de formas clinicas aumente en perros con infecciones concomitantes,
tratamientos con corticoesteroides que deprimen la inmunidad celular y en animales al

alcanzarla senectud (Cox, 2001; Mansueto et al., 2007; Bouchekoua etal., 2014).

Se ha estudiado la relacién entre la susceptibilidad a la infeccion y determinados
genotipos y razas de perros. El gen Slcllcl (Solute carrier family 11 member al),
anteriormente Illamado N-RAMPI, y ciertos alelos del MHC Il se han asociado con la
susceptibilidad padecer CanL (Quinell et al., 2003; Sanchez-Robert et al., 2008). Los Boxer,
Cocker Spaniel, Rottweiler y Pastor Alemdn son mas susceptibles al desarrollo de la
enfermedad (Sideris et al., 1999; Franca-Silva et al., 2003), mientras que otros como el
Podenco ibicenco raramente desarrollan signos clinicos de CanL (Solano-Gallego et al.,

2000).

Fruto de la variabilidad en la susceptibilidad a la infeccion, en las poblaciones de
perros la distribucién de los casos de enfermedad es tipicamente bimodal, con un primery
mayor pico de prevalencia en perros menores de 3 afios y un segundo en los mayores de 8

anos (Abranches etal., 1991; Cardoso et al., 2004).
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Los cuadros clinicos de la LCan se pueden dividir en dos grandes grupos: aquellos en

los que las lesiones son de tipo cutaneo fundamentalmente y los que cursan con
trastornos debidos a la visceralizacion del pardsito. Las lesiones cutdaneas son bastante
comunes en la LCan (Longstaffe y Guy, 1985; Ferrer, 2002). Al comienzo de la enfermedad
entre los signos clinicos mas evidentes encontramos las ulceras cutdneas (Fig. 13, 1),
alopecias localizadas y una moderada pérdida de peso (Fig. 13, G) (Reis et al., 2009). Las
ulceraciones suelen estar relacionada con la accidn directa del parasito (Ciaramella et al.,
1997), coincidiendo con el lugar de la picadura, denominado chancro de inoculacién,
aunque también pueden generalizarse, dando lugar a la vasculitis necrética causada por la
deposicion de inmunocomplejos o a la diseminacidon multiorganica del parasito (Pumarola
et al., 1991). A partir de la infeccidén cutdnea localizada, el parasito puede diseminarse a
través de vasos linfaticos o sanguineos, infectando macrofagos de la médula dsea, ganglio
linfatico, higado y bazo, asi como rifiones y tracto gastrointestinal (Keenan et al., 1984;
Reis et al., 2009) dando lugar a la visceralizacion de la enfermedad. Los signos clinicos
iniciales son hipertrofia de los ganglios linfaticos, dermatitis exfoliativa y dermatitis
periorbitaria (Fig. 13, B), nasal y en la zona de orejas y extremidades que pueden
evolucionar a dermatitis ulcerativa, nodular o mucocutdnea (Fig. 13, H, E, F). También
puede desaparecer el brillo del pelaje, producirse un aumento exagerado en el grosor y
tamano de las ufias (onicogrifosis) (Fig. 13, D) y edema de las patas. Otros signos como
fiebre, apatia, diarrea, hemorragia intestinal, pérdida de peso, hepatoesplenomegalia,
hiperqueratosis, ulceracion cutdnea, (particularmente en la nariz, orejas, cola) y
queratoconjuntivitis (Fig. 13, C) son frecuentes, aunque no necesariamente presentes en
todos los animales (Reis et al., 2009; Solano-Gallego et al., 2011). Estudios llevados a cabo
por Ferrer (1992), concluyeron que la afectacidon hepatica es poco comun en la LCan,
mientras que la afectacion renal (glomerulonefritis causada por reacciones del complejo
inmune) es mas comun. A veces, la insuficiencia renal severa puede ser el Unico signo
clinico, causando la muerte del animal en poco tiempo. La insuficiencia renal crénica es un
resultado grave de la progresiéon de la enfermedad y se considera la principal causa de

mortalidad por LCan. Las lesiones oculares causadas por la enfermedad afectan
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principalmente a la seccién anterior del ojo (McConnell et al., 1970). La
gueratoconjuntivitis seca es una complicacién de la enfermedad que se observa en casos
particularmente graves. La xeroftalmia es el resultado de la accién destructiva directa de
los parasitos en el aparato lagrimal y/o el resultado de la reduccién de la secrecién dando
lugar a la hipoestesia corneal (Roze, 2002). La afectacion ocular puede agravarse
origindndose panoftalmitis granulomatosa, causada por la presencia de pardsitos en todas

las estructuras oculares (Ciaramella etal., 1997).

Figura 13. Signos clinicos descritos en la LCan. A) Epixtasis B) Alopecia exfoliativa periocular y blefaritis C)
Conjuntivitis purulenta y blefaritis D) Onicogrifosis E) Dermatitis papular F) Alopecia exfoliativa enlas patas
traseras y linfadebomegalia del popliteo G) Caquexia H) Lesiones eritematosas ulcerativas en la superficie
plantar de la pata yentre almohadillas plantares |) Lesiones crateriformes nodulares querodean el hocico.

Fuente: Solano-Gallegoet al. (2011) y modificado por Risuefio Iranzo, J.

En forma de porcentajes, los hallazgos principales del examen fisico son lesiones
dérmicas en 80%-90% de los perros, linfadenomegalia en 62%-90%, enfermedad ocular en
16%-81%, esplenomegalia en 10% -53% y onicogrifosis en 20% -31% (Alvar et al., 2004;
Miré y Molina, 2006; de Ybafiez etal., 2009). Sin embargo, los signos clinicos son variables
y similares a otras patologias (Como la ehrlichiosis), por lo que hacen la lista de

diagnosticos diferenciales amplios y extensos (Tafuri et al. 2001).



Los hallazgos de laboratorio clinico incluyen anemia leve a moderada no
regenerativa 0 mas raramente regenerativa en 60%-73% de los perros; la trombocitopenia
es menos comun (Slappendel, 1988). Las posibles causas de la anemia son la pérdida de
sangre debido a epistaxis y ulceraciones cutdneas, hemdlisis, inflamacién generalizada,
insuficiencia renal e hipoplasia o aplasia de la médula ésea (Slappendel y Greene, 1990;
Koutinas et al., 1999). Entre los hallazgos bioquimicos séricos mas comunes en perros con
leishmaniosis canina clinica encontramos la hiperproteinemia sérica con
hiperglobulinemia e hipoalbuminemia, frecuentemente expresada por una disminucién de
la relacion albumina: globulina (Ciaramella el al 1997). Las actividades de enzimas
hepaticas o azotemia aumentan enormemente en solo una minoria de perros infectados.
La insuficiencia renal posterior debida a glomerulonefritis del complejo inmune puede
desarrollarse y se cree que es la principal causa natural de muerte. La presencia de
proteinuria debe evaluarse y la enfermedad renal debe estadificarse con la medicién de la
proporcion de proteina de la orina: creatinina. La glomerulonefritis asociada con los
complejos inmunes renales es un sello distintivo de esta enfermedad. La patologia renal,

gue incluye glomerulonefritis y nefritis intersticial, es evidente por histopatologia.

Como consecuencia de la presencia o ausencia de infeccién y de la respuesta
inmunoldgica variable a la misma, en zonas endémicas la poblacion de perros incluye un
porcentaje relativamente escaso (20-30%) de animales no infectados, otro mayoritario
(40-50%) de perros infectados (PCR-positivos en tejido linfoide) sin signos clinicos
evidentes y un tercer grupo de perros enfermos, PCR-positivos y con niveles elevados de
anticuerpos (Baneth et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2009). Por lo tanto, los casos de
LCan con signos clinicos representan la punta del iceberg en las zonas endémicas, donde la
mayoria de la poblacién expuesta adquiere la infeccién y pasa desapercibida sin evidencia
clinica o respuesta serolégica frente al parasito. Tanto los perros sintomaticos como los
infectados asintomaticos son infectivos para los flebotomos, lo que conlleva importantes
implicaciones en la transmisién, epidemiologia y control de la leishmaniosis (Molina et al.,

1994; Courtenay et al., 2002; Michalsky et al., 2007; Laurenti et al., 2013).
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1.4.3. Elperro y otros mamiferos domésticos y silvestres como reservorio de L. infantum

Histéricamente el perro se ha considerado el principal reservorio de la LCan y Lhum
(Moreno y Alvar, 2002; Costa, 2008) aunque su verdadero impacto como reservorio de
infeccién no se ha conocido hasta tiempos recientes. Esto es debido al avance en el
diagndstico de la infeccién que ha proporcionado la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) y a los experimentos de xenodiagndstico en animales infectados sin sintomas que
han demostrado que los perros infectados con o sin sintomas transmiten el parasito al
vector. La probabilidad de transmision es mayor en perros con sintomas y por ello se
considera esencial tratar cuanto antes estos animales (Podaliri-Vulpiani et al., 2011). El
paradigma del perro como principal reservorio, y la ausencia o comparativamente escasa
incidencia de leishmaniosis por L. infantum en otros mamiferos incluido el hombre,
restringié el papel de éstos al de reservorios secundarios o accidentales con un impacto

escaso en la epidemiologia de la infeccidn.

Anteriormente, los gatos se consideraban un hospedador accidental de Leishmania
infantum en Europa debido un esporadico nimero de casos en areas endémicas desde el
comienzo del siglo (Pennisi, 2002; Pennisi et al., 2013). Posteriormente a la década de
1980, a medida que aumentaba el niumero de gatos domésticos y su nivel de atencién
veterinaria, se han incrementado los informes de casos de leishmaniosis felina (LFe) por L.
infantum, considerandose una enfermedad emergente en zonas endémicas (Pennisi y
Persichetti, 2018). Si bien las infecciones subclinicas felinas son comunes en areas
endémicas de leishmaniosis canina, la enfermedad clinica por L. infantum en gatos es rara.
La seroprevalencia oscila entre 0 y 69% vy los resultados moleculares obtenidos mediante
PCR se encuentran entre 0 y 61% en regiones endémicas del VM. Esta variabilidad puede
deberse a diferentes niveles de endemicidad, tipo de poblaciones felinas estudiadas o las
diferentes metodologias empleadas (Pennisi et al., 2015). Concretamente en Espafia se
llegaron a notificar un total de 21 casos y curiosamente 4 casos en gatos de Suiza

importados de Espafa (Rlfenacht et al., 2005; Richter et al., 2014). Ademds, estudios
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mediante xenodiagndstico han demostrado la infectividad hacia los flebotomos,
concretamente P. perniciosus y L. longipalpis, de gatos naturalmente infectados (Maroli et
al., 2007; da Silva et al., 2010). Aunque estos datos indican que es posible que los gatos
domésticos desempenen un papel importante en la epidemiologia de la leishmaniasis, aun
se desconoce su verdadero impacto (Pennisi et al., 2015; Metzdorf et al., 2017). Lo mismo
ocurre con otras especies del ambito doméstico en las que se ha detectado L. infantum
mediante técnicas de observacion directa, diagndstico seroldgico y técnicas moleculares y
gue incluyen al caballo (Portus et al., 2002; Solano-Gallego et al., 2003; Fernandez-Bellon
et al., 2006), hurdn, jerbo, hamster, cobaya, roedores (Morillas- Marquez et al., 1985; Fisa
et al., 1999; Munoz-Madrid et al., 2013; Navea-Pérez et al., 2015), conejos (Martin-Martin

et al., 2014), ovejas y cabras (Fisa et al., 1999) y erizos (Mufioz-Madrid et al., 2013).

El papel de las especies silvestres como reservorio de L. infantum han ido
adquiriendo un interés creciente y son diversas las especies en Europa en las que se ha
detectado la infeccién por el pardsito. Entre las primeras descritas se encuentra un zorro
(Vulpes vulpes) infectado en la zona de Lyon en Francia (Roy, 1940; Houin, 1963). Afios
mas tarde, se postuld la posibilidad de infeccién en la ardilla comun (Sciurus vulgaris) en la
gue se describid un cuadro crénico con depilacion periorbital y costras en el hocico
(Ranque y Faure, 1956). En los primeros estudios llevados a cabo por Rioux et al. (1968)
hace mas de 40 afios se analizaron mds de 1.000 roedores, zorros y mustélidos silvestres
mediante métodos de diagndstico tradicionales, como el examen de frotis y el cultivo,
encontrando solo dos zorros infectados por Leishmania spp. Posteriormente, Rioux et al.
(1968) infectd experimentalmente 12 especies de roedores y carnivoros silvestres con
diferentes cepas de Leishmania obtenidas de casos de Leishmaniosis viscerales y cutdneas
en perros y personas, observandose resultados positivos en el ratdn de campo (Apodemus
sylvaticus), en la rata noruega (Rattus norvegicus), lirdn gris (Glis glis) y especialmente en

el lirén careto (Elyomis quercinus) con tasas de infeccién muy elevadas.

Otros estudios realizados por Rioux et al. (1968) senalaron que el 26% de las

hembras de flebotomos se alimentaban de conejos y mds tarde obtuvieron hemocultivos
a7



positivos de zorros infectados experimentalmente llegando a concluir que los zorros
podrian ser un excelente reservorio para la leishmaniosis (Rioux et al., 1971). Mientras
tanto, en estudios llevados a cabo en Italia por Bettini et al. (1978) se aislo el parasitoen la
rata negra (Rattus rattus). Posteriormente estos investigadores inocularon macerado de
bazo en hamsteres (Mesocricetus auratus) infectados con L. infantum a 160 ratas negras
(Rattus rattus) y 35 zorros (Vulpes vulpes) consiguiendo infectar tres ratas y un zorro

(Bettini etal., 1980).

Los modelos de laboratorio murino (Mus musculus) y de hamster se han utilizado
ampliamente para investigar las caracteristicas clinicas e inmunolégicas de las infecciones
por Leishmania, y esta ultima especie es altamente susceptible a la visceralizacién de la
infeccidn por L. infantum (Loria-Cervera y Andrade-Narvaez, 2014). Las diferentes especies
de hdmster: hamster rayado (Cricetulus griseus), hamster gigante (Cricetulus triton),
hamster europeo (Cricetulus frumentarius) y hamster sirio (Mesocricetus auratus) son
sensibles a la infeccidon independientemente de la ruta de inyeccién, causando cuadros
clinicos graves en poco tiempo (Le-Ba-Kim, 1935; Houin, 1963). Ademas, en China, se han
descrito hamsteres de vida libre infectados con L. infantum (Houin, ,1963). En la peninsula
Ibérica, en la regién de Setubal (Portugal) se detectaron anticuerpos frente a L. infantum
en 3 de 43 zorros analizados con la prueba de anticuerpos de inmunofluorescencia
indirecta (IFAT). Los autores consideraron que esta tasa de seroprevalencia seria
probablemente suficiente para mantener una situacién endémica y que la presencia de un
ciclo silvestre semi-autonomo en la zona seria probable (Abranches et al., 1983). Poco
después Morillas-Marquez et al. (1985) en Granada, lograron aislar y caracterizar ADN de

L. infantum en R. rattus.

Sin embargo, no ha sido hasta la ultima década que con el empleo de La PCR se ha
detectado infeccidén por L. infantum en una elevada proporcién de numerosas especies
silvestres y sinantropicas de distintas regiones y ecotopos de la Cuenca Mediterrdnea y
Espafia, incluidos canidos, mustélidos, vivérridos, félidos, roedores y lagomorfos (Marin-

Iniesta et al., 1982; Fisa et al., 1999; Criado-Fornelio et al., 2000; Sobrino et al., 2008;
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Sastre et al., 2008; Millan et al., 2011; Molina et al., 2012b; Mufioz-Madrid et al., 2013;
Millan et al., 2014; Del Rio et al., 2014; Oleaga et al., 2015; Navea-Perez et al., 2015). El
estudio de Del Rio et al. (2014) se llevd a cabo en el Pais Vasco, zona considerada
periendémica de Leishmaniosis en la que no se denuncian casos autdctonos. En él se
detectd una prevalencia comparativamente elevada (28%) en zorros, tejones, gardufias y
otras especies, lo que sugiere que la fauna silvestre podria ser un indicador util del riesgo

de infeccidn para perros y personas en estas zonas.

Si bien son muchas las especies de vida silvestre que pueden estar infectadas por L.
infantum, a diferencia de los perros y humanos, la enfermedad rara vez se denuncia y las
cargas parasitarias a menudo son comparativamente bajas (Tomassone et al., 2018). Las
razones de ello no estdn claras y podria deberse a la seleccién natural de individuos
capaces de elaborar una respuesta inmunoldgica que controla la infeccién. En cualquier
caso, es precisamente por esto que se mantiene la controversia sobre el papel de
reservorio y las implicaciones epidemioldgicas de la infeccion en la fauna silvestre. Los
expertos consensuan que es muy probable la existencia de un ciclo selvatico de L.
infantum que opera de manera independiente y/o interactia con un ciclo doméstico
mantenido por perros (Quinell y Courtenay, 2009, Del Rio et al., 2014, Millan et al., 2014).
Sin duda el ejemplo mas claro del potencial de reservorio de L. infantum de la fauna
silvestre y de fuente de parasito para las personas es el brote de Leishmaniosis aun activo
en el sur de Madrid, asociado a lagomorfos y no a los perros. En el brote se demuestra
ademas que los ciclos de transmision de L. infantum son bidireccionales ya que la cepa
ITS-LOMBARDI de L. infantum aislada de liebres se identificd por primera vez en un caso
de leishmaniosis cutdnea humana en 1987, y probablemente ha estado circulando en la

zona durante todo este tiempo (Chicharro et al. 2013; Martin-Martin et al., 2015).

Aparte de los lagomorfos ninguna otra especie silvestre se ha asociado a un brote de
leishmaniosis por L. infantum en personas o en perros. Es por esto que se mantiene la
duda sobre el papel de muchas especies silvestres como reservorio primario de infeccion,

capaz de mantener la endemicidad del parasito indefinidamente en ausencia de un
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hospedador humano o canino. Esto es muy dificil de comprobar ya que apenas hay lugares
endémicos de L. infantum en los que no hay perros. Una excepcidon es la isla de
Montecristo en Italia y en la que se detectd ADN de L. infantum en 11 de 71 ratas negras
lo que sugiere que en esa isla las ratas podrian actuar de reservorio primario del parasito
(Zanet et al., 2014). Ademas de las posibles diferencias de susceptibilidad a la infeccién e
infectividad de las distintas especies silvestres, cabe esperar que haya diferencias
individuales dentro de una misma especie y segun la cepa del paradsito (Roque y Jansen,
2014). La mejor manera para demostrar la susceptibilidad del hospedador a la infeccion y
la capacidad de transmitir el pardsito al vector es realizando experimentos de

xenodiagndstico.

La técnica se basa en exponer a un animal infectado a flebotomos no infectados y
comprobar si éstos adquieren la infeccion tras realizar la toma de sangre en el animal.
Hasta el momento solamente se ha realizado xenodiagndstico con éxito en la rata negra
(Gradoni et al., 1983; Pozio et al., 1985), la liebre y el conejo (Molina et al., 2012b;
Jiménez et al., 2014) y el zorro cangrejero (Tendrio et al.,, 2011). Sin embargo, el
xenodiagndstico es una técnica que pocos laboratorios pueden llevar a cabo debido a que
no reunen los requisitos necesarios para realizarlo, incluidas las colonias de vectores vy las

instalaciones para el manejo de animales salvajes.

Desde otra perspectiva distinta, merecen una mencion especial los animales salvajes
hacinados en instalaciones zoolégicas. Estudios recientes revelan la deteccidon de ADN de
L. infantum en orangutanes (Pongo pygmaeus pygmaeus) y en canguros wallabies
(Macropus rufogriseus rufogriseus) cautivos en zoolégicos de la Comunidad de Madrid
(Montoya etal., 2016; Mir6 et al., 2018). Algunas de estas especies tienen un alto valor de
conservacion, como los wallabies, en los que esta infeccidon podria tener graves
repercusiones en la morbilidad y / o la mortalidad o en el lince ibérico considerado como
especie amenazada (Palomares et al., 2011). Ademas, Estos animales pueden representar

un riesgo para otros animales silvestres y domésticos susceptibles localizados alrededor,
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asi como para los cuidadores del zoolégico y los visitantes. Por lo tanto, las medidas de

control son muy importantes en estas instituciones (Jusi etal., 2011).

A pesar de los ya numerosos estudios de Leishmaniosis en fauna silvestre en
distintas zonas de la Peninsula Ibérica, la situacion en la Regidon de Murcia, una de las
zonas endémicas de LCan y LHum de Espana (Pérez-Cutillas et al., 2015; Goyena et al.,
2016) no se ha investigado desde que Martin-Iniesta et al. (1982) describieran la infeccion
por L. infantum en tres zorros a principios de la década de 1980 mediante cultivo del
parasito. Uno de los objetivos de esta tesis es paliar este déficit y relacionarlo con la
prevalencia en perros y personas con el fin de ampliar el conocimiento de la epidemiologia

de la leishmaniosis tal y como se explicard mas adelante.

1.4.4. Estudios de caracterizacién de cepas de L. infantum en fauna silvestre y otras

especies

Los estudios en epidemiologia molecular ofrecen la oportunidad de caracterizar las
cepas de L. infantum y comparar su distribucion en los distintos ecosistemas vy
hospedadores lo cual es util para comprender los ciclos de transmision del parasito.
Existen distintas técnicas y marcadores moleculares para estudiar la diversidad genética
tanto a nivel de especie como de subespecie (Akhoundi et al., 2016). La técnica estandar
empleada para la tipificacion de las cepas en estudios epidemioldgicos durante los ultimos
30 aios ha sido el analisis del patron de electroforesis de isoenzimas multilocus (MLEE),
capaz de distinguir entre especies y subespecies (Rioux et al., 1990). Las variantes
isoenzimaticas de L. infantum se clasificaron segun la nomenclatura de “Montpellier”
siendo el MON-1 el mas frecuente, presente en mas de 30 paises de todo el mundo vy
representa aproximadamente el 70% de todas las cepas identificadas (Martinez, 2015) y
es responsable de la mayoria de los casos de LV en la cuenca mediterranea y predomina
en perros, gatos y humanos (Martin-Sanchez et al., 2004; Pratlong et al., 2004). Sin
embargo, la frecuencia de zimodemas varia segun las zonas geograficas y las formas

clinicas de Leishmaniosis. De este modo MON-1 es responsable del 44-58% de los casos de
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Leishmaniosis en Espafia y del 96,7% de los de Portugal (Jiménez et al., 1995; Campino et
al., 2006; Kuhls et al., 2008; Cortes et al., 2014). Por otro lado, hasta el 73% de las
coinfecciones por VIH /L. infantum en Europa se deben también a este zimodema
(Pratlong et al., 2003) y en personas inmunocompetentes, MON-1 causa el 90% de los
casos de LV, pero solo el 20% de los casos de LC (Alvar et al., 1997). Por el contrario, MON-
1 solo se ha detectado en el 18% de las muestras obtenidas sobre los vectores (Martin-
Sanchez et al., 2004). Un ejemplo es el descrito en el Priorat de Catalufia llevado a cabo
por Gallego et al. (2001), donde el zimodema MON-77 circulaba en perros, personas y en

el vector.

El estudio de patrones isoenzimaticos también se ha empleado en cepas de L.
infantum de la fauna silvestre. Destacan los trabajos de Abranches et al (1984) en Portugal
en el que se observd un perfil electroforético en cepas de zorros idéntico al de humanos y
perros de Portugal y otras zonas del Mediterraneo. También, los aislados de L. infantum
de R. rattus en ltalia mostraron patrones isoenzimaticos idénticos a los de las personas de
la misma zona (Ashford y Bettini, 1987). En la provincia de Granada los estudios llevados a
cabo por Morillas-Marquez et al. (1985) permitieron caracterizar una cepa de L. infantum

de R. rattus dentro del zimodema MON-1.

La MLEE estd restringida a laboratorios especializados debido a su complejidad
técnica, coste y tiempo ya que requiere el cultivo de los aislados (Ovalle-Bracho et al.,
2018). Ademads, su capacidad de discriminacion es mas limitada que la que se obtiene

empleando técnicas modernas de andlisis del genoma del parasito.

Entre las técnicas empleadas para genotipar cepas de Leishmania spp. se incluyen la
amplificacion por PCR de secuencias de ADN especificas combinada con el andlisis de
fragmentos de restriccion (PCR-RFLP) y la secuenciacion, la amplificacion aleatoria de ADN
polimérfico (RAPD), el analisis multilocus de secuencias (MLSA) o de microsatélites
(MLMA) vy el andlisis del polimorfismo de longitud en fragmentos amplificados (AFLP)

(Schonian et al., 2011). La eleccién de una u otra técnica conlleva un compromiso entre el
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poder de discriminacién y complejidad para realizar la técnica e interpretar los resultados.
La rapidez de las técnicas actuales de secuenciacion de ADN hace de esta técnica una
herramienta de eleccién en los estudios de genética de poblaciones de Leishmania spp.
Existe una amplia variedad de genes y secuencias intergénicas que son Utiles para
diferenciar entre especies y algunas de ellas también permiten caracterizar subespecies
(Akhoundi et al., 2016). Sin embargo, son escasos los estudios de caracterizacion de cepas
de L. infantum de la fauna silvestre. Del Rio et al. (2014) compararon la region ITS 2
(Internal Transcribed Spacer 2) del gen ribosomal de L. infantum de carnivoros silvestres
del Pais Vasco con la de aislados de personas y perros de la Region de Murcia encontrando
una elevada similitud. En brote del sur de Madrid, los aislados de L. infantum de las

liebres, conejos y personas compartieron la misma secuencia ITS2 (Chicharro etal., 2013).

A diferencia de la region ITS, las secuencias de la zona variable del minicirculo del
ADN del kinetoplasto (kDNA) permiten diferencias subespecies de L. infantum y como
ademads hay unas 10000 copias de la secuencia en cada parasito, las pruebas de PCR que
amplifican estas secuencias son muy sensibles (Akhoundi et al., 2016). Cortes et al. (2006)
emplearon la técnica de RFLP en un producto de PCR del minicirculo del kDNA de perros,
personas y vectores flebotominos procedentes de Portugal, Brazil, Africa Oriental y la
Cuenca Mediterranea, hallando 16 genotipos nombrados en orden alfabético de la letra A

alaO.

1.5. Distribucion espacial y temporal de los flebotomos y la leishmaniosis en Espafa

Como se ha sefialado anteriormente los flebotomos presentes en la Cuenca
Mediterranea pertenecen a los géneros Sergentomyia y Phlebotomus. En Espafia han sido
descritas un total de 13 especies de flebotomos (Fig. 14). En 1909, Czerny & Strobl, a partir
de una serie de ejemplares de flebotomos capturados por Lauffer en El Escorial (Madrid),
identificaron de manera errénea la especie P. papatasi, siendo ésta la primera cita de
flebotomos para la Peninsula Ibérica. Ledn-Sanz et al. (1998) lograron recuperar y

rehidratar los ejemplares y los identificaron morfolégicamente como P. perniciosus y P.
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ariasi. De las trece especies descritas hasta ahora, 11 son pertenecientes al género
Phlebotomus: -P. perniciosus, P. ariasi, P. papatasi, P. langeroni, P. sergenti, P. mascitti, P.
longicuspis, P. fortunatarum, P. alexandri, P. chabaudi y P. riouxi y Unicamente las dos
primeras son de gran importancia para la salud publica, ya que estdn implicadas en la
transmision de L. infantum (Gil-Collado et al., 1989; Conesa-Gallego et al., 1997; Aransay
et al.,2004; Duran-Martinez et al., 2013). Recientemente se ha afiadido a P. langeroni
como posible transmisor debido al alto porcentaje de ADN del parasito encontrado en

hembras (Sdez et al., 2018).

Sin embargo, el hallazgo de P. longicuspis en el sureste de Espafia (Martinez-Ortega
y Conesa Gallego, 1987; Morillas-Mdarquez et al., 1991; Collantes y Martinez-Ortega,
1997), no debe ser tenido en cuenta, por cuanto estudios posteriores, bioquimicos y
moleculares, han mostrado que el tipo morfolégico presente en nuestro pais pertenece en
realidad a P. perniciosus, por lo que P. longicuspis estaria ausente de Espafia (Guernaoui et
al., 2005). Asi, Miré y Molina (2006) y Aransay et al. (2004) no la incluyen en el listado de
las especies halladas en Espafia. También existen discrepancias en cuanto a la presencia

de P. riouxi, por lo que otros autores no la toman en cuenta (Morales-Yuste, 2012).

Por otra parte, encontramos 2 especies pertenecientes al subgénero Sergentomyia,
S. minuta y S. fallax (Morillas-Marquez et al., 2017). Entre estas dos y como se ha
comentado antes, S. minuta es vector del grupo de Sauroleishmanias en algunas partes de
Africa, asi como en Cuenca mediterranea (Novo et al. 2015). El Conocimiento
epidemioldgico sobre la Sauroleishmania en Espafia es escaso, aunque un estudio reciente
ha descrito por primera vez la transmision de L. tarentolae por el vector S. minuta en el
Suroeste espanol (Bravo-Barriga et al., 2016). Ademas, en la misma especie de flebotomo
se ha detectado ADN de L. infantum en el sureste de Portugal (Pereira et al., 2017) y ADN

de L. major en la regidon meridional del Algarve, Portugal (Campino etal., 2013).
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Género Sergentomyia Franca et Parrot, 1921
Subgénero Sergentomyia Francay Parrot, 1921
O 5. minuta (Rondani, 1843)
@ 5. fallax (Parrot, 1921)
Género Phlebotomus Rondani, 1843
Subgénero Phlebotomus Rondani, 1843
®p papatasi(Scopoli, 1786)
Subgénero Larroussius Nitzulescu, 1931
B P, ariasi (Tonnoir, 1921)
@ P. perniciosus (Newstead, 1911)
@ P. langeroni (Nitzulescu, 1930)
A\ P. longicuspis (Nitzulescu, 1930)
Subgénero Adlerius Nitzulescu, 1931
W P. mascittii (Grassi, 1908)
Subgénero Paraphlebotomus Theodor, 194§
X P. alexandri (Sinton, 1928)
¢ P. chabaudi(Croset, Abonnenc y Rioux, 1970
0O P. sergenti(Parrot, 1917)
4 P. riouxi (Depaquit, Killick-Kendrick y Léger, 1998)
Subgénero Abonnencius Morillas Marquez y cols., 1984
@ P. fortunatarum (Ubeda-Ontiveros y cols., 1982)

Figura 14. Distribucion de las especies de flebotomos descritas en Espafa. Fuente: Gil-Collado et al. (1989), Gallego-Berenguer et al. (1992), Morales-Yuste
(2012); Baron (2011); Alcover et al. (2014)y Morillasetal. (2017). Mapa tomado de Morales-Yuste (2012)y modificado por Bravo-Barriga, D.
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Los trabajos realizados por Gil-Collado et al. (1989) y Gallego-Berenguer (1992)
ofrecieron una vision de conjunto de la distribucion, morfologia y biologia de las
principales especies presentes en Espaia y descritas a principios del siglo XX incluidas P.
perniciosus, P. ariasi, P. sergenti, P. papatasi y S. minuta, sefialando que se encontraban
distribuidas en la mayor parte de Espaina, aunque su abundancia es inferior en el norte del
pais y sobre todo en la zona cantdbrica. Del mismo modo, Alonso et al. (2010) y Mird et
al. (2012) revelaron que la frecuencia de casos de LCan es mayor en el sureste y mas baja
en el norte y oeste espafol (Fig. 15). Las especies P. papatasi y P. sergenti son de
descripcién reciente en La Rioja (Aransay et al., 2004), y P. ariasi es la Unica especie
identificada en Alava (Aransay et al., 2004). Por otro lado, P. mascittii solo se ha descrito
en el noreste peninsular, concretamente en Catalufia (Pesson et al., 2004; Barén et al.,
2008; Ballart et al., 2014). Las especies P. alexandri, P. chabaudi, P. riouxi y P. longicuspis
son tipicas de Africa y solamente se han hallado en el sudeste peninsular. Como se ha
sefialado antes, P. longicuspis es morfolégicamente muy similar a P. perniciosus y su
presencia en Espafia es motivo de debate (Pesson et al., 2004). P. fortunatarum vy S. fallax
son especies autdctonas de las Islas Canarias. Enlo que concierne a Extremadura, sélo se
han llevado a cabo dos estudios sobre las especies y su distribucion en la provincia de
Céceres (Rosado, 1997; Blazquez et al., 1999), por lo que el resto del territorio sigue sin
estudiarse. En ambos trabajos mediante trampas adhesivas, se detectaron 6 especies que
por orden de abundancia fueron: S. minuta, P. perniciosus, P. longicuspis, P. ariasi, P.
sergenti y P. papatasi. En esta comunidad autonoma, es en la provincia de Caceres donde
se observa la mayor seroprevalencia de LCan, de 14,2%, llegando al 30% en un foco (Nieto
et al., 1992). La seroprevalencia en Badajoz fue 7 % (Rosado et al., 1997). Finalmente, P.
langeroni, es la Ultima especie descrita en Espafia concretamente en Madrid (Martinez-
Ortega et al., 1996; Conesa-Gallego et al., 1997; Tello et al., 2015), Zaragoza (Lucientes et
al., 1994; Lucientes et al., 2001) y en la region del Ebro y Valencia (Aransay et al., 2004).
Los estudios de Aransay et al. (2004) muestran la presencia de P. perniciosus y P. ariasi en

zonas de Castelldon y Valencia donde se notificaron 19 casos de LHum desde 2012 al 2013,

56



siendo la edad adulta la mas afectada (73%) y la forma clinica mas frecuente fue la de tipo
cutdneo (89%) (Roth-Damas et al., 2016). En Andorra, donde no existen datos sobre la
presencia de leishmaniosis, se ha detectado por primera vez a las dos especies vectoras en
una baja abundancia (Ballart et al., 2012). Finalmente, los muestreos realizados en el
sureste espanol, han permitido identificar 7 especies de flebotomos incluidas P
perniciosus, Sergentomyia minuta, P.sergenti, P. papatasi, P.ariasi, P. longicuspis y P
.chabaudi de las cuales la mas abundante fue P. perniciosus (Martinez-Ortega, 1985b).
Independientemente, de todas estas especies presentes en Espafia, todos los autores
coinciden en que la especie mds abundante y presente en gran parte del territorio

nacional es P. perniciosus.

La distribucién de los flebotomos no es estatica ni homogénea y varia de acuerdo a
factores ambientales y ecoldgicos (Ready, 2010; Alten et al., 2016). Del mismo modo cabe
esperar que la presencia y abundancia de L. infantum esté distribuida heterogéneamente
e influenciada por numerosos factores ecoldgicos como el clima o la topografia. Con la
posible excepcion de las Islas Canarias (Chicharro et al., 2003; Amela et al., 2012; Pou-
Barreto et al., 2013; Morillas-Marquez et al., 2017), el parasito se ha descrito por toda
Espafia incluido en el norte (Amusategui et al., 2004; Mird et al., 2012), en el noreste
(Lucientes-Curdi et al., 1991; Fisa et al., 1999; Ballart et al., 2012), en el sur (Marin, 1986;
Morillas et al., 1996), y en la regién central (Encinas Grandes et al., 1988; Amela et al.,
1995; Mird et al., 2007b; Arce et al., 2013). Se ha descrito un aumento de la LCan en la
comunidad de Madrid (Galvez et al., 2010). Sin embargo, resulta dificil de saber con
precision la prevalencia de LCan en las distintas zonas de Espafia, en parte porque la
mayoria de los estudios son de seroprevalencia y como ya se ha sefialado los perros con
anticuerpos frente a L. infantum solo representan una pequefia parte de los perros
infectados en la poblacion. La seroprevalencia descrita varia entre el 1,6 % de Santiago de
Compostela y el 34,6 % de la provincia de Malaga y 45,3 % en Baleares. (Morillas et al.,

1996; Amusategui et al., 2004; Mir6 etal., 2012).
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Prevalencias por C
Andalucia: 3,1-34.6%
Aragon: 7-13%
Principado de Asturias: 4,7%
Islas Baleares: 6-45,2%
Islas Canarias: Sin datos
Cantabna: 2%

Castilla-LLa Mancha: 7%
Castilla y Leon: 5,3-23,7%
Catalufia: 9.3-33.1% (65%*)
Extremadura: 7-34,2%
Galicia:1,6-35,6%

La Rioja: Sin datos
Madrid: 4,7-11,3%
Region de Murcia: 9,1%
Navarra: 4.4%

Pais Vasco: 3,3%
Comumidad Valenciana: 5.1-229

aatio Ds: dmos D'\»m-. -m.;._“ -_‘n.qnt. -AnJ-:'.

Figura 15. Prevalencia de Leishmania infantum en perros en Espafia. Fuente y disefio de Bravo-Barriga, D.
(2017) con los datos revisados por: Galvez (2011); Morales-Yuste, (2012); Mird et al. (2012), Hernandez
Martinez (2016). *Solano-Gallego et al. (2006).

1.6. Factores que condicionan la distribucidn espacio-temporal de los flebotomosy la

leishmaniosis

El aumento de la temperatura como consecuencia del cambio climatico es uno de
los factores que favorecen la dispersion del vector, estd relacionada con el acortamiento
del desarrollo larvario y por extension aumenta su periodo de actividad aumentando el
riesgo de infeccion (Cross y Hyams., 1996; Sutherst, 2004; Boussaa et al., 2005; Fischer,
2010; Iriso-Calle et al., 2017). Los expertos han predicho un aumento de la temperatura
entre 1.5 °C a 4.5 °C hasta el final del siglo actual (Aspock et al., 2008) y la presencia y
abundancia de vectores en distintas zonas geograficas y épocas del afo estda cambiando
dando lugar a la aparicién de nuevos nichos ecolégicos (Koch et al., 2017). Se han utilizado

sistemas de informacion geografica (SIG) y métodos de analisis de datos espaciales
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avanzados para predecir la propagacion de especies de flebotomos a nuevos entornos
(Galvez et al., 2011; Fischer etal., 2011, Alkan et al., 2013; Khan etal., 2018). En Espafia, el
aumento de la leishmaniosis canina en el pirineo catalan (Lérida) se encuentra relacionada
con la expansién de P. ariasi (Ballartetal., 2012), y también este es el caso en la provincia
de Alava (Aransay et al., 2004). En el centro de Espafia se detecta asimismo un aumento
en la distribucién y en las densidades de P. perniciosus respecto a estudios anteriores
(Galvez et al., 2011) y también en el caso del sureste espanol (Martin-Sanchez et al.,
2009). Una investigacion sobre el cambio climatico y el riesgo de aparicién de flebotomos
en Austria observd un aumento y dispersion de los vectores en algunas partes de ese pais
debido al aumento de la temperatura, exactamente fueron capaces de predecir que el

aumento de 1°C en la temperatura en enero y julio podria conducir a condiciones

adecuadas para Phlebotomus mascitti y Phlebotomus neglectus (Aspock etal., 2008).

Ademas de la temperatura otros factores medioambientales que afectan a la
presencia, distribuciéon y abundancia de flebotomos son la precipitaciéon y humedad, la
orientacion de la zona, la vegetacion predominante, los tipos de suelo, la proximidad al
ganado y otros factores (Rioux et al., 1969; Killick-Kendrick y Killick-Kendrick, 1999; Galvez
et al., 2011; Alcover et al., 2014; Badakhshan et al., 2018). Los pardmetros biogeograficos
tienen un gran impacto en la distribucién y densidad de las especies (Zhioua et al. 2010,
Farees et al. 2015). Las inclemencias climaticas, como las fuertes lluvias o las rachas
fuertes de viento, son otro factor que afectan negativamente actividad de los flebétomos
ya que disminuyen el rango de vuelo y afectan a su dinamica estacional (Alten etal., 2016;

Ayhan etal., 2017).

La distribucion altitudinal y las necesidades climaticas varian entre especies de
flebdtomos (Killick-Kendrick, 1999; Aransay et al., 2004; Guernaoui et al., 2006, Belén y
Alten, 2011; Alten et al., 2015). En Europa, la distribucién altitudinal de P. ariasi varia de
10 m a 2613 m con tendencia a ser capturado a mayores altitudes y en latitudes mas
australes (Rioux et al., 1969; Martinez-Ortega, 1985b; Franco et al., 2010) mientras que P.

perniciosus ocupa sitios desde el nivel del mar hasta 1534 m (Rioux et al., 1969; Bardn et
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al., 2011) En Andalucia se ha observado una abundancia relativa del 0.28% para P. ariasi
en Rio Tinto (oeste) mientras que en Las Sabinas (Sierra Nevada), un pueblo situado a
1650 m de altitud se registré una abundancia del 90.9% de esta misma especie (Franco et
al., 2010). EL registro de LCan en la zona cercana de La Alpujarra, encontré mayor
seroprevalencia (15.4%) en aquellas zonas cuyo rango de altitud oscilaba entre 600 y 900
m sobre el nivel del mar. Otros estudios relacionan seroprevalencias con altitud, por
ejemplo, en el realizado en Murcia por Pérez-Cutillas et al. (2015) se encontrd una menor
prevalencia de LHum a mayores altitudes argumentando que en estas zonas las
temperaturas minimas son mas frias y las maximas mas altas que en zonas de menor

altitud, lo que podria afectar a la supervivencia del vector.

Las especies pueden tener macrohdabitats preferenciales en base a las
caracteristicas ambientales. A diferencia de P. ariasi que abunda en las zonas mas frias,
montafiosas y humedas de la parte occidental de la Cuenca mediterranea, como en la
mitad norte de Espafia y el sur de Francia (Miré y Molina, 2006), P. perniciosus esta
ampliamente distribuido en la geografia espanola, siendo capaz de tolerar condiciones
ambientales muy diversas y actuando por tanto como el principal vector de la
leishmaniosis en nuestro pais (Galvez et al., 2010; Bardn et al., 2011; Ballart et al., 2012).
Los estudios llevados a cabo por Galvez et al., (2010) en Espafia relacionan mayor
abundancia del vector con habitats rurales, pueblos y bordes de los pueblos mientras que
Rioux et al. (2013) define a las zonas periféricas y suburbanas del sur Europa como
aquellas de mayor riesgo de infeccidén de LV y focos importantes del vector, donde los
pequefios jardines fomentan el desarrollo de P. ariasi y P. perniciosus. En Murcia se
observa que la mayoria de los donantes infectados provienen de pueblos y ciudades con
baja densidad poblacional lo que sugiere que la mayoria de las personas en Murcia que
viven en comunidades urbanas mas grandes pueden no estar infectadas (Pérez-Cutillas et
al., 2015) Por lo que respecta a la seroprevalencia de LCan estudiada por Goyena et al.
(2016) en distintas zonas de Murcia, los perros mas afectados se encuentran en aldeas

rurales (21%), huertos periurbanos (23%), ranchos aislados (28%) y casas de campo (29%).
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De la misma manera en la provincia de Lérida el riesgo de seropositividad en perros
disminuia en aquellos que vivian en zonas urbanas o periurbanas (Ballart et al., 2012). La
rapida transformacién de zonas rurales y agricolas en urbanas, donde las practicas
agricolas y el consiguiente cuidado de la tierra ha dado paso a terrenos ecolégicamente
degradados, y la conversidon de espacios naturales en espacios urbanos o artificialmente
modificados, han contribuido a la reduccién de la diversidad de especies existentes,
pudiendo provocar la proliferaciéon de vectores y/o reservorios zoondticos (Martin
Sédnchez et al., 2009; Ballart et al, 2012). En el caso de la especie S. minuta tiende a
descansar entre rocas pequefias, mientras P. mascitii tiene una preferencia especial por el
habitat que incluye principalmente cuevas (Grimm et al., 1993, Alten et al., 2015). Por otra
parte, en Europa, la presencia de P. langeroni solo se ha descrito casi siempre cerca de
madrigueras de conejos (Martinez Ortega et al., 1992, Lucientes et al., 1994; Aransay et
al., 2004). Sin embargo, esta especie de flebétomo no se ha encontrado hasta la fecha en
otras zonas de Espafa excepto en Murcia (Martinez Ortega et al., 1996; Bardn et al., 2011;
Séez et al., 2018). Otro caso utilizado como ejemplificacion es el asociado a la biologia de
la especie P. argentipes cuya preferencia alimentaria estd relacionada con la savia de
arboles de banano, por lo que habitats con gran densidad de este tipo de vegetacidn estan

asociadas positivamente a la abundancia del vector (Poché etal., 2017).

Otros factores topograficos y no directamente relacionados con el medioambiente
pueden provocar cambios en la distribucién altitudinal y/o latitudinal de los vectores. Por
ejemplo, las elevaciones de terreno pueden constituir una barrera fisica para su expansion
(Cook, 1992; Fischer et al., 2010; Fischer et al., 2011), mientras que la aparicion de nuevos
casos en latitudes septentrionales u otras regiones no endémicas podria deberse a la
importacién de animales, o a la inmigracion de personas desde focos endémicos, asi como
a la adaptacion de los flebotomos a microambientes antrépicos (Colwell et al., 1998;

Githeko et al., 2000; Ready, 2008).

En cualquier caso, ambos grupos de factores, medioambientales o no, no son

excluyentes y podrian actuar sinérgicamente sobre las poblaciones de vectores. Un
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ejemplo es el descrito en La reserva natural del Santuario de Caraca (Brasil) por Tonelli et
al. (2017) donde se relaciona el aumento en la incidencia de la infeccidon a la presion
ambiental ejercida por las personas por un aumento del ecoturismo que facilita el
contacto vector-humano y un mayor contacto entre vector y los reservorios debido a la
reforestacién en los municipios vecinos donde la LCan y LHum es endémica. La llegada de
nuevas especies de Leishmania y, en concreto, de L. tropica y L. donovani (Dujardin et al.,
2008), la primera de ellas presente en el norte de Africa (Rispail et al., 2002), es uno de los
aspectos que podrian complicar la situacion de la leishmaniosis en Espaina en el futuro, ya
que se encuentran presentes los vectores competentes, que podrian ver aumentada sus
poblaciones debido a cambios producidos por uno o varios de los factores recopilados en
este apartado. La llegada de L. major, también presente en el norte de Africa, parece mas

complicada al no estar presente en la Peninsula su principal reservorio (Ready, 2010).

1.7. Fenologia y actividad diaria de los flebotomos y estacionalidad de la

leishmaniosis en Espaia

La dinamica en las poblaciones de flebotomos es tipicamente estacional (Ayhan et
al., 2017) y el factor determinante del inicio y final de la actividad de estos vectores es la
temperatura (Alten et al., 2016; Calle et al., 2017). Los flebotomos adultos precisan
temperaturas medias diarias de al menos 15°C para su actividad entrando en diapausa
durante los periodos del aifio con temperaturas medias inferiores (killick-kendrick y Killick-
Kendrick, 1999; Alexander, 2000; Maroli et al., 2013). En el Mediterraneo, la temperatura
media de los focos de leishmaniosis se encuentra entre los 20 °C y 30°C en julio y entre los
5°C a 10 °C en enero (Ashford y Bettini, 1987). Estas temperaturas son éptimas para el
desarrollo de las poblaciones de P. perniciosus y P. ariasi (Prudhomme et al., 2015). En
especies mantenidas en laboratorio a temperaturas bajas, un periodo de diapausa puede
durar incluso 9 meses, y solo después de que la temperatura sube a 15°C, las larvas L4 se
convierten en pupas y los adultos emergen en dos o tres semanas posteriores (Volf et al.,

2011). La emergencia de adultos en condiciones naturales de exposicién se ha descrito en
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el drea mediterranea entre los meses de abril, mayo y junio relacionandolo con las
primeras capturas. Concretamente en el caso P. tobbi y P. neglectus aparecian a principios
de abril en latitudes sur del Mediterraneo (35° N aproximadamente) ademas de P.
perniciosus, que se describe el mismo comportamiento en zonas de Tunez (Dancesco et
al., 1970), Almeria (Morillas-Marquez et al., 1991) y Catania (Lisi et al., 2014). Por otro
lado, la actividad del final de actividad de los adultos ocurre durante los meses de
septiembre a noviembre, segun la latitud y la temperatura media anual (Alten et al.,

2016).

Es necesario estudiar la dinamica estacional de los flebotomos de una zona durante
varios afios para obtener un patrén estacional preciso (Alten et al., 2016). El vector P.
ariasi en muchas zonas de Europa presenta una dinamica monomodal con un pico de
actividad descrito entre los meses de junio y julio, como se ha observado en Francia,
Georgia y el norte de Espafia (Lucientes et al., 1991; Giorgobiani et al., 2012; Rioux et al.,
2013; Gonzalez et al., 2017b) pero en cambio es bimodal en el sur de Espafia, con un pico
en junio/julio y otro en septiembre/octubre (Gil-Collado et al., 1989). Respecto a P.
perniciosus, en el centro de Espafia se ha descrito un patréon bimodal confluente que
abarca el periodo de junio-julio/septiembre (Gonzélez et al., 2017b), también descrito el
mismo patron en otros estudios en la Peninsula Ibérica como en Zaragoza (Lucientes et al.,
1991), zona central de Portugal (Branco et al., 2013) y en las islas de Mallorca (Lladd y
Rotger, 1990), lbiza y Formentera (Molina et al., 2005). Por otra parte, en el sur peninsular
P. pernicosus presenta un patron bimodal con picos durante los meses de Julio y
septiembre como en el sur Portugal (Maia et al., 2009), Granada (Morillas-Marquez et al.,
1983) y Almeria (Sanchis-Marin et al., 1986), que coinciden con la fenologia descrita en
Tunez (Croset et al., 1970). Segun el autor Gil-Collado et al. (1989) la especie P. papatasi
presenta una curva con dos maximos, asemejandose a la descrita en P. perniciosus con un
pico al final de la primavera/principio de verano y otro al final de verano/comienzos de
otofio. Dentro del subgénero Sergentomyia, la especie S.minuta sigue a lo largo del afio

una distribuciéon monofasica y que coincide, en lineas generales, a la dindmica descrita en
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Francia, Italia y sureste de Espafia (Rioux et al., 1967; Maroli y Bettini, 1977; Martinez-
Ortega, 1984). En el caso de la dindmica descrita en el brote de Madrid el pico de
abundancia para S. minuta se produjo en el mes de agosto durante tres periodos de
actividad distintos (Gonzalez et al., 2017a). Por tanto y en base a lo descrito en este
parrafo, las épocas de maximo riesgo de transmisién de las enfermedades transmitidas
por estos insectos serian finales de junio y principios de julio y sobre todo a finales de
septiembre y principios de octubre (Lucientes, 2005), periodos donde la abundancia de
flebotomos es mayor (Fig. 16).
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Figura 16. Fenologia general de los flebotomos en el Sureste espafiol. Fuente: Martinez-Ortega y Conesa-
Gallego (1987)y modificada por Risuefio Iranzo, J.

Segun los estudios realizados por Martinez-Ortega y Conesa-Gallego (1987) en
Murcia y Almeria, los flebotomos colonizan habitats de entre 0 metros y 2.168 metros de
altitud y la mayor parte se encuentran entre 0-500 m. Las altitudes menores de 0-100m
estan ocupadas, preferentemente, por P. papatasi, especie caracteristica de las zonas mas
secas. Porencima de los 400 m ya no aparece la especie P. chabaudi y a mas de 500 m. no

se encuentra P. alexandri. En las altitudes intermedias (100-500 m.) se capturan especies
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de zonas semiaridas incluidas P. perniciosus, P. longicuspis y S. minuta. A partir de 800 m.
de altitud solamente aparecen 4 especies: P. perniciosus, P. ariasi, P. sergenti y S. minuta,
y por encima de los 1.200 m. solamente P. ariasi y P. perniciosus y ésta ultima se ha

localizado a una altitud maxima de 1.450 m.

Los flebotomos son sensibles a la desecacion y su actividad diaria para alimentarse,
aparearse, buscar hospedadores y realizar la oviposicion comienza con el crepusculo y
hasta el amanecer, cuando la temperatura es mas baja y la humedad relativa mas alta. Las
temperaturas a las que tienen actividad estan comprendidas entre 15°C y 28°C, y la
humedad relativa tiene que oscilar entre 60 y 100%, segun un estudio de P. ariasi en el
Valle del Ebro (Lucientes et al., 2005). El periodo principal de maxima actividad de las
especies de flebotomos en la Cuenca mediterrdnea se encuentra entre las 11 p.m. y las 2
a.m. (Alten et al.,, 2016). En Murcia la especie P. sergenti permanece activa desde
principios de la tarde encontrandonos con dos picos de actividad, el primero entre las 9:30
p.m. y las 10:30 p.m. y otro entre las 1:30 a.m. y las 2:30 a.m. de la mafiana. Por otro lado,
P. perniciosus comienza su actividad a finales de la tarde encontrdndonos dos picos de
abundancia semejantes a la especie anteriormente descrita. En sendos casos, el periodo

final de actividad finaliza a las 6.30 a.m. (Romera-Lozano y Martinez-Ortega, 1998).

1.8. Control de la Leishmaniosis por L. infantum en la Cuenca Mediterranea

AuUn no existe una vacuna frente a Leishmania spp. de elevada eficacia para prevenir
la infeccién y el desarrollo de la enfermedad en personas o animales. El control de la
Leishmaniosis causada por L. infantum en Espafia y otros paises se centra
fundamentalmente en actuaciones sobre el perro empleando simultdaneamente varias
medidas entre las que se incluyen la aplicacién de insecticidas con actividad residual para
prevenir la picadura del artropodo, el tratamiento de los animales enfermos con farmacos
frente al parasito y productos que afirman estimular en el animal una respuesta

inmunoldgica protectora y mas recientemente, mediante la administracién de vacunas
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cuya eficacia es parcial o aun estd por demostrar (Miré et al., 2017). Ninguna de estas
medidas es completamente eficaz bien individualmente o empleadas de manera

simultanea.

1.8.1. Empleo de insecticidas con actividad residual

Al contrario que con los mosquitos, la aplicacion de insecticidas en el medio
ambiente para evitar la reproducciéon de los flebotomos no es una opcién de control util
ya que crian y reposan en lugares terrestres mal caracterizados y el control del vector
ambiental se restringe a medidas en el ambiente peridoméstico poco extendidas. Por el
contrario, el empleo de insecticidas en el perro que permanecen activos en el animal
durante varias semanas o meses (elevada actividad residual), es la medida de control mas
utilizada y su eficacia se mide en funcién de su actividad repelente (capacidad para evitar
la picadura) e insecticida (tasa de mortalidad en flebotomos expuestos al producto). En
Europa los unicos productos insecticidas autorizados para el control de la LCan son
formulaciones tépicas en solucién (pipetas) o collar, a base de piretroides sintéticos. Sin
embargo, su eficacia no es del 100%. En condiciones laboratoriales controladas, la
actividad repelente de las soluciones durante las 3 semanas tras su aplicacién es proxima
al 90% y su actividad insecticida oscila entre el 30-99% (Killick-Kendrick et al., 1997,
Mencke et al., 2003; Miro et al., 2007a; Molina et al., 2012a). La actividad residual de las
soluciones disminuye drasticamente a partir de la tercera o cuarta semana segun el
producto y es mas duradera en los collares impregnados con insecticida y los fabricantes
de éstos sostienen que son eficaces entre 6 y 8 meses segun el producto (Reithinger etal.,
2001; Ferroglio et al., 2008; Maroli et al., 2010; Britani et al., 2014). Sin embargo, la
pérdida de collares es un problema practico importante y la eficacia de las pipetas se ve
afectada por factores externos tales como una incorrecta aplicaciéon de la misma vy la
eliminacién del producto con el contacto con el agua. El hecho de que pocos duefios de
perros sean conscientes de las limitaciones de los productos insecticidas frente a

flebotomos podria ser el motivo de que la seroprevalencia de CanL en perros de compafiia
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en el sureste de Espafa sea similar en animales tratados y no tratados (Goyena et al.,

2016).

Cuando los tratamientos se aplican en condiciones experimentales de campo
controladas pueden reducir la seroprevalencia de LCan entre un 50-100% segun los
productos y los anos (Maroli et al., 2001; Foglia Manzillo et al., 2006; Otranto et al., 2007,
2010; Ferroglio et al., 2008). Actualmente en Espaifia solamente hay tres productos
insecticidas comerciales autorizados frente a la leishmaniosis incluidos, el collar “Scalibor”
(deltametrina 40 mg/g; MSD®), y las pipetas “Advantix” (permetrina 500 mg/ml e

imidacloprid 100 mg/ml; Bayer®)y “Exspot” (permetrina 715 mg/ml; MSD®).

Ademas de las soluciones y collares insecticidas, los insecticidas de accién inmediata
pero escasa actividad residual también ofrece buenas propiedades repelentes. Los mas
comunes son los aerosoles que incluyen piretroides exclusivamente o combinados con
otros productos de buena actividad frente a otros ectopardsitos como las pulgas vy
garrapatas (Reithinger et al., 2001; Molina et al., 2001; Molina et al., 2006). Algunos
autores sefalan que la actividad residual de los aerosoles fue de 1 a 2 semanas (Molina et
al., 2006) o incluso 2 a 4 semanas segun el producto y la edad de los animales (Mercier et

al., 2003). Por lo general, los aerosoles se recomiendan para periodos de exposicion corta.

Por otro lado, existen compuestos naturales o aceites esenciales con actividad
repelente frente a insectos, aunque hay pocos estudios de eficacia contrastada frente a
flebotomos. Muller et al. (2008) sefialaron una baja eficacia repelente del extracto de
citronela y el geraniol, mientras que el estudio reciente de Kimutai et al. (2017) describe
un alto efecto repelente de aceites esenciales extraidos de Citronela (Cymbopogon

citratus) frente a P. duboscqi.

La utilizacion de insecticidas sistémicos de ultima generacién en los perros pueden
ser una nueva herramienta complementaria para controlar la LV zoondtica en paises

endémicos. Un estudio realizado por Gdmez y Picado (2017) sugiere la utilizacién de estos
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productos en perros, en especial las isoxazolinas de administraciéon oral (spinosad,
fluralaner, afoxolaner, sarolaner) y algunas lactonas macrociclicas tépicas (moxidectina),

ambos con una actividad residual larga.

1.8.2. Inmunoprofilaxis

El tratamiento de perros infectados reduce la carga de pardsitos y el riesgo de
transmisién a los flebotomos en gran medida, pero como ya se ha explicado se piensa que
rara vez se consigue eliminar al pardsito completamente, que permanece latente en los
macréfagos bajo control inmunitario (Travi et al., 2018). El sacrificio de los perros
infectados, medida empleada en Brasil para el control de la LHum, no es socialmente
aceptable en Europa y ademas su eficacia es variable y en general escasa (Werneck et al.,
2014; Lopes et al., 2017). Por otro lado, en el foco de LHum de Fuenlabrada el estudio
realizado por Seva et al. (2017) confirmd que el sacrificio de liebres y conejos, fue la mejor

medida adoptada, ya que disminuyd la proporcién de todos los hospedadores infectados.

En estas circunstancias, la busqueda de una vacuna que proteja contra el desarrollo
de la enfermedad es una prioridad en el control de LCan (Otranto et al, 2013). Hasta la
fecha, se han comercializado cuatro vacunas para perros, dos en Brasil: Leishmune® en
2004 y Leish Tec® en 2008, y dos en Europa: CaniLeish® en 2011 y LetiFend® en 2016. Las

tres primeras incluyen un adyuvante de saponinay la Ultima no contiene adyuvantes.

Leishmune® se basa en una glucoproteina ligando de fucosa-manosa (FML) de L.
donovani como antigeno y cuando se analiz6 su eficacia en perros expuestos
naturalmente durante mas de 41 meses, 1/44 perros vacunados y 7/41 perros no
vacunados desarrollaron LCan (Borja-Cabrera et al., 2002). En un ensayo experimental con
la vacuna Leish-Tec® que contiene el antigeno recombinante A2 de L. chagasi (syn. L.
infantum), 2/7 y 5/7 perros vacunados y no vacunados, respectivamente, desarrollaron la

enfermedad (Fernandes et al., 2008).

68



Varios ensayos de exposiciéon natural y experimental han proporcionado informacién
sobre la eficacia de CaniLeish®, una vacuna elaborada con proteinas
secretadas/excretadas de L. infantum (LiESAp) y el adyuvante QA-21. Tras una infeccion
experimental con promastigotes, 7/10 de los controles no vacunados y 3/10 de los
vacunados desarrollaron una infeccidon activa (Martin et al., 2014). En un ensayo de de
infeccion natural en 90 perros de raza Beagle de 2 afos de duracién la proporciéon de
perros con infecciones activas fue 13/39 en los controles y 5/41 en el grupo vacunado con
CaniLeish® (Oliva et al., 2014). Desde su comercializacion, CanilLeish se ha utilizado
ampliamente en Espaia, sin embargo, la mayoria de los veterinarios informaron que con

frecuencia se acompana de efectos anafilacticos locales o sistémicos (Lladré et al., 2018).

La otra vacuna comercial disponible en Europa es LetiFend® basada en la proteina Q
quimérica (Soto et al., 1998). La vacunacion resultd en la eliminacion del parasito en 6/7
en comparacion con 1/7 de los perros vacunados y no vacunados, respectivamente
(Carcelén et al., 2009). En un ensayo de exposicion natural de dos afios en Espafia y
Francia, 19/186 controles y 8/171 vacunados presentaron leishmaniosis clinica
confirmada, pero las diferencias entre los controles y los vacunadas fueron significativas
solo en perros de Espafia (Solano-Gallego, 2017). Esta vacuna tiene la novedad de permitir
la diferenciacion entre animales vacunados y no vacunados, ya que no interfiere con las
pruebas serolégicas mdas comunmente utilizadas. Ademas, el calendario de vacunacion
incluye una dosis Unica y la vacuna no contiene un adyuvante, causante en muchos casos

de los efectos secundarios no deseados.

Se puede concluir de los resultados anteriores que la vacunacion con proteinas
especificas del pardsito proporciona una proteccién significativa en algunos casos y que
los signos clinicos en los perros vacunados son generalmente mas leves que en los
homdlogos no vacunados. En cualquier caso, un aspecto crucial a tener en cuenta en los
estudios de eficacia de las vacunas es que una proporcion importante de los perros
controla la infeccién de forma natural elaborando una respuesta inmunoldgica protectora

de caracter celular (Moreno y Alvar, 2002; Giunchetti et al., 2008a; Giunchetti et al.,
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2008b; Kedzierski, 2010). Oliva etal. (2014) calculan una eficacia para CaniLeish® del 68%
empleando la siguiente férmula: (% controles sintomdticos - % de vacunados

sintomaticos) / % de controles sintomaticos*100.

1.8.3. Otras medidas de control

Existen medidas adicionales a las anteriores para controlar la Leishmaniosis en el
ambiente doméstico, basadas en reducir la exposicion a los flebotomos. Entre ellas se
incluye la proteccién de ventanas y puertas de hogares, refugios o perreras mediante el
uso de mallas con un tamafio que varia entre 0.3 y 0.4 mm (Sharma y Singh, 2008; Faiman
et al., 2009b) y funciona como barrera mecdnica. Ademas, la eliminacién de posibles
lugares de cria (por ejemplo, acumulaciones de compost, restos de podas, papeleras y
pilas de madera) y dreas favorables cerca de zonas habitadas es importante para disminuir
el riesgo por picadura (Molina et al., 2001; Maroli & Khoury, 2004). El uso de mosquiteras
en las camas y ventanas, especialmente si se tratan con insecticidas reduce de LHum en
zonas endémicas de Asiay Africa, aunque su uso en Europa estd poco extendido (Basimike
et al., 1995; Quinnell & Courtenay 2009; Faiman et al.,2009b). Por ultimo, mantener a los
perros en el interior desde el atardecer hasta el amanecer, temporadas de alto riesgo
donde las hembras de flebotomo salen en busqueda de sangre para alimentarse, también

es importante para prevenir la infeccion (Martin-Sanchez etal., 2009; Alten et al., 2016).

1.9. Deteccion de anticuerpos frente a antigenos salivares de los flebotomos para

estimar la exposicion a flebotomos y eficacia de tratamientos insecticidas

1.9.1. Volumen, composicién y funcién hemostatica de la saliva

El volumen de saliva contenido en un par de glandulas salivales se estima que es de

35 nl (Adler &Theodor, 1926). La composicion de la saliva de los flebotomos difiere no solo
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entre las especies (Volf et al., 2000), sino también entre las poblaciones de zonas
geograficas distintas (Warburg et al., 1994, Ramalho-Ortigdo et al., 2015). En condiciones
laboratoriales el contenido protéico de la saliva difiere incluso entre colonias de la misma
especie, el mantenimiento de las mismas y la sensibilidad de los métodos de medicion de
la concentracién de proteinas (Cerna et al., 2002), que oscila entre 0,18 y 0,8 ug/glandula
(Abdel-Badei etal., 2012). En las hembras, la concentracion de proteina de la saliva es mas
alta y el contenido mas complejo que en los machos, lo que refleja diferentes estrategias
de alimentacién (Volf et al., 2000; Rohousova y Volf, 2006). Por ejemplo, la concentracién
de proteinas salivares de P. duboscgi fue casi 30 veces mayor en el caso de las hembras en
comparacion con los machos (Volf et al.,, 2000). Al mismo tiempo el nimero de
componentes de proteinas aumenta gradualmente con la edad de las hembras,
alcanzando el patrén electroforético completo de un adulto en 3 o 5 dias después de la
emergencia en colonias mantenidas a 26 ° C y a temperatura ambiente, respectivamente

(Charlab et al., 1999).

En los insectos hematdéfagos la saliva, ademas de lubricar, limpiar las piezas bucales
y ayudar en la digestion de azlcares y sangre, contiene una serie de sustancias bioactivas
gue modifican la respuesta homeostatica e inmune del hospedador en el lugar de la
picadura para poder asegurar el éxito de la ingurgitacion de sangre (Krenn y Aspock,
2012). Concretamente, durante la hematofagia, los flebotomos tienen que hacer frente a
los tres grandes eventos de la hemostasia: agregacién plaquetaria, vasoconstriccién y
coagulacién sanguinea, para lo que inyectan la saliva en el lugar de la picadura,

contrarrestando asi estos efectos (Fontaine etal., 2011; Rochael et al., 2013).

La agregacion plaquetaria es la primera linea de defensa para evitar pérdidas de
sangre durante un proceso hemorrdgico. Las plaquetas se activan por diversos agonistas
incluyendo trombina, coldgeno y ADP que finalmente se agregan formando el trombo
plaquetario. La mayoria de los insectos hematdfagos inhibe la agregacion plaquetaria
mediante la accion de las apirasas salivales. Las apirasas de la familia Cimex se han

identificado en flebotomos del VM, concretamente en P. papatasi y P. duboscqi y juega un
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papel importante en la alimentacién de estos vectores (Valenzuela et al., 2001; Hamasaki

etal., 2009).

Los vasodilatadores salivales pueden actuar, directa o indirectamente, sobre las
células del musculo liso, activando enzimas intracelulares que finalmente desembocan en
la produccion de AMPc 6 GMPc causando vasorrelajacion. Entre flebotomos del Nuevo
Mundo (Lutzomyia spp.) y Nyssomyia spp poseen maxadilano, un potente vasodilatador, a
diferencia de las especies del género Phlebotomus que carecen de él, pero tienen
adenosina y AMP que ejercen la funcién de vasodilatacion (Champagne y Ribeiro, 1994;

Valenzuela et al., 2002).

En los mosquitos los anticoagulantes salivales bloquean este proceso a diferentes
niveles de la cascada, mediante la anofelina en An. albimanus o inhibidores del factor Xa
de tipo serpina en Ae. aegypti. En flebotomos, fundamentalmente encontramos apirasas,
5'nuclecotidasas (Ribeiro, 1987; Ribeiro y Francischetti, 2003) o las proteinas recién

descritas en L. longipalpis, lufaxinay lundep (Collin etal., 2012; Chagas et al., 2014).

En la saliva también hay compuestos con actividad analgésica y antiinflamatoria
(Ribeiro, 1987) y generalmente los insectos hematéfagos poseen mas de una molécula
gue cumple la misma funcidn con el objetivo final de asegurar el éxito de la alimentacién

sanguinea (Francischetti et al., 2005).

1.9.2. Respuesta inmunolégica frente a la saliva de flebotomo por parte del hospedador

Las interacciones saliva-hospedador no son iguales para todos los artropodos y
estdn altamente relacionadas con los mecanismos y la duracién de la hematofagia. En el
caso de los flebotomos, la interaccidon con el hospedador es breve y la respuesta inmune
frente ala saliva puede incluso representar una ventaja para el flebotomo, favoreciendo la
succion de la sangre (Belkaid et al., 2000). Se desencadena en el hospedador una

respuesta inmune humoral con produccidon de anticuerpos especificos frente a las
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proteinas de la saliva, segin se ha comprobado experimentalmente y en condiciones
naturales en personas y animales (Fig. 17) (Belkaid et al., 1998; RohousSova et al., 2005;
Bahia et al., 2007; Gomes et al., 2007; Hostomska et al., 2008; Souza et al., 2010; Teixeira
etal., 2010; Vlkova et al., 2012; Vlkova et al., 2014; Geraci et al., 2014).
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Figura 17. Efectos de |la saliva de L. longipalpis sobre el sistema inmune de un hospedador vertebrado. 1)
Infiltracidon de células inflamatorias. 2) Produccion de anticuerpos frente a las proteinas salivales.3)
Formacion de inmunocomplejos en la fase temprana. 4) Modulacidon de la liberacidn de citoquinas y
produccién de moléculas coestimuladoras por las células presentadoras deantigeno. Fuente: Andrade et al.
(2007) y modificada por Martin-Martin (2014)

En ratones, la exposiciéon continuada a las picaduras de flebotomos o a
homogeneizado de glandulas salivares (HGS), resulté en un aumento de anticuerpos IgG
anti-saliva, principalmente la subclase IgG1 (Silva et al., 2005; Oliveira et al., 2006; Martin-
Martin et al., 2015). Por lo general, los perros desarrollan anticuerpos detectables en
suero entre las 2 o 4 semanas tras la exposicion a los flebotomos y sus niveles se
correlacionan positivamente con el nimero de flebotomos que les pican (Hostomska et
al., 2008; Vlkova et al., 2011; Drahota et al., 2014; Martin-Martin et al., 2014).
Dependiendo de la especie de flebotomo estudiada, se observé un aumento de IgG1 e IgE

anti-saliva después de la exposicidn frente a L. longipalpis y, en el caso de exposicién a P.
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perniciosus se observé un rapido aumento de IgG anti-saliva, concretamente de 1gG2
mientras que la IgG1 se detectd mas tarde, pero se mantuvo durante mas tiempo (Vlkova
et al., 2011). Sin embargo, solo la IgG2 se relaciona con la intensidad de exposicién frente
a los flebotomos (Hostomska et al., 2008; Collin et al., 2009). En humanos, la respuesta
humoral frente a la saliva de los flebotomos puede diferir segin las poblaciones de
hospedadores y las especies de flebotomos. Por ejemplo, la respuesta frente a la saliva de
P. papatasi en nifios en Tunez incluyd 1gG4, 1gG2 e IgG1 (Marzouki et al., 2011). Por otro
lado, estudios llevados a cabo por Carvalho et al. (2015) observaron una respuesta

humoral con la presencia de IgG1 e IgG4 yn ausencia de IgE.

La estacionalidad de los flebotomos afecta a la cinética de anticuerpos anti-saliva en
el hospedador, tal y como describen trabajos realizados en ratones (Vlkova et al., 2012;
Martin-Martin et al., 2015), humanos (Clements et al., 2015), conejos (Martin-Martin et
al., 2015) y perros (Hostomska et al., 2009; Vlkova et al., 2011; Kostalova et al., 2015). En
el caso de humanos, los anticuerpos especificos disminuyeron significativamente 30 dias
después de la exposicion a los flebotomos, aunque persistieron en niveles bajos durante 5
meses (Clements et al., 2010). En el caso de perros y ratones expuestos a las picaduras de
L. longipalpis y P. papatasi se detectd una respuesta de anticuerpos anti-saliva incluso
después de 6 meses (Hostomska et al., 2009; Vlkova et al., 2012), al contrario que en
perros expuestos a P. perniciosus, en cuyos sueros se observd una drastica disminucién 1
semana después de la exposiciéon al vector (Vlkova et al., 2011). Ademas, los estudios
longitudinales en perros naturalmente expuestos al vector mostraron que los anticuerpos
desarrollados contra la saliva siguen un patrén estacional que se correlaciona con los
periodos de mayor abundancia del flebotomo (Kostalova et al., 2015). En humanos, la
reexposicion a L. longipalpis o P. argentipes después de 1 afio o 6 meses, genera un
aumento significativo de los niveles de anticuerpos (Vinhas et al., 2007; Clements et al.,
2015) lo que indica una respuesta de memoria de anticuerpos a la saliva para ambas
especies. También se observé el mismo efecto sobre ratones y conejos expuestos a P.

perniciosus (Vlkova et al., 2012; Martin-Martin etal., 2015).
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Ademas de la respuesta humoral, |a saliva de los flebotomos induce una respuesta
inmune celular de hipersensibilidad retardada (DTH), caracterizada por la infiltracion de
células proinflamatorias (neutrdfilos, eosindfilos y macrdfagos) en el lugar de la picadura,
gue puede persistir hasta 48 h (Belkaid et al., 1998; Silva et al., 2005; Vasconcelos et al.,
2014). Tras el procesamiento antigénico de las proteinas salivares en las células
dendriticas de la piel, se produce la activacion y expansién clonal de células T que, tras un
nuevo contacto con el antigeno, se congregan en la zona de la picadura, donde comienzan
a secretar citoquinas proinflamatorias (Ribeiro y Francischetti, 2003). Esta potente
respuesta celular es conocida tradicionalmente en Oriente Medio como “harara” en
referencia a los efectos producidos por la picadura de P. papatasi sobre la piel humana
(Theodos, 1935). En ratones previamente sensibilizados con la saliva de P. papatasi, un
nuevo contacto con esta causa infiltracion celular compuesta mayoritariamente por
linfocitos CD4+, monocitos/macrofagos, neutrdfilos y células dendriticas (Belkaid et al.,
1998; Belkaid et al., 2000). En P. duboscqi, la caracterizacion del reclutamiento celular en
el lugar de la picadura en ratones previamente expuestos a sus picaduras destaca también
la presencia de células NK y monocitos Gr+ (células productoras de Granzima) (Teixeira et
al., 2014). En experimentos in vitro se han demostrado las propiedades quimioatrayentes

de la saliva de Phlebotomus spp. sobre monocitos de ratén (Zer et al., 2001).

Paraddjicamente, los flebotomos aprovechan esta respuesta inmune del
hospedador para alimentarse mas rapidamente, ya que el flujo sanguineo es mayor en
lugares de la piel que presentan una respuesta DTH (Belkaid et al., 2000). Unicamente
algunas de las moléculas de la saliva son responsables de la induccién de la respuesta DTH
y, ademas, la respuesta producida por esas moléculas se rige por factores genéticos del
hospedador (Belkaid et al., 2000; Valenzuela et al., 2001; Oliveira et al., 2006). En estudios
recientes sobre personas en Mali, se ha observado que individuos procedentes de una
zona endémica de LC desarrollan diferentes patrones de respuesta celular (Thl, Th2 o

respuesta mixta Th1/Th2) frente ala saliva de P. duboscqi (Oliveira etal., 2013).
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1.9.3. Lasaliva como marcador de exposicién, una herramienta de control

El desarrollo de anticuerpos frente a la saliva de los artrépodos hematéfagos es
especificamente dependiente de la exposicidn a estos. La correlacion entre los niveles de
anticuerpos de tipo IgG anti-saliva y la exposicion a los artrépodos se evidencidé por
primera vez en sueros de campesinos que habian estado en contacto con las picaduras de
Ixodes damini en New lJersey (Schwartz et al., 1990). Posteriormente, otros estudios
serolégicos pusieron de manifiesto que la cinética estacional de estos anticuerpos
coincide con el periodo de actividad de los artrépodos (Schwartz et al., 1990; Palosuo et
al., 1997; Peng et al., 2002). Este aspecto es util epidemiolégicamente, por ejemplo, para
medir la efectividad de los programas de control de vectores y disefiar mejores estrategias

para el control de la leishmaniasis (Gidwani etal., 2011).

Los primeros ensayos desarrollados para medir anticuerpos anti-saliva se basaron en
el empleo de homogeneizados de glandulas salivales (SGH) como fuente de antigeno. La
ventaja principal en el uso del antigeno SGH es que representa la bateria completa de
proteinas salivares. Sin embargo, el empleo de SGH como antigeno tiene algunas
limitaciones como son la necesidad de disponer de colonias de flebotomos en laboratorio,
lo que conlleva un alto coste (Lestinova et al., 2017), la dificultad en la diseccién de las
glandulas, las reacciones cruzadas entre distintas especies que poseen antigenos salivares
comunes Yy la variabilidad en los antigenos presentes en la saliva segun la edad y la dieta
de los flebotomos (Volf et al., 2000; Prates et al., 2014). Por todo ello hay un interés
creciente en desarrollar pruebas basadas en antigenos recombinantes especificos de
especie, y actualmente se encuentran disponibles para las especies L. longipalpis, P.
papatasi, P. perniciosus y P. orientalis (Teixeira et al., 2010; Souza et al., 2010; Marzouki et
al., 2012; Soares et al., 2013; Martin-Martin et al., 2014; Drahota et al., 2014; Martin-
Martin et al., 2015; Marzouki et al., 2015; Sima etal., 2016; Kostalova et al., 2016).

En sueros de humanos y animales expuestos a las picaduras de P. papatasi se han

identificado proteinas con pesos moleculares de 42, 34 y 30 KDa (Rohousova et al., 2005;
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Vlkova et al., 2011; Marzouki et al., 2011). Entre ellas, las “yellow-related proteins” (YRP)
presentes en distintas especies de flebotomos son los antigenos mas prometedores para
medir la exposicién natural en hospedadores por lo que han sido objeto de estudios
epidemioldgicos (Sima et al., 2016). En un estudio longitudinal en el medio natural, se
confirmé que la YRP, rSPO3B es una alternativa valida al SGH en el caso de P. perniciosus
(Kostalova et al., 2015). En este estudio se observd una estrecha relacion entre la
fenologia del vector la densidad de anticuerpos I1gG anti-SGH y anti-rSPO3B. Los niveles de
anticuerpos frente a ambos antigenos fueron mas altos durante los meses de verano y
disminuyeron durante los meses de invierno, reflejando la estacionalidad de P. perniciosus

en Italia (Rossi etal., 2008).

La proteina rSP32 de P. papatasi presenta un peso molecular que oscila entre 22 y
35 kDa y un pH muy alcalino. Las secuencias de estas proteinas poseen regiones muy
conservadas en los extremos N y C terminal, contrariamente a las zonas internas de la
secuencia que se muestran altamente variables (Rohousova et al., 2012). Se ha observado
gue esta proteina es el antigeno dominante en la respuesta humoral de humanos en una
zona endémica de LC zoondsica de Tunez (Marzouki et al., 2012) y de ratones expuestos
experimentalmente a las picaduras de P. papatasi (Vlkova et al., 2012). La
inmunogenicidad de esta proteina posiblemente esté asociada con su elevado nivel de
glicosilacion (Vlkova et al., 2014). La unidén de anticuerpos 1gG humanos al rSP32 nativo se
inhibié mediante la preincubaciéon de muestras de suero con la forma recombinante de
rSP32, demostrando similitudes entre las formas recombinantes y nativas de esta proteina
(Marzouki et al., 2012). Por otro lado, los sueros obtenidos de personas y perros
inmunizados por picaduras de P. perniciosus, no reaccionaron con rSP32, confirmando asi
la ausencia de reaccion cruzada entre estas dos especies simpatricas (Marzouki et al.,

2012; Marzouki etal., 2015).

Se han descrito 20 proteinas en la saliva de P. perniciosus, mediante el analisis de
una genoteca de ADNc de las gldndulas salivales de especimenes procedentes de una

colonia de flebotomos establecida con especimenes capturados en Italia (Anderson 2006).
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Estudios en perros expuestos experimentalmente a P. perniciosus demostraron una
respuesta humoral potente frente a la YRP rSP0O3B, con un peso molecular de 42 KDa
(Vlkova et al., 2012). Ademas de las YRP, otras proteinas salivares de P. perniciosus
altamente inmundgenas incluyen a las apirasas (rSP01 y rSPO1B) que junto a rSP0O3B, son
las mejores candidatas para la evaluacién a la exposicion experimental en ratones y perros
(Drahota et al., 2014). La respuesta de anticuerpos dirigida a estas tres proteinas
recombinantes se correlacioné de manera positiva con la respuesta de anticuerpos anti-
SGH en estudios experimentales (Drahota et al., 2014) y de perros (Kostalova et al., 2017)
y en liebres expuestas de forma natural. Entre ellas, la rSPO3B parece ser el mejor
marcador de exposicién canina porque presenta la menor dispersidon de datos (Martin-
Martin et al., 2014). En cambio, en ratones, |la proteina apirasa rSPO1B parece ser mejor

marcador de exposicién a P. perniciosus (Martin-Martin etal., 2015).

Segun lo expuesto esta novedosa metodologia es una herramienta Util para
determinar la exposicién a flebotomos y la eficacia de los tratamientos antivectoriales. La
diminucién de los niveles de anticuerpos anti-saliva en una poblacidn tras la incorporacién
de medidas antivectoriales, implicaria un éxito en los tratamientos. En Angola y Nepal se
utilizé la deteccidon de anticuerpos frente a la saliva de P. argentipes y P. papatasi en el
primer caso y de Anopheles gambiae en el segundo, para evaluar la eficacia del uso de
mosquiteras impregnadas con insecticida en zonas endémicas de leishmaniosis y malaria,
respectivamente (Drame et al., 2010; Gidwani et al., 2011). En esta tesis se empled por
primera vez la deteccién de anticuerpos frente a homogenados de glandulas salivares y
proteinas especificas recombinantes de P. perniciosus y P. papatasi para comprobar la
actividad repelente de un insecticida comercial para perros de uso frente a flebotomos vy

otros ectopardasitos.
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Estudios anteriores confirman que la Regiéon de Murcia es un lugar endémico de L.
infantum y que la prevalencia de infeccién en perros y humanos varia segun las zonas en
funcién de las caracteristicas medioambientales. No existe informacién similar sobre la
prevalencia de la infeccién en fauna silvestre, ni sobre la distribucidon y abundancia de
flebotomos vectores de L. infantum en la regidn. Ambos son aspectos esenciales para
evaluar el riesgo de Leishmaniosis y diseiar estrategias de control a medida, basadas enla
evidencia cientifica. Por otro lado, la clave del control de la Leishmaniosis es el uso de
insecticidas en el perro, pero su eficacia es escasa en condiciones no experimentales,
probablemente porque no se utilizan correctamente. Es necesario comprobar la actividad
repelente de los insecticidas anti-flebotomos en condiciones naturales de la Regién de
Murcia cuando se emplean seglun prescriben los fabricantes. En este contexto, la
propuesta de esta Tesis es abordar estas deficiencias en el conocimiento de la
entomologia, epidemiologia y control de la leishmaniosis en la Regién de Murcia. Con este

fin, se establecieron los siguientes objetivos concretos:

1. Analizar la abundancia y distribucién de flebotomos en el ambito rural de las

principales zonas geoclimaticas de la Regidn de Murcia.

2. Estudiar la relacion entre la abundancia del principal vector de L. infantum, P.

perniciosus y las caracteristicas medioambientales.

3. Estimar la prevalencia de infeccion de L. infantum en carnivoros silvestres,
mustélidos, lagomorfos y roedores en el sureste de Espafia, principalmente en la

Regidn de Murcia.

4. Analizar la distribucién geografica y temporal de la infeccion en la fauna silvestre y su
relacion con las caracteristicas climaticas de sus zonas de actividad y con la
prevalencia de infeccidon en perros y humanos y la abundancia del vector descrita en

estudios anteriores.
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5. Investigar la eficacia del insecticida para perros Advantix (Bayer®) para prevenir la
exposicion natural a P. perniciosus y P. papatasi, mediante la deteccidon de

anticuerpos frente a proteinas totales y recombinantes rSP32 y rSPO3B.
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1.10. Estudio de la abundancia y distribuciéon de flebotomos en el ambito rural de la

Regidon de Murcia

1.10.1. Area de estudio: La Comunidad Auténoma de la Regién de Murcia

La Comunidad Auténoma de la Regién de Murcia (CARM) estd situada en el sureste
de la Peninsula lbérica, entre los paralelos 37° 20’ y 38° 45’ de latitud norte y los
meridianos 2° 20’ y 0° 42’ de longitud oeste. Tiene una extension de 11.313 km?, lo que
supone el 2,24 % del total de Espafia, y ocupa el noveno lugar en el conjunto de las
comunidades autéonomas. Limita al noroeste con Castilla-La Mancha, al este con la
Comunidad Valenciana, al suroeste con Andalucia y al sureste con el mar Mediterraneo. La
poblacién actual es de 1,465 millones de habitantes (INE, 2016), lo que representa mas del
3% del total de poblacién espafiola. La densidad es de 126,05 hab./km?, superior a la del
conjunto de Espafia (91,22 hab/km?). Sin embargo, la distribucion territorial de la
poblacién es muy desigual y los nucleos de poblacion estan dispuestos en ejes en base al

medio natural y la actividad econdmica. El sector terciario es el principal sector econédmico

de Murcia; ocupa al 61,5 % de la poblacion y supone el 59,1 % del PIB de la Comunidad.
La agricultura y ganaderia siguen siendo un motor importante de desarrollo en la CARM,
este sector ocupa al 9,3 % de la poblacién murciana. La industria se encuentra muy ligada
a este sector, encontrandonos con dos ramas principales: alimentacién y la mineria de

metales.

Orograficamente el territorio murciano se extiende por el extremo oriental de los
Sistemas Béticos. Las unidades de relieve siguen una orientacidn suroeste-noreste y entre
ellas se distinguen alineaciones montafosas, altiplanos, depresiones interiores y llanuras

litorales (Prieto-Cerdan, 2009). El 57% del espacio regional estda ocupado por cultivos
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agricolas, desempefiando la actividad agraria un papel fundamental en la forma, gestién e

imagen del territorio (Meseguer, 2006).

El clima de La CARM estd descrito caracteristicamente como mediterrdneo con
rasgos aridos: veranos cdlidos y secos, inviernos suaves, aunque con frecuentes heladas en
el interior, y lluvias en primavera y otofio. Las lluvias se presentan de manera escasa y de
caracter torrencial en unos pocos dias del afio, con maximas en otofio. Se distinguen tres

variantes en el clima murciano: subhimedo, semidrido y arido. (Garcia y Sarria, 2006).

La vegetacidn se encuentra muy ligada al clima. Las zonas de alta densidad forestal
escasean, encontrandose principalmente en el noroeste y formadas por arboles de hoja
perenne, como el pino carrasco, la encina y la sabina albar. La degradacion del bosque
mediterrdneo por factores naturales y humanos ha dado lugar a la aparicion de
abundantes zonas de matorral y estepa, compuesto por una gran variedad de plantas
aromaticas (tomillo, romero y retama), esparto y boja. En los margenes del curso alto del
rio Segura se desarrolla el bosque de ribera, formado por alamos blancos, fresnos, sauces

y tarayes.

En resumen, la gran variabilidad orografica, vegetal y climatica de Murcia
representados por los distintos matices bioclimdaticos descritos por Martinez-Ortega
(1988) y denominados por el autor como areas flebotomocenoticas, en estrecha relacién
con las 5 zonas geoclimaticas distintivas, hacen que este enclave sea idéneo para el

estudio de los aspectos relacionados con el vector analizados en esta tesis.

Por las caracteristicas descritas, la CARM ofrece una disposicion en ejes o zonas

geoclimaticas (Fig. 18). Estas zonas son:

1. La zona Oeste con Caravaca de la Cruz como principal nucleo de poblacién, se
sitla en gran parte por encima de los 600 m de altitud. Destacan la altiplanicie

de Archivel a casi 1000 my las dreas montafiosas que alcanzan los 2014 m en el
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Macizo de Revolcadores. Las medias de temperatura anuales registradas estan
entre 14 y 16°C y se caracteriza por un periodo frio con temperaturas por debajo
de 7°C durante 5-7 meses y temperaturas medias maximas en verano de entre
24 y 28°C. La precipitacion media anual se encuentra entre los 400 y 700 mm,

existiendo un periodo seco de 4-6 meses.

La zona Norte, que engloba el llamado Altiplano con Yecla y Jumilla como
principales nucleos de poblacién. Su altitud oscila entre 500 my 1000 m y sus
tierras estdn dedicadas al cultivo de secano. Se diferencia de la Zona Oeste, por
presentar mayor termicidad invernal y estival. Las precipitaciones que recibe la
comarca oscilan como media, entre 292 y 333 mm. La amplitud térmica rebasa
los 18°C para toda la comarca, encontrandonos una media de 26°C durante el

periodo mas calido de verano y 6°C de media durante el mes de enero.

La zona Sur con Lorca y Totana y Alhama de Murcia como principales
poblaciones, se extiende en direccion suroeste-noreste por el valle del
Guadalentin. Su altitud oscila principalmente entre los 150 y 500 my el regadio
ocupa mas de la mitad de las tierras cultivadas. Hay un periodo frio de 3-5
meses con una temperatura media de 1y 7°C y un periodo cdlido de 2-3 meses
con una temperatura media de 25 y 27°C y temperaturas maximas medias de
entre 33 y 38°C. El periodo seco ocupa la mayor parte del afio (6-8 meses) con

una precipitacién media anual de entre 300 y 400 mm.

La zona Centro donde se encuentran las dareas mas desarrolladas y pobladas de
la CARM incluida la ciudad de Murcia. Sus tierras se sitian a altitudes por debajo
de los 400 m en cuencas del Guadalentin y del Segura hasta el mar.
La temperatura media del mes mas frio estd entre 8 y 11°C y las medias
maximas alcanzan valores mayores de 29 y 33°C . La precipitacion media anual

es de 200-300 mm. El periodo seco tiene una duracion de 7-11 meses. Ocupan
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un segundo lugar en superficie destinada a cultivos de regadio entre los que

destacan frutales (limonero) y hortalizas.

5. Lazona Sureste incluye casi toda la faja costera cuya altitud maxima es de 200 m
hasta el mar donde se encuentran las llanuras litorales. No existe un periodo
frio, las temperaturas medias del mes mas frio estdn por encima de 13°C y la
media de las minimas de ese mes es de 9°C. La influencia maritima se refleja en
los datos de temperaturas: la temperatura media del mes mas cdlido esta entre
26-27°C y la maxima de dicho mes entre 29 y 31°C. La precipitacion media anual

se sitda entre 150 y 200 mm; por tanto, los periodos secos tienen una duracion

entre 11y 12 meses.

”

2500 m
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Figura 18. Llocalizacién de la CARM y Distribucion de las 5 zonas biogeograficas tradicionalmente

reconocidas enbasea suvegetacion, orografiay climatologia.
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1.10.2. Disefo experimental del estudio

Se llevd un estudio longitudinal de la abundancia de flebotomos en zonas rurales de
las cinco zonas geoclimaticas principales de la CARM antes mencionadas incluidas la Norte
(N), Sur(S), Centro (C), Oeste (W) y Sureste (SE). En cada zona se colocaron trampas en
cinco lugares: 3 granjas de ganaderia ovina y 2 perreras con lo que el total de lugares
estudiados fueron veinticinco (Fig. 19). Las instalaciones fueron seleccionadas por
veterinarios locales en funcion de la disposicion de los propietarios a participar en el
estudio de manera desinteresada. En ninguno de los lugares estudiados habia un

conocimiento previo de la abundancia de flebotomos vy la prevalencia de LCany LHum.

o~

Altitude

om

@ Study premises

A zonat Definition

A
+}0 Ken

O —

Figura 19. Localizacion decada punto de muestreo perteneciente al estudio entomoldgico

Cada lugar se muestreé en ocho ocasiones durante 24h/ocasion a intervalos de 2
semanas entre el 25 de mayo (42 semana del mayo) y el 16 de octubre de 2015 (32

semana de octubre), exceptuando agosto, completdndose cada muestreo de los 25
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lugares en cinco dias, de lunes a viernes. En cada uno de los lugares y ocasién de muestreo
se colocaron 1 trampa de luz de tipo CDC y 8 trampas adhesivas consistentes en folios de
papel A4 (215 x 315 mm) impregnado en aceite de ricino. De este modo, el objetivo fue
colocar un numero total de trampas de luz-dias de 200 (1 trampax 25 lugares x 8 dias) y
de trampas adhesivas de 1,600 (1 trampax 25 lugares x 8 dias). Las trampas se colocaron
siempre en los mismos lugares. La de luz en el interior del edificio donde se alojaban los
animales, proxima a la pared del corral y las trampas adhesivas en el interior y exterior del

edificio en lugares que se consideraron representativos de los distintos ambientes de la

granja, y proximas a paredes, ventanas y vallas (Fig. 20).

Figura 20. Ejemplos de trampas luminosas (A, B y C) y adhesivas (D, Ey F) colocadas durante el estudio
entomoldgico en las distintas zonas demuestreo de la CARM.

Pasadas 24 horas se recogieron las trampas. Las capturas de las trampas de luz se
mantuvieron a -20°C durante al menos 1 hora para matar a los flebotomos que se

almacenaron en viales con etanol absoluto hasta que se procedié a su identificacion. Las
88



trampas adhesivas se archivaron individualmente entre dos folios de papel A4 en carpetas
identificadas con el lugar y fechas de muestreo y se mantuvieron en refrigeracién a 4°C
hasta que se procedié a recoger y los flebotomos adheridos a la trampa con un pincel
mojado en etanol al 70%. Seguidamente se almacenaron en viales con etanol absoluto

para su posterior identificacion.

1.10.3. Montaje e identificacion de flebotomos

Los flebotomos de cada vial, correspondientes a una trampa concreta, se pasaron a
una placa de Petri y se separaron los machos de las hembras a simple vista o en algunos
casos con ayuda de un estereomicroscopio. Para identificar las especies, los machos se
montaron en portaobjetos con liquido de Hoyer, manipuldandolos con dos agujas
entomoldgicas de 0,20 mm en un estereomicroscopio hasta extender y hacer visibles las
estructuras de la genitalia empleadas para la especiacion (Fig. 21, A, B). En el caso de las
hembras, la identificacion de la especie se realizd directamente bajo el microscopio,
basdndonos en la morfologia de la cabeza y teniendo en cuenta la presencia de cibario
armado como rasgo distintivo en la especie S. minuta. Para el resto de las hembras,
pertenecientes al género Phlebotomus, se examind la morfologia de las espermatecas (Fig.
21 C, D). Para ello, primeramente, se realizd la diseccion del abdomen a nivel del Vil
segmento con agujas entomoldgicas y se procedidé a su aclarado con liquido de Marc-
André bajo el calor de una llama. Para evitar un aclarado excesivo se controlé el tiempo
que permanecié cada muestra en el liquido de Marc-André que oscilé entre 30 y 35
segundos. Durante este tiempo se flamed el portaobjetos por la parte inferior varias veces
hasta observar la formacién de burbujas indicativas de ebulliciéon del liquido de Marc-
André. Posteriormente se retird el liquido sobrante con un papel de filtro y se procedié a

la adicion del liquido de Hoyer y cubreobjetos para su observacién bajo el microscopio.

La identificacidn especifica, tanto de los machos como de las hembras, se realizd con

el microscopio 6ptico a 4X y 10X aumentos, siguiendo las claves de identificacion de
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Gallego Berenguer et al. (1992), las claves taxondmicas de Lewis (1982), el cuaderno del

Dr. Shabaan El-Hossary (2006) y el cuaderno Lawyer et al. (2011).

Figura 21. Imagen obtenida por microscopia optica de las genitalias de las especies vectoras de L. infantum
en la Peninsula Iberica. Ay B) machos de P. ariasi y P. perniciosus C y D) espermatecas de las hembras P.
perniciosus y P. ariasi.

1.10.4. Datos medioambientales

En cada una de las 25 granjas y perreras del estudio de flebotomos se colocd un
termohigrometro digital (Logtag, Haxo-8 T, Templyzer) a 2-3 m de la trampa de luz, para
registrar la temperatura y la humedad relativa (HR) cada 3 h. Ademas, se registraron las
coordenadas geograficas con un sistema de posicionamiento global (GPS) que se
emplearon para representar en un mapa los lugares de muestreo y delimitar una zona
circular de 500 m de radio alrededor de cada lugar. De esta zona se extrajeron datos
medioambientales para analizar su relacién con la abundancia de flebotomos, empleando

el sistema de informacion geografica (SIG) ArcGIS v.10 (ESRI, Redlands, EE. UU.).

Los datos medioambientales de la zona perimetral de las granjas y perreras fueron:
(i) informacion climatica obtenida por interpolacion (Ustrnul and Czekierda, 2005) de la

serie temporal 2006-2015 de 56 estaciones meteoroldgicas incluidas 47 estaciones de la
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Region de Murcia (http://siam.imida.es)] y 9 estaciones de regiones colindantes (Castilla La

Mancha: http://crea.uclm.es/siar/datmeteo; Comunidad Valenciana:

http://riegos.ivia.es/red-siar] Andalucia: [http://www.juntadeandalucia.es|), (ii) datos

topograficos y geomorfolégicos del modelo de elevacién digital (DEM) de la misidon TERRA,

gue usa el sensor Radidmetro de Emisién Térmica y Reflexion de Base Espacial Avanzado

https://asterweb.jpl.nasa.gov/gdem.asp], (iii) taxonomia de suelo procedente del

proyecto LUCDEME (http://www.magrama.gob.es)| (escala 1:100000), (iv) datos de

clasificacion de suelos que se obtuvieron del proyecto Magna

http://info.igme.es/cartografia/magna50.asp] (escala 1:100000) y (v) datos de la

cobertura de uso del suelo, del programa CORINE Land Cover (escala 1: 100000)

http://www.eea.europa.eu/data-and-maps/data/clc-2006-vector-data-version)

Los datos climaticos de las estaciones meteoroldgicas incluyeron promedios diarios
para el periodo de estudio y promedios mensuales para la serie temporal 2006-2015 de
las siguientes variables: maxima absoluta, absoluta, media, minima y minima absoluta de
HR y temperatura, maxima y total de precipitacion, y velocidad maxima y media del
viento. Con estos datos climaticos se calcularon medias anuales y de los periodos mayo-
octubre (periodo de actividad de los flebotomos adultos en Murcia), noviembre-Abril
(periodo de nula o baja actividad de flebotomos adultos), que se emplearon junto a otras
variables medioambientales como variables explicativas en los modelos de regresién de la

abundancia de flebotomos, como se describe en el siguiente apartado.

Ademas, se entrevistd a los ganaderos y se realizaron medidas en los lugares de
estudio para obtener datos sobre las caracteristicas estructurales de los edificios, el

manejo de los animales, la frecuencia de uso de desinfectantes en cada edificio y de

tratamientos insecticidas enlos animales y la posicidn de las trampas.
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1.10.5. Andlisis estadistico de la relacién entre la abundancia de flebotomos y el medio

ambiente

Se analizaron las distribuciones de flebotomos y de las variables ambientales, asi
como la asociacién entre ambas. En el andlisis bivariante se compararon las medianas y
proporciones con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y la Chi-cuadrado modificada
de Yates, respectivamente, y se estudié la correlacién entre variables numéricas mediante

la prueba del coeficiente de rangos Spearman.

Seguidamente se procedid al desarrollo de modelos multivariables de regresion
binomial negativa multinivel para examinar la contribucién independiente de los factores
ambientales (variables explicativas) a la abundancia de flebotomos (variable
dependiente), teniendo en cuenta la correlacién entre las medidas de abundancia de los

mismos lugares a lo largo del tiempo (Snijders et al., 1999).

Se desarrollaron dos tipos de modelos multinivel segin los datos utilizados: (i) los
modelos Tipo | en los que se emplearon datos de la temperatura y HR de los
termohigrometros junto a otros datos ambientales del area de alrededor de las
instalaciones y las caracteristicas de las instalaciones, y (ii) los modelo Tipo Il que se
diferenciaron de los anteriores en que los datos de temperatura y HR también fueron del
area de alrededor de las instalaciones. Los modelos tipo Il se desarrollaron para identificar
variables que podrian usarse para generar un mapa predictivo de la densidad del vector
en la CARM y compararlo con mapas de prevalencia de leishmaniosis canina, humana y de

fauna silvestre.

Las variables ambientales se incorporaron en los modelos como explicativas fijas
categéricas en los de tipo | y como continuas en los de tipo Il. Las instalaciones se
incorporaron como aleatorias, considerando tanto las diferencias potenciales en la media
global (interseccién con el eje de abscisas) como a lo largo del tiempo (pendiente)

(Snijders et al., 1999). En esencia este abordaje permite considerar variabilidad entre
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lugares en la relacién entre la abundancia de flebotomos vy las variables explicativas y que

esta variabilidad sea distinta a lo largo del tiempo.

A la hora de construir los modelos, se utilizé el método “step-wise” (paso a paso)
(Kleinbaum et al., 1998), comenzando con un modelo que incluydé solo variables
climaticas, y posteriormente, se afadieron otras variables ambientales significativamente
asociadas con la abundancia de flebotomos en el andlisis bivariante. Estas variables fueron
las caracteristicas de la construccidn, el uso del sueloy las de taxonomia y uso del suelo.
Debido a la alta correlacioén entre las variables ambientales (por ejemplo, entre la edad de
construccioén y el tipo de material de la pared del edificio donde se pusieron las trampas o
entre la altitud y la temperatura ambiental), se consideraron varios modelos con distintas
combinaciones de variables explicativas significativamente asociadas con la abundancia de
flebotomos. Entre ellos, se considerd el mds parsimonioso el que tuvo el valor mas bajo
del Criterio de Informacién de Akaike (AIC) (Kleinbaum et al., 1998). Finalmente, se
exponenciaron los coeficientes de regresién para calcular los “incidence rate ratios” (IRR)
definidos como el cociente de la tasa de incidencia (numero de flebotomos en 24 hrs.)

asociadas a dos niveles de una variable explicativa.

Se tomd un nivel de significancia del 5% (P <0.05) para un test de dos colas. Todos

los andlisis estadisticos se realizaron con el programa R (http://cran.rproject.org)

1.11. Estudio de la prevalencia de L. infantum en fauna silvestre en el sureste de

Espafia

1.11.1. Poblacidn de estudio

Se investigd la prevalencia de L. infantum mediante PCR en muestras de tejido de
202 carnivoros, roedores y lagomorfos silvestres del sureste de Espafia. Con excepcion de

los lobos que pertenecian al zoolégico Terra Natura, los demas animales habian sido
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cazados por cazadores autorizados o encontrados muertos por accidente de trafico por
personal municipal. Los animales se recogieron para una investigacion mas amplia de las
enfermedades parasitarias y se llevaron al departamento de enfermedades parasitarias de
la Universidad de Murcia (UMU) donde se registrd su edad (juvenil o adulto), sexoy pesoy
condicion corporal (baja u éptima), se realizd una necropsia y se tomaron muestras para
diagnostico de L. infantum de piel (n=168), bazo (n=190), higado (69) y linfonodos (n=4).
Las muestras, que se almacenaron a -20°C hasta que se procedié al diagndstico, procedian
de 80 conejos (Oryctolagus cuniculus), 69 zorros (Vulpes vulpes), 16 ratones de campo
(Apodemus sylvaticus), 10 gardufias (Martes foina), 10 ratas negras (Rattus rattus), 6
tejones (Meles meles), 4 gatos monteses (Felis silvestris), 3 lobos ibéricos (Canis lupus
signatus), 2 mapaches (Procyon lotor) y 1 liebre ibérica (Lepus granatensis), de los cuales
188 fueron de la Comunidad Autonoma de la Region de Murcia (CARM), 12 de la
Comunidad Valenciana (CV) y 2 de Andalucia (A).

1.11.2. Purificacién de acidos nucleicos de las muestras de fauna silvestre y estimacién de

la cantidad y calidad obtenida

Se utilizé el robot Maxwell®16 System (Promega, Southampton, UK), empleado el kit
Maxwell°16 FFPE Tissue SEV DNA Purification Kit (AS1030), para purificar acidos nucleicos
de las muestras de los animales silvestres. Se emplearon 50 mg de cada muestra y las de
piel se sometieron a una digestion previa en 400 pl de una solucion de lisis de TE (Tris
10mM + EDTA 1mM a pH= 8.00) con proteinasa K (10 pg/ul) y dodecilsulfato sédico (SDS)
al 10%, a 56°C toda la noche. Seguidamente se analizd la concentracién y pureza de las
muestras de acidos nucleicos con un espectrofotdmetro NanoDrop™ (Thermo Scientific™)
obteniéndose como medida de pureza la relacién de absorbancia a 260 nm y 280 nm y

considerando como adecuadas para el analisis de PCR las de A260 /280>1,7.
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1.11.3. Deteccidn de secuencias de L. infantum en fauna silvestre mediante PCR a tiempo

real

Se analizaron las muestras de ADN con una PCR a tiempo real (rtPCR) para amplificar
una secuencia de ADN de 140 bp, empleando los cebadores LeiM1 (forward): 5°-CTT TTC
TGG TCCTCC GGG TAG G-3" y LeiM2 (reverse): 5'-CCA CCC GGC CCT ATTTTACAC CAA-3" y
una sonda TagMan® LeiM3: TTTTCGCAGAACGCCCCTACCCGC marcada con 6-FAM vy
empleando el quencher TAMRA, segun describe Mary et al., (2004). Para la PCR se
emplearon placas de 96 pocillos (Fast®) y las muestras se hicieron por duplicado en un
volumen de 20ul con concentraciones de 250ng de muestra de ADN, 0,75ug de cebadores
y 0,25ug de sonda en una solucién IQ™ Supermix de Bio-Rad, con la enzima Taq polimersa
y los dNTPs. Los volumenes empleados de reactivos en cada pocillo fueron los siguientes:

1. Master mix (2x): 10 ul

2. LeiMi-forward (10 uM): 1,5 ul

3. LeiM2-reverse (10 uM): 1,5 ul

4. LeiM3- sonda TagMan® (5 uM): 1 ul

s

ADN (50ng/ml): 6 ul

La reaccion se llevd a cabo en el termociclador 7500 Fast Real Time PCR System de
Applied Biosystems® con una primera fase de preparacién a 50°C durante 30 segundos
seguida de una fase de desnaturalizacién del ADN a 95°C durante 10 minutos y a
continuacién 45 ciclos con dos estadios cada uno incluidos, uno de desnaturalizacién a
94°C durante 15 segundos y otro de hibridacion y extension a 55°C 1 minuto. Como
control negativo de PCR se empled agua milli-Q estéril y como controles positivos de
extraccion de ADN y de PCR se emplearon muestras de perros positivos anteriormente

analizadas.

Tras realizar la tPCR se procedié a la lectura e interpretacidon de las curvas de
amplificacién mediante el Software 7500 v 2.0.6, determindndose el ciclo de amplificacién

umbral (Ct), aquel en el que comienza la fase lineal de la curva logaritmica de
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amplificacién, con el fin de obtener una medida semicuantitativa de la carga parasitaria
(Maia y Campino et al., 2008; Gomes et al., 2008). Los ciclos tempranos son indicativos de
cargas parasitarias mas elevadas que los ciclos de amplificacidn tardios y en este trabajo
se consideraron como positivos a las muestras con Ct<38 ya que el nimero de copias de

ADN diana para este valor se aproximan a la unidad (Chamizo et al., 2005; Mackay, 2007).

1.11.4. Datos medioambientales y analisis estadistico de la relacién entre la infeccién por

L. infantum y variables de los animales y el medio ambiente

Se recogieron datos medioambientales de los lugares presumibles de actividad de
los zorros y conejos que fueron las especies mas abundantes y con una distribucién
espacial mds heterogénea. Para ello se procedid de forma similar a la descrita para
caracterizar la zona perimetral (500 m de radio) de los lugares del estudio de flebotomos
(apartado 5.1.1.), salvo que en este caso se consideraron zonas de actividad de los
animales de un tamafio de 7 km? para los zorros y de 0,8 km? para los conejos (Sanz,
2017). De estas areas se extrajeron datos de temperatura media, humedad relativa media,

precipitacion total y velocidad de viento maxima, exclusivamente.

En el andlisis estadistico se calculé el porcentaje de muestras y animales rtPCR
positivos (prevalencia) y la distribucidon de Cts en muestras positivas para el conjunto de
los animales y segun la especie, el sexo, la edad, la condicién corporal, el afio y la zona
geografica de origen para las especies mas comunes incluidas los zorros, conejos,
gardufias y ratones de campo. Como se ha explicado anteriormente, la CARM, de donde
procedian la mayoria de los animales, se dividié en las cinco principales zonas geograficas
(norte, sur, centro, oeste y sureste) y las proporciones se compararon con la prueba de
chi-cuadrado de Yates o el test de Fisher, y las medianas de Ct con la prueba de Kruskal-

Wallis.

Se desarrollaron modelos de regresion logistica para investigar la relacion

multivariable entre positividad para PCR (variable dependiente binaria) en todos los
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animales y en zorros o conejos y las variables explicativas zona geografica, estacion del
ano, edad y sexo, incorporadas como variables categdricas. Se utiliz6 un enfoque de
modelado paso a paso y en el modelo final se mantuvieron solamente las variables
asociadas significativamente con el resultado en el modelo final. El ajuste del modelo fue

con el método de maxima verosimilitud y se tomé como nivel de significancia el 5% (p

<0,05) para una prueba doble. Todos los analisis se realizaron usando R | https://www.r-

project.org/).

1.12. Estudio longitudinal de anticuerpos frente a la saliva de los flebotomos en perros

tratados con insecticida

1.12.1. Disefoy poblacién del estudio

Se llevd a cabo un estudio longitudinal entre abril de 2014 y abril de 2016, en una
cohorte de 32 perros experimentales de la raza Beagle que participaban simultaneamente
en una prueba vacunal de L. infantum en la Facultad de Veterinaria de la Universidad de

Murcia.

Los perros provenian de un criadero comercial de Barcelona (Isoquimen SL) donde
se habian mantenido en instalaciones cubiertas a prueba de flebotomos, y llegaron a
Murcia tres ocasiones diferentes y por lo tanto estuvieron expuestos a los flebotomos
durante un tiempo distinto. De este modo y de cara al analisis los perros se organizaron en
los siguientes tres grupos:
I.  Grupo APR14: 22 perros que llegaron en abril de 2014, con una edad media
(rango) de 9 (8-63) meses.
II.  Grupo JUN14: 3 perros que llegaron en junio de 2014 con 7 meses de edad.
lll.  Grupo MAR15: 8 perros que llegaron en marzo de 2015 con 6 (5-7) meses de
edad.
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En Murcia los animales se mantuvieron en perreras semicubiertas (5 m?/perro)
expuestos de forma natural a los flebotomos de la zona. Desde su llegada a Murcia y cada
tres semanas hasta el final del experimento vacunal en septiembre de 2016, lo perros
recibieron el tratamiento insecticida topico “Advantix” (permetrina 500 mg/ml e
imidacloprid 100 mg/ml; Bayer®), administrado por un veterinario con amplia experiencia
en este tipo de tratamiento. Los animales tuvieron acceso ilimitado a una dieta comercial
a base de pollo (Libra-Adult, Affinity Pet Care®), se vacunaron contra la rabia, moquillo,
adenovirus 2, parvovirus, Leptospira interrrogans (Eurican MHPPi2, Merial®) y Bordetella
bronchiseptica y virus Parainfluenza (Eurican Bb/PI2, Merial®) y recibieron un
antihelmintico de amplio espectro para prevenir infecciones por nematodos y cestodos

(Prazitel, Ecuphar®) aintervalos de tres meses.

Se recogieron muestras de sangre de la vena yugular para la obtencién de suero en
16 ocasiones a lolargo del estudio. Si bien por cuestiones éticas nose incluyé un grupo de
perros control no tratado con insecticidas, los perros tratados fueron sus propios
controles de no-exposicién a flebotomos durante las épocas de ausencia de éstos
(invierno fundamentalmente) ya que como se ha explicado la vida media de los
anticuerpos frente a la saliva es corta. Este tipo de disefo experimental se conoce en

inglés como “crossover design” (Jones y Kenward, 2014).

1.12.2. Diagnéstico de L. infantum y estado de infeccion de los animales

Se evaluo el estado de infeccidn de L. infantum de los perros a su llegada a Murcia y
nuevamente en abril de 2015, antes de que se infectaran experimentalmente con el
parasito para el ensayo de la vacuna. El diagndstico se realizé con la prueba rtPCR antes
descrita (Mary et al., 2004) en muestras de médula dsea, que se considera la prueba mas
sensible y especifica para detectar la infeccidon por Leishmania en perros (Baneth et al.,
2008). Todos los perros fueron negativos a la rtPCR en ambas ocasiones. Ademas, los

perros también habian sido seronegativos a la técnica de inmunofluorescencia indirecta
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(IFAT) de deteccion de anticuerpos frente a L. infantum, realizada por el criador antes de
enviarlos a Murcia. Dado que los perros fueron inmunizados con los antigenos vacunales
frente a L. infantum en junio y julio de 2015, a partir de entonces ya no se pudieron hacer
mas pruebas para evaluar la infeccién natural por L. infantum. El protocolo de vacunacién
especifico utilizado no puede divulgarse por razones de confidencialidad. Sefalar, que
incluyd seis grupos de tratamiento en base a la inoculacién de uno o dos antigenos con o

sin un adyuvante y un estimulador inmunoldgico.

1.12.3. Abundancia y especies de flebotomos en el lugar del estudio

El lugar en el que se mantuvieron los perros del estudio fue uno de los 25 sitios
investigados del estudio anteriormente descrito de la distribucion de flebotomos en la
Region de Murcia. A modo resumen se colocaron 1 trampa de luz y 0.5 m? de trampas
adhesivas en 8 ocasiones (24 horas/ocasion) entre mayo y octubre de 2015, y como se
describe en mas adelante, en este lugar se capturaron 42 especimenes (36% hembras)
incluyendo 55% de P. papatasi, 26% de P. perniciosus y 19% de Sergentomyia minuta,

obteniéndose picos de abundancia durante junio y septiembre.

1.12.4. Obtencién de antigenos salivares de flebotomos

Se elaboraron pruebas indirectas de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA)
(Voller et al., 1978) para detectar anticuerpos en los perros frente a la saliva de P.
papatasi y P. perniciosus, las dos especies mas abundantes en el lugar de estudio. De cada
especie se utilizd como antigeno tanto homogeneizado de glandula salivar (SGH) como
proteinas recombinantes especificas de especie. El SGH se preparé a partir de glandulas
salivales enteras de hembras adultas de 4-6 dias de edad procedentes de las colonias de

laboratorio del departamento de parasitologia de la Universidad Charles de Praga.
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Para separar las glandulas salivares se colocaron los flebotomos individualmente
sobre una gota de una solucién tampdn de Tris-NaCl en un portaobjetos bajo una lupa a
2x 0 4x aumentos. Sujetando el insecto por térax con unas pinzas manuales de punta dura
se diseccionaron las gldndulas con agujas entomoldgicas extrafinas de 0.15 mm con un
pequefio garfio en el borde final para poder extraer las glandulas con mayor facilidad (Volf
et al., 2000). Para ello es necesario seccionar ligeramente la cabeza del insecto ya que al
estirar de ella se arrastran y separan las glandulas (fig. 22). Las glandulas se combinaron
en grupos de 20 en un tupo eppendorf con 20 ul de solucién tampdn Tris-NaCl (Tris 20
mM, NaCl 150 mM, pH 7,4) y se sometieron a tres ciclos consecutivos de congelacion-
descongelacion para fragmentarlas y obtener el SGH, que se almacend a -20 °C hasta que

se empled para tamizar las placas de ELISA (Kostalova et al., 2015).

Figura 22. Detalle de la cabeza de P. perniciosus
con la flecha apuntandoa las glandulas salivares
observadas bajo el estereomicroscopio (20x)

Las dos proteinas recombinantes especificas (rSP) empleadas fueron la YRP de P.
perniciosus rSPO3B (Genbank ac. C. DQ150622) y la PpSP32 de P. papatasi (Genbank ac.
JX411944), fabricadas por la empresa Apronex s.r.o. (Praga, Republica Checa) siguiendo el
protocolo descrito por Drahota et al. (2014). Las concentraciones de estas proteinas se

cuantificaron mediante el método Lowry (Bio-Rad®) siguiendo el protocolo del fabricante.
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1.12.5. Western blot para la deteccidn de proteinas inmunogénicas especificas

Para comprobar la inmunogenicidad de las proteinas presentes en el SGH y en los
preparados de rSP32 y rSPO3B de P. perniciosus y P. papatasi se empled la técnica de
Western Blot SDS-PAGE (Kim, 2017), utilizando sueros de perros positivos al ELISA. La
cantidad de proteina empleada por columna fue 4 pg y 2 pug de SGH y rSP,

respectivamente. Tras la separacion electroforética de las proteinas en el gel de

poliacrilamida y [tampdn|con SDS en un aparato Mini-Protean Il (Bio-Rad®), se

transfirieron las proteinas a membranas de nitrocelulosa, mediante el sistema de

transferencia seco iBLOT (Invitrogen®, Carlsbad, CA, EE. UU).

Una vez en el soporte sélido se cortaron las laminas en tiras, cada una con el
espectro migratorio de un SGH o una rSP y se bloguearon los espacios libres de proteinas
con una solucion Tris-NaCl-Tween 20 con 5% de leche baja en grasa (Bio-Rad®)
incubandolas a 4°C durante toda la noche. Transcurrido este tiempo se incubaron las tiras
con los sueros de perro individualmente (diluidos 1:25) y en combinacion de tres sueros
(diluidos 1:50 cada uno) con el fin de obtener una sefial mas intensa, durante 1 hr. a
temperatura ambiente. Tras realizar otra serie de lavados, se afadieron los anticuerpos
secundarios conjugados con peroxidasa, diluidos en TBS-Tw (anti IgG de perro Bethyl
Laboratories® diluido 1:3000) y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente.
Finalmente, se visualizaron las proteinas inmunogénicas mediante la adicion de la solucién
de sustrato que contenia 3,3'- diaminobenzidina (DAB) y H202 y una vez visibles, se

adiciond agua destilada con el fin de detener la reaccién.

Los sueros elegidos para realizar el WB fueron cinco del grupo APR14 del segundo
afio del estudio que se sospechd tendrian una elevada concentracion de anticuerpos
contra SHG y rSP de P. papatasi y P. perniciosus. Por otra parte, se empled como control
negativo una muestra de suero canino perteneciente a una localidad no endémica de

Leishmaniosis y analizado previamente en el estudio de Kostalova et al. (2015) y cuatro
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muestras de perros del grupo APR14 tomadas al comienzo del estudio antes de la

exposicion a los flebotomos.

1.12.6. ELISA para determinar los niveles de anticuerpos

Los anticuerpos especificos 1gG anti-saliva y anti-rSP se midieron por duplicado con
la técnica ELISA descrita por Kostalova et al. (2015) con algunas modificaciones. Se
comenzoé tamizando las placas de microtitulacién de 96 pocillos con los antigenos a razén
de 40ng de SGH (equivalente a 0,2 glandulas) o 5 pg/ml de rSPO3B o 4 ug/ml de rSP32 (4
ug/ml) por pocillo disueltas en 1000 pl de una solucién tampdn de carbonato-bicarbonato
20 mM (pH 9,5) y seguidamente se incubd la placa a 4°C durante la noche. Tras este paso
se realizaron 2 lavados consecutivos de la placa con PBS-Tween al 0.05% afadiendo 100
ul/pocillo. Seguidamente se afiadid en cada pocillo 100 ul de una soluciéon de bloqueo,
consistente en un tampdén PBS-Tw con un 6% de leche en polvo baja en grasa, que se
incubd a 37°C durante 60 minutos. A continuacién, se realizaron 3 lavados de la placa
como se ha descrito anteriormente. En el paso siguiente se afiadié 100 ul de las muestras
suero de los perros diluidas 1:200 (para el SGH) o 1:100 (para las rSP) en PBS-Tw con un
2% de leche en polvo baja en grasa y se incubaron las placas a 37°C durante 90 minutos.
Transcurrido este tiempo se realizaron 5 lavados y seguidamente se afiadié una dilucién
1:9000 del conjugado anti-IlgG de perro (Bethyl Laboratories®, Montgomery, EE.UU.) en
PBS-Tw y se incubaron las placas a 37°C durante 45 minutos. Pasado este tiempo se
afadieron 100 pl/pocillo de una solucion de sustrato compuesta por 5mg de o-
fenilenodiamina (OPD) y 10 pl perdxido de hidrégeno (H202) en 10 ml de buffer citrato-
fosfato a temperatura ambiente. Tras afadir el sustrato se mantuvieron las placas en
oscuridad a temperatura ambiente entre 4-5 minutos. Finalmente se afadié acido
sulfurico (H2S04) al 10% para detener la reaccidon e inmediatamente se procedié a la
lectura de la absorbancia en los pocillos a 492 nm usando un lector de microplacas Tecan

Infinite® M200 (Suiza).
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1.12.7. Andlisis de la distribucion de anticuerpos ELISA

Se estandarizaron las densidades Opticas de los anticuerpos ELISA usando la

siguiente formula (Sanchez et al., 2002):

soD:M
ODpc —ODy¢
Donde: OD: densidad optica, S = muestra, NC = control negativo, PC = control

positivo

El PC para P. perniciosus y NC para ambas especies de flebotomos se tomaron del
estudio realizado por Kostalova et al. (2015). El suero PC para P. papatasi se selecciond de
los perros de este estudio con SODs mds altas en un estudio preliminar en 40 perros
durante el segundo ano. Las SOD negativas se aproximaron a cero y se normalizaron
usando la transformacién logaritmica decimal de SOD+1 y se multiplicaron por 100 (LOD),
y se calculd la media de LOD para cada muestra. Dado que hasta la fecha no se han
propuesto valores de LOD en suero de perros para diferenciar seropositivos y
seronegativos, los puntos de corte elegidos fueron un decimal superior al LOD mas alto
entre todos los perros cuando se tomaron muestras por primera vez, el dia en que se

incorporaron al estudio, antes de que se expusiesen a los flebotomos.

Se estudié la distribucién de LODs vy la proporcién de perros seropositivos a lo largo
del tiempo y se compararon medianas y proporciones entre distintos niveles de las
variables explicativas (tiempo, sexo, edad, grupo de tratamiento y antigeno) con las
pruebas de Wilcoxon y de chi cuadrado de McNemar, respectivamente y se empled la
prueba de Spearman para examinar la correlacién entre las LODs de los distintos

antigenos (Kirkwood y Sterne, 2010).

Seguidamente se elaboré un modelo de regresion lineal multinivel para examinar la

relacién entre las LODs de los perros APR14 y el tiempo de muestreo, ajustando el modelo
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al antigeno, la edad y el sexo del perro (Kleinbaum, 1998), y teniendo en cuenta la
correlacién en los LODs resultante de mediciones repetidas de los mismos perros a lo
largo del tiempo (modelo jerarquico de 2 niveles con las medidas repetidas como nivel 1y

los perros como el nivel 2 (Bliese, 2013).

La LOD fue la variable dependiente y el antigeno, el tiempo de muestreo, la edad y el
sexo se incluyeron como variables explicativas categéricas fijas. El componente aleatorio
incluyd el perro y el tiempo, permitiendo asi analizar la variabilidad entre perros a lo largo
del tiempo. Las estructuras de error consideradas para las unidades de nivel 1 fueron la
autorregresiva con respecto al tiempo anterior (autocorrelacion), la simétrica (varianza
Unica) y la no estructurada (Bliese, 2013; UCLA: Statistical Consulting Group. Seminarios
de célculo estadistico Andlisis de medidas repetidas con R. https://stats.
idre.ucla.edu/r/seminars/repeated-measures-analysis-with-r/, consultado en noviembre
de 2017) y se seleccionaron las estructuras de error con el valor de AIC mas bajo. Los
modelos se estimaron utilizando el método de estimacion de maxima verosimilitud
restringida (REML) y se usaron pruebas t condicionales y F para evaluar la significancia de
las variables fijas. Se tomé como nivel de significacién alfa = 5% (p <0.05) para una prueba
de doble cola. Todos los analisis se realizaron utilizando el programa R (http://cran.r-

project.org/).
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RESULTADOS
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1.13. Estudio de la abundancia y distribucion de flebotomos en el ambito rural de la

Region de Murcia

1.13.1. Abundancia y distribucién geografica de flebotomos segun el tipo de trampas

Se capturaron 3,644 flebotomos de los cuales 3,109 (85%) con trampas de luz CDC y
535 (15%) con trampas adhesivas. El porcentaje de trampas CDC y adhesivas con al menos
un flebotomo (trampas positivas) fue 65% (124/192) y 46% (91/198), respectivamente. La
mediana (rango) del niumero de flebotomos fue de 9 (1-232) en las trampas CDC (Tabla 1)

y 6 (2-83) flebotomos/m? en las adhesivas.

La distribucién de flebotomos segun las zonas geograficas fue similar en ambos tipos
de trampa. El porcentaje de trampas CDC positivas fue de un 82% (31/38), 81% (29/37),
72%(28/39), 50%(20/40) y 39% (15/39) en las zonas S, W, C, N y SE, respectivamente
(Tabla 1). En las trampas adhesivas la abundancia fue maxima en la zona W y minima en la
SE, mientras que el porcentaje de trampas adhesivas positivas fue maximo en la Sy
minimo en la SE. Ademas de las diferencias entre zonas, la abundancia de flebotomos
también varié significativamente entre distintas instalaciones de la misma zona

geografica, encontrando particularmente en las trampas CDC de las zonas Sy N (Tabla 1).

La abundancia de flebotomos se asocid positivamente a la altitud, excepto que fue
menor en el rango de altitud 536-705 m cuya abundancia total fue 198 flebotomos en
comparacion con la zona Ssituada a 282-352 m donde se capturaron 1159 flebotomos (P <

0,05) (Tabla 1).
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Tabla 1. Porcentajede trampas de CDC con flebotomos (trampas positivas)yabundanciadeflebotomos en trampas positivasen perrerasy establos de ovejas

en la CARM durante 2015. * Altitud sobreel nivel del mar (s. n. m.)

Zona localizacion Altitud s. n. m.* (m) N % trampas +vas Abundancia
total media min 25% mediana | 75% max P valor
Central (C) perrera 1 87 8 75 22 4 1 1 3 5 9 0.1081
perrera 2 207 8 75 33 6 3 4 5 7 9
establol 115 7 86 46 8 1 7 9 11 11
establo2 145 8 50 14 4 2 2 2 4 8
establo3 125 8 75 16 3 1 1 2 4 6
total 39 72 131 5 1 2 4 8 11
Norte(N) perreral 629 8 50 14 4 2 3 3 4 6 0.0083
perrera 2 536 8 25 2 1 1 1 1 1
establol 660 8 75 156 26 10 13 17 23 76
establo2 705 8 75 40 7 2 4 5 5 20
establo3 794 8 25 5 3 2 2 3 3 3
total 40 50 211 11 3 5 13 76
Sur (S) perrera 1 352 8 100 399 50 10 19 56 70 92 0.0042
perrera 2 265 8 38 7 2 1 2 2 3 4
establol 291 7 100 561 80 4 21 44 123 225
establo2 322 7 100 132 19 2 7 11 32 41
establo3 286 8 75 60 10 8 9 10 10 13
total 38 82 1159 37 1 10 13 46 225
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Tabla 1. Continuacidn

Zona localizaciéon Altitud s.n.m.*(m) | N % trampas +vas Abundancia
total media min 25% mediana 75% max P valor
Sureste (SE) perreral 55 7 43 5 2 1 2 2 2 2| 0.1390
perrera 2 83 8 38 3 1 1 1 1 1 1
establol 25 7 86 17 3 1 2 3 4 5
establo2 53 8 25 3 2 1 1 2 2 2
establo3 44 8 13 1 1 1 1 1 1 1
total 38 39 29 2 1 1 2 2 5
Oeste (W) perrera 1l 882 8 75 303 51 13 26 36 42 151 | 0.2701
perrera 2 889 7 86 189 32 1 11 18 50 84
establol 875 8 88 619 88 11 33 55 128 232
establo2 882 7 71 247 49 3 13 19 51 161
establo3 844 7 86 215 36 3 9 10 27 151
total 37 81 1573 54 1 12 28 58 232
total 192 65 3109 25 1 3 9 22 232 | <0.0001

108




1.13.2. Frecuencia de especies y géneros de flebotomos segun las zonas y tipo de trampas

La distribucion por especies de los 3.586 (98%) flebotomos identificados se muestra
en la Tabla 2. P. perniciosus representd el 80% de todos los flebotomos capturados,
seguido por P. papatasi (10%), P. sergenti (5%), S. minuta (4%) y P. chabaudi (<1%), P.
longicuspis (<1%), P. ariasi (<1%) y P. alexandri (<1%) (Tabla 2). La distribucion de especies
varié segun el tipo de trampa, la zona y el tipo de instalacién. Por ejemplo, la especie
predominante P. perniciosus fue relativamente mas abundante en trampas CDC (84%)
que en las adhesivas (55%), en instalaciones con ovejas (84%) que en las de perros (71%) y
menos abundante en la zona C (55%) en comparacion con otras zonas (Tabla 2). En
cambio, la abundancia relativa de P. papatasi fue mayor en las trampas adhesivas (27%)
respecto a las CDC (7%) y en las zonas C (36%) y N (19%), P. sergenti en las trampas
adhesivas (12%), en las instalaciones caninas (9%) y en la zona W (8%), y S. minuta en las

instalaciones caninas (9%) y en la zona C (8%) (Tabla 2).

La proporcion de sexos fue similar en todas las especies (Tabla 2). Sin embargo, en
las trampas CDC, las hembras de P. papatasi, P. sergenti y P. longicuspis fueron
marcadamente mds abundantes que los machos, mientras que, en las trampas adhesivas,

el 76% de todos los flebotomos eran machos.

1.13.3. Distribucion estacional de P. perniciosus en trampas de los CDC vy relaciéon

bivariante con la temperatura y humedad relativa en el interior de las dependencias

Dado que la mayoria de P. perniciosus se capturd con las trampas de luz CDC, el
estudio de la estacionalidad y relacion entre su abundancia y las variables

medioambientales se centrd en los especimenes capturados con este tipo de trampa.

No se observaron diferencias en la distribucion espacial y temporal de P. perniciosus
machos y hembras (P > 0,05), y la Fig. 23 muestra la abundancia estacional de ambos

sexos en las trampas CDC, junto con la temperatura media y la HR del dia en que se
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recolectaron los flebotomos registrada con los termohigrémetros (tabla 3). La abundancia
de ésta y otras especies frecuentes fue mayor en julio y alcanzé su punto maximo en todas
las zonas durante la segunda semana de este mes. Por otro lado, se recogieron pocos

flebotomos en mayo (semana 1) y octubre (semanas 7 y 8) (Figura 23, Tabla 2).

110



Tabla 2. Abundancia absolutayrelativa deespecies de flebotomos en basea el tipode trampa, la zona, el sexo, las instalaciones animales y la semana de

estudio en |la Region de Murcia, surestede Espafia,en 2015

Variable | Niveles Especies de flebotomos
P. perniciosus | P. papatasi P.sergenti | S. minuta | P.chabaudi | P.longicuspis | P.ariasi | P.alexandri | All
Trampa | CDC 2563 (84) 219 (7) 108 (4) 121 (4) 17 (1) 17 (1) 14 (1) 1(<1) | 3060 (100)
Adhesivas 290 (55) 141(27) 61 (12) 24 (5) 6 (1) 3(1) 1(<1) 0(0) | 526(100)
Zona | W 1439 (82) 84 (5) 136 (8) 61 (3) 22 (1) 9 (1) 7 (<1) 1(<1) | 1759 (100)
SE 27 (87) 2(2) 0(0) 1(3) 0 (0) 0(0) 1(3) 0 (0) 31 (100)
S 1041 (80) 146 (11) 29 (2) 62 (5) 1(<1) 8 (1) 7 (1) 0(0) | 1296(100)
C 102 (55) 66 (36) 0 (0) 14 (8) 0 (0) 2(1) 0(0) 0(0) | 184(100)
N 244 (77) 62 (19) 4 (1) 7(2) 0(0) 1(<1) 0 (0) 0(0) 318(100)
Sexo | hembras 1310(79) 191(12) 70 (4) 62 (4) 0 (0) 16 (1) 8 (1) 1(<1) | 1658(100)
machos 1543 (80) 169 (9) 99 (5) 83 (4) 23 (1) 4 (<1) 7 (<1) 0(0) | 1930(100)
localizacion | perreras 824 (71) 91 (8) 108 (9) 103 (9) 20 (2) 8 (1) 13 (1) 1(<1) | 1168(100)
Establos 2029 (84) 269(11) 61 (3) 42 (2) 3 (<1) 12 (1) 2 (<1) 0(0) | 2420(100)
Semana | 1 152 (78) 25 (13) 6(3) 4 (2) 0 (0) 6(3) 3(2) 0 (0) 196 (100)
2 491 (87) 58 (10) 6(1) 7(1) 1(<1) 1(<1) 2 (<1) 0 (0) 566 (100)
3 276 (82) 44 (13) 6(2) 6(2) 0 (0) 0(0) 4(1) 0(0) | 336(100)
4 789 (75) 111(10) 75 (7) 56 (5) 15 (1) 9 (1) 3 (<1) 1(<1) | 1059 (100)
5 486 (73) 48 (7) 70 (10) 52 (8) 7(1) 3 (<1) 1(<1) 0(0) | 667(100)
6 479 (87) 59 (11) 4(1) 8 (1) 0 (0) 1 (<1) 2 (<1) 0(0) | 553(100)
7 82 (78) 13 (12) 2(2) 8 (8) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0(0) | 105(100)
8 98 (94) 2(2) 0 (0) 4 (4) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0(0) | 104(100)
total 2853 (80) 360(10) 169 (5) 145 (4) 23 (<1) 20 (<1) 15 (<1) 1(<1) | 3586(100)
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Figura 23. distribucién estacional de los flebotomos en trampas luminosas por meses en base a la
temperatura interior media y la humedad relativa (HR) medidas durante el intervalo en el que se colocaron
las trampas.

El pico de abundancia de P. perniciosus en la segunda semana de julio con un total
de 789 (Ai%= 75%) coincidié con la HR media mas baja y la temperatura media mas alta
del estudio (Fig. 23). Esto se asocié con un cambio igualmente drastico en el clima
regional, particularmente en los dias en que se tomaron muestras de W, Sy N. La HR
maxima media, la temperatura y la velocidad media del viento en estas zonas fueron del
89%, 33 °Cy 2,1 m/s el 3 de julioy 53%, 40 °C y 1,4 m/s el 7 de julio (Fig. 24). La fuerte
asociacion negativa entre la abundancia de P. perniciosus y la HR se refleja en la Tabla 3,
gue muestra la relacion entre estas dos variables en el conjunto general de datos del
estudio. Ademads, la altitud se correlacioné negativamente con la temperatura (r = -0,21) y

la HR (r = -0,37) (P < 0,05).
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Figura 24. Temperatura maxima absoluta media, humedad y velocidad del viento en las estaciones meteorol
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1.13.4. Relacién bivariante entre la abundancia de P. perniciosus en las trampas CDC y la

temperatura y humedad relativa exterior, precipitacién y velocidad del viento

La relacién entre la abundancia de flebotomos y las variables medioambientales
derivadas de registros realizados en las estaciones meteoroldgicas préximas a los lugares
de muestreo se presentan en la Tabla 4. Tanto la proporcion de trampas positivas como la
abundancia en trampas positivas se asociaron negativamente y de forma consistente con
la HR media de mayo-octubre y la velocidad maxima del viento de mayo-octubre vy
noviembre-abril (Tabla 4). De modo similar, se observaron asociaciones negativas entre la
proporcion de trampas positivas y la velocidad maxima anual y la maxima y media del
viento entre noviembre y abril y la precipitacion maxima anual, y entre la abundancia en
trampas positivas y la temperatura maxima absoluta entre mayo y octubre. En cambio, la
HR mdxima en noviembre-abril se asocié positivamente con la abundancia de flebotomos

(Tabla 4).
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Tabla 3. Porcentaje de trampas con flebotomos y abundancia de flebotomos en trampas CDC positivas segun la la humedad relativa y la te mperatura en las

instalaciones el dia en que se recolectaronlas trampas

N

%

Intervalo

Variable Niveles P valor Distribucion de flebotomos en trampas positivas
trampas de
+vas Confianza
Hume dad (%) 19-40 19 84 | 11| 101 | 0.0012 78 2 10 65 151 232 | 0.0000
41-50 50 741 12 86 26 1 3 15 36 225
51-60 28 75| 13 91 26 1 3 9 33 151
61-70 33 64| 14 80 6 1 2 3 9 23
71-86 35 371 15 53 4 1 2 3 4 11
Temperatura (°C) 14-20 34 38| 10 551 0.0018 9 1 3 5 13 23| 0.7455
21-22 19 63| 11 85 16 1 3 4 14 86
23-24 31 65| 12 81 20 1 5 10 23 151
25-26 22 91| 13| 103 18 1 2 8 38 65
27-28 23 70| 14 88 42 1 5 11 53 225
29-30 16 63| 15 86 33 2 2 6 38 151
31-33 20 8| 16| 101 50 1 2 11 76 232

115



1.13.5. Relacién bivariante entre la abundancia de P. perniciosus en las trampas CDC vy el

uso de la tierra, el suelo y los tipos de suelo

Después de excluir las asociaciones significativas entre el porcentaje de trampas
positivas y abundancia de P. perniciosus y los usos de la tierra, tipos de suelo y tierra
presentes en cantidades comparativamente pequefias (por ejemplo, zonas urbanas vy
bosques de coniferas), y aquellas en las que no se observd una tendencia positiva o
negativa consistente con la abundancia de P. perniciosus, los resultados obtenidos se
podrian resumir de la siguiente forma. El porcentaje de trampas positivas y abundancia
fue mayor en areas con cantidades moderadas o grandes de tierra cultivable no irrigada,
vegetacion escasa y suelos arenosos en comparacidon con areas con poca O nhinguna
cantidad de estos tipos de tierra (Tabla 5). La proporcién de trampas positivas se asocid
positivamente con los suelos de fluvisoles y la abundancia se asocié negativamente con

los suelos coluviales y positivamente con los xerosoles petrocalcicos (Tabla 5).
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Tabla 4. Porcentaje de trampas CDC con P. perniciosus y abundancia en trampas positivas segun variables climaticas obtenidas de las estaciones

meteoroldgicas.

. Nu. % Distribucion de flebotomos en trampas positivas
Variable Niveles trampas | trampas 95% IC P valor
(% rango)
+vas
Media | Min 25% | mediana 75% 100% P valor
Humedad Relativa (%)
57.8-59.0 60 75 64 86 0.0019 53 1 10 17 50 203 <0.0001
59.1-61.3 86 63 53 73 22 1 3 7 18 214
Media Mayo-Octubre 65.5-74.3 38 39 24 55 2 1 1 1 2 5
84.4-87.0 31 52 34 69 0.0567 3 1 1 2 5 10 0.0009
Mixima Noviembre-Abril 87.1-88.0 39 67 52 81 17 1 3 6 18 88
88.1-90.0 62 53 41 66 22 1 2 7 15 214
90.1-93.1 52 75 63 87 35 1 3 13 38 203
36.7-38.0 37 81 68 94 0.0027 44 1 11 21 49 203 <0.0001
38.1-41.0 71 62 51 73 13 1 2 7 11 88
41.1-43.0 38 66 51 81 25 1 3 5 19 214
Minima anual 43.1-51.2 38 39 24 55 2 1 1 1 2 5
Velocidad del viento (m/s)
8.0-8.3 82 76 66 85 0.0001 32 1 4 12 31 214 <0.0001
8.4-8.7 40 70 56 84 19 2 5 10 17 88
8.8-9.2 24 38 18 57 2 1 1 2 3 5
Maxima Mayo-Octubre 9.3-104 38 39 24 55 2 1 1 1 2 5
9.7-10.3 53 75 65 86 0.0000 22 1 3 7 18 214 <0.0001
10.4-11.0 61 75 64 87 37 1 10 17 42 203
11.1-11.8 24 43 29 58 3 1 1 2 4 14
Maxima Noviembre-Abril 11.9-12.4 46 33 14 52 2 1 1 2 2 4
8.9-9.3 53 75 64 87 0.0005 24 1 3 7 23 214 <0.0001
9.4-9.8 61 72 61 83 34 1 9 16 37 203
9.9-10.5 24 46 26 66 4 1 1 3 5 14
Maxima anual 10.6-11.1 46 41 27 56 2 1 1 2 2 5
0.8-1.6 54 76 65 87 0.0048 24 1 3 8 22 214 0.2488
1.7-2.4 106 60 51 70 24 1 2 9 21 203
Media Noviembre-Abril 2.5-3.3 24 38 18 57 4 1 2 3 5 14
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Tabla 4. Continuacion

Variable Niveles No. % trampas 95% IC P valor Distribucion de flebotomos en trampas positivas
(% rango) | traps +vas
Media | Min. 25% | mediana 75% 100% P valor
Precipitaciones (mm)
Maximo anual 12.4-13.0 77 69 58 79 0.0057 22 4 9 18 214 <0.0001
13.1-14.0 69 67 56 78 30 3 11 31 203
14.1-15.2 38 39 24 55 2 1 1 1 2 5
Temperatura (°C)
Maximo absoluto Mayo- 32.4,34.0 67 63 51 74 0.7130 32 1 2 13 35 203 0.0007
Octubre 34.1,35.0 78 64 53 75 23 1 3 9 19 214
35.1,36.8 39 56 41 72 4 1 1 3 5 10
Maximo Mayo-Octubre 24.1,25.0 37 81 68 94 0.0046 44 1 11 21 49 203 0.0000
25.1,26.0 78 50 39 61 12 1 2 3 9 88
26.1,27.3 69 65 54 76 17 1 1 5 15 214
Maximo absoulto anual 26.7,28.0 37 81 68 94 0.0022 44 1 11 21 49 203 0.0022
28.1,29.0 77 49 38 61 18 1 2 4 14 214
29.1,30.0 31 77 63 92 19 1 4 9 21 88
30.1,31.6 39 56 41 72 4 1 1 3 5 10
Maximo anual 18.8,20.0 53 72| 60| 84| 0.08386 36 1 6 15 38 203 | <0.0001
20.1,21.0 47 68 55 81 18 1 5 10 18 88
21.1,22.0 45 49 34 63 24 1 1 2 12 214
22.1,22.4 39 56 41 72 4 1 1 3 5 10
Minimo absoluto Noviembre- -3.3,-2.0 48 70 59 80 0.0101 31 1 5 14 32 203 0.0000
Abril -1.9,1.0 22 71 55 87 37 1 12 34 62 88
1.1,2.0 25 66 51 81 25 1 5 8 18 214
2.1,2.7 19 41 27 56 2 1 1 1 3 10
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Tabla 5. Porcentajede trampas CDC con P. perniciosus y abundanciaentrampas positivassegunel uso delatierra, el sueloy los tipos desuelo.

Variable Niveles Nu. % Intervalo | Pvalor Distribucion de flebotomos en trampas positivas
(% rango) Trampas | trampas de
+vas confianza
95- | 95+ Media | Min. |25% | mediana | 75% | 100% | P valor
Uso dela tierra
Tierra cultivable 00_04 147 57 24 65| 0.0267 16 1 2 5 13 214 | <0.0001
noirrigada 10_35 23 83 25 98 42 1 12 17 52 203
62_73 14 79 26| 100 37 3 8 12 40 141
zonas con escasa 0-4 169 59 27 67 | 0.0196 22 1 2 5 17 214 | 0.0952
vegetacion 23-53 15 93 28 | 106 26 1 7 11 40 88
Playas, dunas, 0 176 60 29 67 | 0.0249 21 1 2 5 17 214 | 0.0038
arena 18 8 100 30| 100 42 9 14 38 65 88
Tipos de suelo
Coluvial 0-6 130 65 32 73 | 0.4048 28 1 3 9 31 214 | 0.03453
24-51 23 61 33 81 10 1 3 5 14 39
81-100 31 52 34| 69 6 1 1 3 5 26
Tiposde terreno
Fluvisol 00_01 123 55 36 64 | 0.0111 20 1 2 5 17 203 | 0.2015
14 28 15 60 37 85 23 1 1 8 10 141
72100 46 80 38| 92 27 1 5 9 26 214
Xerosoles 00_00 107 60 39 69 | 0.5642 16 1 2 5 11 214 | 0.0036
petrocélcicos 02_09 16 56 40 81 14 1 1 10 17 57
72_100 61 67 41 79 34 1 5 13 36 203
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1.13.6. Relacién bivariante entre la abundancia de P. perniciosus en trampas CDC, su
distancia a superficies y planas y las caracteristicas de los edificios, y los animales y su

manejo

La proporcidon de trampas positivas y abundancia de flebotomos en las trampas
positivas fue mayor en edificios antiguos, pequefios y poco desinfectados, con paredes de
piedra o ladrillo sin enlucir (Fig. 25, C) y techos tradicionales hechos de cafia y yeso,
madera o ladrillos (Tabla 6). Estos edificios pertenecian principalmente a establos
ganaderos de gran antigliedad con pequefios almacenes donde se encontraban los aperos
de labranza antiguos sin utilidad, instalaciones descuidadas llenas de telarafias, lugares
con polvo y instalaciones con los exteriores recubiertos de matorrales a su alrededor.

Varios ejemplos quedan reflejados en la figura 25.

Figura 25. Ejemplos de las distintasinstalaciones dondese colocaronlastrampas:A)instalaciéon de Beagles
perteneciente a la Granja de Veterinaria de entre 2-20 afios de antigliedad B) Rehala de perros en Yecla,
Instalacién deladrillo enlucido deentre 2-20 afios de antigliedad C) Establo de ovejas de piedrasin enlucir
con mds de 100 afios de antigliedad situada en Archivel D) Perrera de ladrillo enlucido deentre 2-20 afios de
antigliedad situada en Campos de Rio E) Establo de ovejas de ladrillo enlucido de entre 30-50 afios de
antigliedad situado en Archivel.
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La abundancia de flebotomos también fue numéricamente mayor en edificios mal
ventilados con paja o lecho de tierra. Ni la proporcién de trampas positivas ni la
abundancia de flebotomos en las trampas positivas se asocio con las especies (ovejas y
perros) o el nimero absoluto o densidad de animales. Tampoco el uso de tratamientos
insecticidas afectd a la abundancia de los vectores, sin embargo, se observé una relacién
negativa entre el numero de desinfecciones de las distintas instalaciones con el porcentaje

de trampas positivas y abundancias encontradas del vector.

Por otro lado, la abundancia de flebotomos se asocié con la distancia de la trampa a
la pared siendo maxima en aquellas trampas localizadas a como mucho 20 cm de
distancia, pero la relacién no siguid una tendencia positiva o negativa respecto a la
densidad (Tabla 6). En la variable altura de la trampa no se observé relacion significativa

con el porcentaje de trampas positivas y tampoco con la abundancia de flebotomos.
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Tabla 6. Porcentaje de trampas con flebotomos y abundancia de flebotomos en trampas CDC positivas segun la posicién de la trampa, caracteristicas

estructurales, especies de animales y practicasdecria.

Variable Niveles N % trampas | Inervalode | P-valor Distribucion de flebotomos en trampas positivas
vas+ confianza
95- 95+ Mean | Min. | 25% median | 75% 100% | P value
2-20 40 63 a7 78 0.0240 4 1 1 3 5 9 <0.0001
Edad de |
_ eadderas 3050 | 100 58| 48| 68 26 1 3 0] 26| 225
instalaciones(afios)
>100 36 83 71 96 37 1 4 11 51 232
Cafiay yeso 30 83 70 97 0.0484 30 1 5 10 13 232 0.0250
Techo Ladrillo 47 77 60 95 46 2 4 10 44 225
interior/Estructura | Metal 22 60 a7 73 7 1 2 3 6 41
del techo Madera 2 50| 39 80 34 1 3 15| 51| 161
Hormigdn 55 53 39 67 20 1 1 9 23 151
Piedrasinenlucir 29 83 69 97 0.0004 45 1 4 16 56 232 0.0438
Ladrillosin 30 77 64 90 11 1 4 9 11 76
Estructura de la enlucir
pared
Ladrilloenlucido 100 58 48 68 23 1 2 5 21 225
Piedraenlucida 8 13 0 35 1 1 1 1 1 1
Lecho de los Hormigon 69 61| 49 72| 0.5619 15 1 2 6 11| 151 0.0384
animales Paja/ tierra 107 66 57 75 29 1 3 10 26 232
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Tabla 6. Continuacidn

Variable Niveles N % Inervalode Distribucion de flebotomos en trampas positivas
trampas confianza P-valor
vas+

95- 95+ Media | Min. | 25% | mediana | 75% | 100% | P valor

Volumen de las 16-209 | 45 82 71 93 | 0.0020 34 1 3 11 41| 232| 0.0021
instalaciones (m?) 238477 | 61 49 37| 62 21 1 1 2 6| 225
525-10000 | 70 66 55 77 18 1 3 9 15| 151

Volumen de 1-9| 60 80 70 90 | 0.0071 16 1 3 6 11| 161 | 0.0011
instalaciones(m?®)/ 10-29 | 77 56 45 67 19 1 2 4 13| 225
Area abierta (m?) 52-125| 39 56 nl 7 51 1] 12 30| s8] 232

Desinfeccién 02| 76 79 70 88 | 0.0179 22 1 3 10 20| 161 | <0.0001
annual de las 3-8 61 61 48 73 47 1 8 17 55 232
instalaciones 24365 | 39 56 41| 72 4 1 1 3 5 9

Especie animal Perros | 78 60 49 71| 0.3771 21 1 2 6 22| 151 0.2484
principal Ovejas | 114 68 59 76 28 1 3 9 20| 232

Densidad de 0.00-0.07 | 48 54 40 68 | 0.1219 15 1 3 5 12| 151 | 0.1418
animalses 0.08-0.18 | 59 63 50 75 33 1 3 12 26| 225
0.24-2.16 | 69 72 62 83 22 1 2 7 11| 232
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Tabla 6. Continuaciodn.

Variable Niveles N % Intervalode Distribucidn de flebotomos en trampas positivas
trampas confianza P-valor
+vas
95- 95+ Media | Min. | 25% | mediana | 75% | 100% | P valor
. <14 85 64 53 74 | 0.9219 13 1 2 5 10 151 | 0.0169
Densidad de
animales/area 6-14 46 63 49 77 31 1 4 11 27 225
abierta
21-480 45 67 53 80 36 1 2 2 51 232
. 0 69 74 64 84 | 0.0638 33 1 4 10 26 232 | 0.4928
Tratamiento
insecticida anual 1-3| 61 57 45 70 26 1 2 11 36 161
sobre los animales 517| 38 76 63| 90 17 1 3 8| 11| 9@
Distancia de la 50 135| 39 51 36 67 | 0.0173 44 1 3 20| 44| 225]| 03291
trampa al suelo (cm) 150 180 | 67 78 68 88 22 1 2 9 20| 161
190 225 78 63 52 74 22 1 3 9 17 232
Distrancia de la 20 115 68 59 76 | 0.7389 30 1 3 10 32 232 | 0.0304
trampa ala pared 30-60 30 63 46 81 15 1 2 3 8 161
(cm) 100-600 | 39 62 6| 77 20 1 2 10| 15| 92
Distancia minima de 30-50 81 72 62 81| 0.1852 35 1 3 11 40 232 | 0.1211
latrampa a los 103 17
animales (cm) 100-400 61 52 71 1 3 6 15 151
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1.13.7. Relacién multivariante entre la abundancia de P. perniciosus y las variables

ambientales estudiadas

La distribucion de la abundancia de P. perniciosus se ajustaron adecuadamente a
una distribucién binomial negativa tipica (P > 0,05). El modelo mas parsimonioso del Tipo |
(con datos de temperatura y HR del interior del edificio), incluyé una variable que
combinaba la temperatura y la HR, la velocidad media maxima del viento entre mayo y
octubre y la edad del edificio donde se colocd la trampa (Tabla 6). Las tasas de incidencia
(Incidence rate ratios: IRR) fueron mayores para los niveles de HR mas baja (19-40%) y de
temperatura mas alta (27-33°C), y disminuyeron con el aumento de la HR, alcanzando el
maximo para una HR > 60% y temperatura < 22°C. Ademds, la IRR se asocid
negativamente a la velocidad del viento y positivamente a la edad de los edificios, siendo
maxima en los de mds de 100 afios de edad (Tabla 7). No fue posible obtener un modelo
tipo | que incluyese ademas el edificio como efecto aleatorio.

Tabla 7. Tasas deincidenciadeun modelo de distribuciéon binomial negativa delarelacionentrelos conteos
de flebdtomos de P. perniciosus de las trampas CDC y la humedad relativa interior combinada (% RH) y la
temperatura (T), velocidad maxima del viento de mayo a octubre y edad de construccion.

Variable Niveles Rate Intervalo de confianza P-valor
ratio
19-40;27-33 | 1.00 - - -
19-40;22-26 | 0.52 0.24 1.10 0.087
41-60;22-26 | 0.45 0.22 0.93 0.032
% RH; T(2C) 41-60;27-33 | 0.43 0.19 0.99 0.048
61-79;16-21 | 0.10 0.05 0.22 0.000
61-79;22-26 | 0.16 0.06 0.43 0.000
61-79;27-33 | 0.24 0.07 0.89 0.033
9.2-10.4 1.00 - - -
Velocidad del viento
L. 8.0-8.6 | 6.55 2.57 16.72 0.000
maxima (m/s)
8.7-9.1 1.90 0.52 6.98 0.332
0-10 | 1.00 - - -
Edad de las
. . - 30-50 | 3.45 1.57 7.57 0.002
instalaciones(afios)
>100 | 4.98 2.12 11.71 0.000
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Entre los modelos Tipo Il, el de AIC mas bajo indicé que la abundancia de flebotomos

estaba negativamente asociada con la precipitacion, la temperatura maxima y la velocidad

media maxima del viento entre mayo y octubre. El elevado valor de |la desviacion tipica de

la variable aleatoria “edificio” revelé una amplia variabilidad entre edificios en los que se

colocaron las trampas, aunque como se deduce del bajo valor de la desviacién en la

variable aleatoria “semanas”, |a variabilidad entre edificios permanecié constante durante

el estudio (Tabla 8).

Tabla 8. Estimaciones de un modelo de distribucidn Binomial Negativa multinivel en el que se
observalarelacion entre laabundanciade P. perniciosus entrampas CDCy variables ambientales,
incluyendo precipitacién de mayo aoctubre (Il) y lamedia de temperaturamaxima (T2) y velocidad

delviento.
Variable Estimacidn Error P-valor
estandar

Modelotipo Il
Componentesfijos

Interseccion 44.8144 6.9262 0.000

Precipitacion -0.1540 0.0604 0.010
Temperatura maxima (°C) -1.0543 0.2056 0.000
Velocidad de viento maxima -1.3134 0.2405 0.000
(m/s)

Efectos aleatorios

Desviacion estandar

localizacion (interseccion)

0.8566

Semana (pendiente)

0.0068
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1.14. Estudio de la prevalencia de infeccion de L. infantum en fauna silvestre del

sureste de Espaina

1.14.1. Porcentaje de animales rtPCR positivos y distribucion de los valores de Ct

La Tabla 9 presenta el porcentaje de los animales del estudio que fueron rtPCR-
positivos (prevalencia) en piel y érganos. La prevalencia global considerando como
infectados los animales rtPCR-positivos en piel y/o dérganos fue 32% (64/202) y segun la
especie fue 45% en zorros, 30% en conejos y gardufias, 0% en ratas negras y oscilé entre el
0-100% en especies minoritarias incluyendo tejones, gatos monteses, lobos, mapaches,

jinetas y liebres (Tabla 9).

En total se analizaron 431 muestras de tejido de los 202 animales y el porcentaje de
muestras rtPCR-positivas fue 16% (68/431) y dependiendo del tejido fue 19% (32/168) en
piel, 17% (33/190) en bazo, 4% (3/69) en higado y 0% (0/4) en ganglio linfatico. Sin
embargo, la concordancia entre los resultados de la rtPCR segun el tejido fue bajay sdlo el
8% de los animales positivos a la rtPCR resultaron positivos tanto en muestras de piel
como de drganos (bazo o higado). Entre los conejos y zorros de los que se obtuvieron
muestras de piel y érganos, la proporcion de muestras de piel y érganos rtPCR-positivas
fue de 20/3 para los conejos y de 4/16 para los zorros, respectivamente, lo que indica que
los conejos tuvieron mayor probabilidad de ser positivos en la piel que en los érganos y lo
contrario en el caso de los zorros (p<0,05). Globalmente, el porcentaje de animales rtPCR-
positivos en uno, dos o tres tejidos diferentes fue del 31%, 35% y 27%, respectivamente

(p>0,05).

Los ciclos umbrales de rtPCR en las muestras positivas oscilaron entre 10 y 38, y el
21% de las muestras tuvieron valores de Ct superiores a 35 lo que indica una baja carga
parasitaria (Tabla 9). No hubo diferencias significativas en la mediana de Ct entre animales
o tejidos, aunque solamente se observaron valores de Ct inferiores a 30 en zorros, conejos

y ratones de campo (Tabla 9).
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Tabla 9. Porcentaje de L. infantum rtPCR positivos y distribucién de medianas de Ct (rango) en carnivoros silvestres, lagomorfos y roedores del sudeste de Espafia entre

los afios 2013-2017.

Especie Todos los tejidos Piel Organos
N % +vos. | 95% ClI ValorCt % +vos. 95% Cl ValorCt N % +vos. | 95% Cl | ValorCt

Conejo? 80 30 20-40 32 (26-37) 80 26 17-36 32(26-37) | 80 5 0-10 32 (26-37)
Zorro ® 69 45 33-57 33 (10-38) 45 9 1-17 30(20-36) | 69 39 28-51 33 (10-38)
Raton campo ¢ 16 19 0-38 22 (22-23) 15 20 0-40 28 (25-29) | 15 20 0-40 22 (21-23)
Garduiia 10 30 2-58 34 (34-38) 7 14 0-40 34 (34-34) | 10 20 0-45 34 (34-38)
Rata negra®© 10 0 - 8 0 - 10 0 0 -
Tejonf 6 0 - 6 0 - 4 0 0 -
Gato montésé 4 25 0-67 36 (36-36) 2 50 0-100 36 (36-36) 4 0 0 36 (36-36)
Lobo Ibérico " 3 33 0-87 35 (35-35) 3 33 0-87 35 (35-35) 0 - - -
Mapache 2 0 0 - 0 0 0 - 2 0 - -
Gineta! 1 100 100 32 (32-32) 1 100 100 32 (32-32) 0 - - -
Liebre ibérica* 1 0 0 - 1 0 0 - 1 0 - -
Total 202 32 25-38 33 (29-38) 168 19 13-25 32 (20-37) | 195 18 13-24 33 (10-38)

aOryctolagus cuniculus, *Vulpes vulpes, “Apodemus sylvaticus, ‘Martes foina, “Rattus rattus, Meles meles, 8Felis silvestris, "Canis lupus, \Procyon lotor,’Genetta genetta,

kLepus granatensis
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1.15. Relacion entre la positividad a la PCRy las variables explicativas

La prevalencia de animales rtPCR-positivos seguin la Comunidad Auténoma fue del

32% en la CARM, 33% en la CV y 0% en la CA (p>0,05) y varié significativamente entre las

principales zonas geoclimdticas de la CARM, oscilando entre 64% en la zona sur (S) y 10%

en el sureste (SE) de la region (p<0,05) (Tabla 11; Fig. 26).

Mediterra@
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® Foxes
A Rabbits PCR-negative
< Other animals

® Foxes

A Rabbits PCR-positive
<+ Other animals

K‘ Zonal Definition

N

-

20 Km

Figura 26. Distribucién deanimales silvestres positivosy negativos a la infeccién de Leishmania infantum

La disparidad en la prevalencia en la CARM obedecié a claras diferencias

ambientales entre las zonas estudiadas. La prevalencia en zorros y conejos, las especies

mas abundantes y ampliamente distribuidas, aumentd con la altitud y disminuyo con la

precipitacion, HR, temperatura y velocidad media maxima del viento de mayo a octubre

(Tabla 12).
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Ademads, se observaron diferencias en la prevalencia segln la estacién de afio y el
sexo de los animales y fue maxima en invierno y minima en primavera (p<0,05), y
marginalmente mayor en las hembras que en los machos (p<0,10). Por el contrario, la
prevalencia no se asocid significativamente a la edad, peso y condicién corporal de los

animales (p>0.05) (Tabla 11).

El modelo de regresién logistica confirmd la asociacién independiente de la
positividad a la rtPCR en la CARM y la zona geografica, estaciény especie hospedadora. El
riesgo de infeccidn fue significativamente mayor en los animales del sur que en los del
sureste, en los capturados en invierno en comparacion con la primavera y en zorros y

gardufias en comparacion con roedores (Tabla 10).

Tabla 10. Estimaciones del modelo de regresidn logistica multivariable de la relacién entre el estado de
Lertmania infantum rtPCR y las variables ambientales y lasespecies animales.

Variable Niveles rtPCR 95- 95+ P- valor
Odds ratio
Sureste 1
Zonas geogrificas de Central 5.64 0.72 4434 0.1003
la CARM Norte 2.87 0.32 25.50 0.3434
Oeste 3.35 0.36 31.01 0.2872
Sur 10.10 1.52 67.06 0.0166
Primavera 1
. Otoflo 1.79 0.34 9.47 0.4923
Estacion Verano 401| 064 2534 0.1396
Invierno 5.14 1.30 20.28 0.0195
Roedores 1
Zorros 6.87 1.19 39.63 0.0312
Especies silvestres Gardufia 10.31 0.46 233.72 0.1428
Lagomorfos 5.38 0.43 67.44 0.1920
Otros carnivoros 3.71 0.52 26.58 0.1924
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Tabla 11. Prevalencia (rtPCR) de L. infantum (95% Cl) en fauna silvestre del Sureste espafiol en basea las variables independientes.

Variable niveles Animales Zorros Conejos Garduiias Ratén de campo
No. %+ves. No. % +ves. No. % +ves. No. % +ves. No. % +ves.

CARM 188 32 (25-39) 62 47 (34-59) 80 30 (20-40) 5 20 (0-55) 16 19 (0-38)
Region? cv 12 33 (7-60) 7 29 (0-62) - 3| 67(13-100) 0 -
A 2 0 0 - 0 - 2 0 0 -
Central 71 31 (20-42) 15 47 (21-72) 15 53 (28-79) 4 25 (0-67) 14 21 (0-43)
Zonas Sureste 60 10 (2-18) 13 15 (0-35) 47 9 (1-16) 0 - 0 -
CARM Sur 37 65 (49-80)** 19 63 (41-85) 18 | 67 (45-88)** 0 - 0 -
Norte 10 40 (10-70) 9 44 (12-77) 0 1 0 0 -
Oeste 10 40 (10-70) 6 67 (29-100)* 0 0 - 2 0
Invierno 48 60 (47-74)** 33 58 (41-74) 9 78 (51-100) 0 - 5| 60(17-100)*
Estacion Primavera 30 17 (3-30) 8 25 (0-55) 0 1 100 8 0
Verano 10 60 (30-90) 6 83 (54-100) 0 0 - 1 0
Otofio 17 29 (8-51) 9 56 (23-88) 0 1 0 2 0
Sexo Machos 106 29 (21-38) 43 44 (29-59) 31 19 (5-33) 8 25 (0-55) 10 20 (0-45)
Hembras 85 35 (25-45) 21 43 (22-64) 43 42 (27-57)* 2 50 (0-100) 6 17 (0-46)
Edad Juveniles 22 50 (29-71) 19 58 (36-80) 0 - 2 0 0 -
Adultos 69 33 (22-44) 47 36 (22-50) 0 - 8 38 (4-71) 0 -
Peso Bajo 48 44 (30-58) 37 49 (33-65) 0 - 4 50 (1-99) 7 14 (0-40)
Optimo 40 33 (18-47) 27 37 (19-55) 0 - 4 25 (0-67) 9 22 (0-49)
Condicion | Bajo 26 31 (13-49) 20 35 (14-56) 0 - 3 33 (0-87) 0 -
corporal Optimo 25 44 (25-63) 19 47 (25-70) 0 - 2 50 (0-100) 0 -

IRegion de Murcia (CARM), Comunidad auténoma de Valenciana (CV) and Comunidad auténomade Andalucia (CA)

* p<0.10, **p<0.05. el asterisco se coloco en la categoria con el mayor porcentaje.
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Tabla 12. Prevalencia de L. infantum en zorrosy conejos en la CARM segun la altitud, precipitaciones medias,|a humedad relativa, la temperaturay la velocidad

maxima del viento de mayo a octubre.

Variable Nivel N°de % +vos | 95% Cl p-valor
animales
5-54 49 10 2-19 | <0.0001
95-294 34 38 22-55
Altitud
343-736 36 56 39-72
802-1263 25 64 45-83
o 22.1-24.0 58 60 48-73 | <0.0001
Precipitaciones (mm) 24.1.25.9 a5 7 1730
% Humedad relatica(RH) 58.3-61.5 (RH1) 78 58 47-69 | <0.0001
61.7-67.5 (RH2) 65 12 4-20
Temperatura (C) 18.9-22.3 (T1) 55 58 45-71 | <0.0001
22.5-23.18 (T2) 88 24 15-33
RH1-T1 57 60 47-72 | <0.0001
% RH; T (°C)® RH1-T2 22 55 34-75
RH2-T2 64 11 3-19
7.3-8.4 36 53 36-69 | <0.0001
Velocidad maxima del viento (m/s) | 8.5-9.4 45 62 48-76
9.5-10.6 62 10 2-17

3Combinacion de Humedad relativa (RH %) y Temperatura(T)
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1.16. Estudio longitudinal de anticuerpos frente a la saliva de los flebotomos en perros

tratados con insecticida

1.16.1. Western blots de las proteinas salivares de P. papatasi y P. perniciosus

Se observd una marcada respuesta en el WB de los sueros seleccionados a las
proteinas recombinantes rSP32 de P. papatasi y rSPO3B de P. perniciosus (Figura 27), lo
gue confirmd su utilidad para detectar la exposicién natural de los perros a la saliva de
estas especies. A diferencia de la proteina rSPO3B, rSP32 mostré varias bandas tedidas, 2
bandas gruesas con pesos moleculares de 60 y 50 KDa aproximadamente en 2 de las tiras
positivas, mientras que en la otra tira positiva solo presenta la banda de 60 KDa. Ademads,

en las tres tiras se observé una banda positiva de 30KDa y en 2 de las tiras otra banda de

25KDa.

A) P. papatasi B) P. perniciosus
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Figura 27. Andlisis de Western blot del suero canino para la saliva de la especie P. papatasi (SGH) y la
proteina recombinante SP32 (A) y la saliva completa de P. perniciosus y la proteina amarilla SPO3B (B). (#)
mezcla de sueros caninos;(+) Sueros caninos positivosa la técnica ELISAanti-saliva; (*) suero caninoal inicio

del estudio (-) suero de perros negativos.

De igual modo y como era de prever, en los WB de los SGH de ambas especies se

observaron fuertes reacciones a proteinas con distintos pesos moleculares (Figura 27). En
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el WB de SGH de P. perniciosus la reaccion mas intensa fue con una proteina de un peso
molecular de 43 kDa, que se corresponde con la familia de “yellow-related proteins”. En el
caso del SGH de P. papatasi, los sueros caninos reconocieron principalmente proteinas de
peso molecular de 25 kDa a 50 kDa y sobre todo de 30 kDa correspondiente a la proteina

rSP32.

1.16.2. Densidad dptica de anticuerpos ELISA frente a las proteinas salivares de P. papatasi

y P. perniciosus

La distribuciéon de LODs no se ajustd a una funcién normal y la mediana (rango) de
LOD para los antigenos rSP32 y SGH de P. papatasi fue de 16 (0-55) y 11 (0-39),
respectivamente, y para los antigenos rSPO3B y SGH de P. perniciosus fue de 8 (0-43) y 10

(0-43), respectivamente.

En relacidn con los niveles pre-exposicion, los LODs aumentaron (el doble o mas)
durante el estudio excepto en tres perros para el antigeno rSP32 de P. papatasi, en un
perro para el antigeno SGH de P. papatasi y en dos perros para el antigeno rS032B de P.
perniciosus. Se detectd un claro patrén estacional en la mediana de los LODs con
diferencias significativas entre los tres grupos de exposicion a flebotomos (APR14, JUN14 y
MAR15), particularmente en junio y julio de 2015, cuando los LODs fueron
significativamente mayores en los perros APR14 (segundo afio de exposicion a
flebotomos) en comparacion con los perros MAR15 (primer afo de exposicion a
flebotomos) (Tablas 13y 14). Los picos iniciales de LOD se observaron en junio de 2014 en
perros APR14, en octubre de 2014 en el caso de perros JUN14 y en junio de 2015 en los
perros MAR15. La mediana de LODs en perros APR14 y JUN14, disminuyd durante el
invierno 2014-15 y la primavera 2015. Las LOD volvieron a subir bruscamente en junio y
julio de 2015 para todos los antigenos y perros, excepto para rSPO3B de P. perniciosus en
el grupo JUN14 (sélo 3 perros) que permanecié bajo durante el verano de 2015 (Tablas 13

y 14).
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Tabla 13. Distribucién temporal de la media (rango) enlos LOD de anticuerpos de perrocontra las proteinas salivales de P. papatasi segiinel grupode exposicion

Ao Mes rSP32 SGH
Grupo de exposicién’ Grupo de exposicion’
APRI14 JUN14 MARIS5 All APRI14 JUN14 MARIS5 All

2014 Abril 6(0-23) - - 6(0-23) 3(2-26) - - 3(2-26)
Junio 22 (5-41) 10(5-13) - 20 (5-41) 9(4-25) 5(2-5) - 8(2-25)
Octubre 17 (6-29) 25(0-27) - 20 (0-41) 10 (6-23) 7(4-7) - 10 (4-23)

2015 Abril 13 (0-31) 14 (1-27) 6(2-29) 11(0-31) 7(3-25) 4(3-6) 1(1-13) 6(1-25)
Mayo 13 (6-28) 23 (0-25) 6(4-33) 13 (0-33) 8(4-24) 5(3-5) 3(1-9) 6(1-24)
Junio 29 (5-50) 23 (0-26) 19 (2-39) 24 (0-50) 26(7-39) 9(8-10) 10 (2-14) 18 (2-39)
Julio 27 (9-51) 25(7-28) 11 (3-34) 24 (9-34) 22 (2-33) 11 (8-14) 13 (4-29) 16 (2-33)
Agosto 18 (0-42) 17 (0-24) 16 (2-32) 17 (0-42) 20 (3-36) 6(4-8) 10 (3-17) 13 (3-36)
Septiembre 21 (6-46) 17 (2-21) 13 (5-32) 18 (2-46) 16 (0-36) 6(4-9) 11(6-16) 15 (0-36)
Octubre 27 (4-49) 27 (5-33) 17 (8-35) 22 (4-35) 12 (0-34) 6(4-10) 10 (0-13) 10 (0-34)
Noviembre 24 (7-42) 23 (4-31) 9(0-33) 23 (0-42) 14 (4-31) 5(4-16) 7(2-19) 12 (4-31)
Diciembre 18 (3-39) 17 (4-17) 10 (0-55) 17 (0-55) 14 (4-22) 9(4-13) 6(4-16) 12 (4-22)

2016 Enero 14 (2-33) 17 (4-21) 8(5-22) 13 (2-33) 13 (7-24) 8(5-10) 11(8-14) 12 (5-24)
Febrero 14 (3-29) 15(3-20) 8(4-21) 13 (3-29) 11(5-22) 8(7-11) 14 (1-14) 11(1-22)
Marzo 13 (6-24) 11(5-22) 9(5-20) 13 (5-24) 14 (4-27) 11(7-21) 11(5-16) 13 (4-27)
Abril 11(5-25) 15(7-21) 11(4-22) 11(4-25) 16 (10-27) 13 (11-19) 11(2-20) 16 (2-27)

Total 17 (0-51) 17 (0-33) 10 (0-55) 16 (0-55) 12 (0-39) 7(2-21) 9(0-29) 11 (0-39)

1 Grupos de exposicions: APR14,JUN14 and MAR15, en base a elmomentode incorporaciénde los perros al estudioudy: April 2014, June 2014 and March 2015, respectivamente
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Tabla 14. Distribucién temporal de la media (rango) enlos LOD de anticuerpos de perrocontra las proteinas salivales de P. perniciosus segun el grupo de exposicion

Ao Mes rSP03B SGH
Grupo de exposicion’ Grupo de exposicion'
APR14 JUN14 MARI15 all APR14 JUN14 MARI15 all

2014 Abril 2(0-12) - - 2(0-12) | 3(1-9) - - 3(1-9)
Junio 9(0-21) 4(2-5) - 7(0-25) | 7(2-17) 4(3-5) - 7(2-17)
Octubre 14 (5-26) 6 (4-10) - 12 (4-26) | 12(6-39) 7(4-7) - 11 (4-39)

2015 Abril 5(0-12) 3(3-3) 5(5-22) 4(0-22) | 6(2-13) 4(2-7) 2(1-6) 5(2-13)
Mayo 12 (1-43) 3(1-4) 2(4-7) 6(1-43) | 12(5-37) 6(6-8) 3(1-8) 8 (1-37)
Junio 17 (2-39) 2(1-5) 9 (14-19) 11(1-39) | 19 (4-43) 7(5-7) 9 (3-18) 12 (3-43)
Julio 20 (1-38) 2(1-7) 5(10-20) 12 (1-38) | 18(3-38) 5(2-13) 7(4-27) 16 (2-38)
Agosto 12 (0-30) 1(0-12) 8(13-16) 12(0-30) | 14 (4-41) 5(3-11) 8(2-15) 12 (2-41)
Septiembre | 15 (2-32) 1(0-7) 5(16-24) 13(0-32) | 11(2-34) 6(2-15) 13 (1-33) 11(2-34)
Octubre 11(0-28) 2(0-10) 12 (14-20) 10 (0-28) | 16 (5-34) 4(3-12) 11(3-26) 15 (3-34)
Noviembre | 10 (0-33) 7(2-16) 7(11-19) 10 (0-33) | 14 (4-39) 5(4-17) 15 (0-26) 14 (0-39)
Diciembre | 11 (0-33) 1(1-12) 9(12-18) 11(0-33) | 13 (6-35) 6(3-11) 11 (2-16) 11(2-35)

2016 Enero 9(0-32) 6 (0-6) 4(5-7) 6(0-32) | 11(2-36) 4(3-10) 7(3-17) 10 (2-36)
Febrero 7(0-25) 1(0-9) 2(5-10) 6(0-25) | 10(4-31) 5(2-15) 9(0-11) 9(2-31)
Marzo 8(2-33) 7(3-13) 10 (11-13) 8(2-33) | 11(2-32) 7 (4-15) 5(0-18) 11(0-32)
Abril 12 (0-31) 9(0-13) 7(9-15) 11(0-31) | 13(7-27) 8 (5-18) 12 (10-16) 13 (5-27)

Total 10 (0-43) 3(0-16) 5(0-24) 8(0-43) | 11(1-43) 6(2-18) 8 (0-33) 10 (0-43)

1 Grupos de exposicions: APR14,JUN14 and MAR15, en base a elmomentode incorporaciénde los perros al estudioudy: April 2014, June 2014 and March 2015, respectivamente
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Se observd otro pico en la mediana de LOD entre septiembre y noviembre de 2015,
particularmente para el antigeno rSP32 de P. papatasi en todos los grupos (Tabla 13) y en
menor medida para el antigeno SGH de P. perniciosus en los grupos APR14 y MAR15
(Tabla 14). Las LOD en los dos grupos anteriores disminuyeron durante el invierno de
2015-16 y se observd un nuevo y ligero aumento en la mediana de LOD en marzo y abril

de 2016 para los antigenos de P. perniciosus (Tabla 14) y SGH de P. papatasi (Tabla 13).

Globalmente, la correlacién entre los LODs de los antigenos rSO3B y SGH de P.
perniciosus fue alta (rho=0,70; IC del 95%: 0,65-0,75), mientras que la correlacion entre los

antigenos de P. papatasi rSP32 y SGH fue sélo moderada (rho=0,46; 0,38-0,52).

1.16.3. Porcentaje de perros positivos a las pruebas ELISA frente a las proteinas salivares

de P. papatasiy P. perniciosus

Los valores de LOD que se tomaron como punto de corte de los ELISA para los
antigenos rSP32 y SGH de P. papatasi y rSPO3B y SGH de P. perniciosus fueron 29,3, 26,5,
22,2 y 8,6, respectivamente. De este modo, el porcentaje (IC 95%) de muestras positivas a
anticuerpos (seropositivas) a rSP32 y SGH de P. papatasi y rSPO3B y SGH de P. perniciosus
fue 14% (11-17%), 6% (4-8%), 8% (6-11%) y 57% (52-61%), respectivamente. De manera
similar, el porcentaje de perros seropositivos (seroprevalencia) para estos antigenos fue
de 53% (36-70%), 38% (21-54%), 31% (15-47%) y 94% (85-100%), respectivamente. Sin
embargo, la seroprevalencia difirié entre los grupos de exposicion a flebotomos y fue
significativamente mayor en los perros APR14 para todos los antigenos en comparacion
con otros perros. Por ejemplo, la seroprevalencia para rSP32 y rSP03B fue del 64% (44-
84%) y 41% (20-61%), respectivamente, para los perros APR14, y del 29% (0-62%) y 14%

(0-40%), respectivamente, para los perros MAR15 (p<0,05).
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Al igual que los LODs, la seroprevalencia canina fue estacional, especialmente en los
perros AP14 para todos los antigenos y para el antigeno SGH de P. perniciosus en los

perros MAR15 (Figura 28 y Figura 29).
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Figura 28. Distribucidn temporal del porcentaje (95% Cl) de perros seropositivos a la proteina recombinante de P. papatasi (rSP32)y el SGH segun los grupos de
perros expuestos AP14, JU14 y MA15 (los perros seincorporaronenel estudio: abril de2014,juniode 2014 y marzo de 2015, respectivamente)
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Figura 29. Distribucién temporal del porcentaje (95% Cl) de perros seropositivos a la proteina recombinantede P. perniciosus (rSP03)y el SGH segun los grupos
de perros expuestos AP14, JU14 y MAL5 (los perros se incorporaron en el estudio: abril de 2014, junio de 2014 y marzo de 2015, respectivamente)
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1.16.4. Relacién multivariable entre los LODs ELISAy el tiempo, edad y sexo

La Tabla 15 describe los resultados de un modelo de regresién lineal mixta que
investiga la cinética de anticuerpos frente a antigenos salivares en perros APR14, ajustado
a la edad del perro. No se incluyo el sexo del perro en el modelo ya que no se relaciond

significativamente con la LOD.

Los resultados confirman el aumento significativo de la LOD dos meses después del
inicio del experimento en junio de 2014, su disminucién durante el invierno 2014-15, el
nuevo aumento en la primavera-verano 2015 a niveles de mas del doble que los del
mismo mes del afio anterior y la caida mas leve durante el invierno 2015-16 (Tabla 15).
Ademas, la LOD media varié segun el antigeno y fue mas alta para rSP32 y mas baja para

rSPO3B.

Por ultimo, el modelo indicd una amplia variabilidad en la respuesta humoral de los
perros de modo que el 28% [(17.85/ (17.85+46.68))] x 100] de la variabilidad en la LOD se
asocié a diferencias entre los perros (Tabla 14). Por otra parte, se observé una elevada

autocorrelacion entre las LOD de muestreos sucesivos siendo el coeficiente de correlacion

Phi=0,43.
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Tabla 15. Estimaciones de un modelo de regresién lineal de efectos aleatorios de la
relacion entre los valores de LOD contra los antigenos salivales de P. papatasi y P.
perniciosus en perros APR14 (incorporados en el estudio en abril de2014).

Variable Nivel Valor Error Std. p-valor
Interceptacion 9.16 1.33
Efectos fijos

Abril - 2014 0.00

Junio 7.69 0.80 <0.0001
Octubre 9.76 1.02 <0.0001
Abril - 2015 341 1.26 0.0069
Mayo 9.59 1.30 <0.0001
Junio 17.61 131 <0.0001
Julio 15.95 1.32 <0.0001
Agosto 11.73 1.32 <0.0001

Mes-aiio

Septiembre 12.30 1.32 <0.0001
Octubre 12.65 1.32 <0.0001
Noviembre 12.12 1.32 <0.0001
Diciembre 9.94 1.33 <0.0001
Enero- 2016 8.42 1.39 <0.0001
Febrero 7.45 1.39 <0.0001
Marzo 9.39 1.38 <0.0001
Abril 10.57 131 <0.0001
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Tabla 15. Continuacién

Variable Nivel Valor Error Std. p-valor
P. papatasi rSP32 0.00
P. papatasi SGH -3.80 0.43 <0.0001
Antigeno
P. perniciosus rSP03B -6.94 0.43 <0.0001
P. perniciosus SGH -5.35 0.43 <0.0001
0.5-1.4 0.00
Edad de los perros | 1.5-2.4 0.70 0.84 0.5370
(aiios) 25-34 -1.01 1.07 0.4387
>3.4 -3.24 1.72 0.0998
Efectos aleatorios | Varianza
Perros 17.82
Meses <0.01
Residual 46.68
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DISCUSION
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Los trabajos realizados en esta tesis doctoral suponen un avance en el conocimiento de la
entomologia, epidemiologia y control en la Regidén de Murcia, y una referencia util para
otras zonas de la Cuenca Mediterranea. Se confirma la heterogeneidad espacial en la
distribucion del vector, estrechamente ligada a caracteristicas medioambientales
especificas, la importancia de la fauna silvestre como reservorio de L. infantum, la
correlacién espacial y temporal de la prevalencia de la infeccidn en zorros, conejos, perros
y personas y la abundancia del vector, y finalmente se describe el alcance de los
insecticidas para prevenir la infeccion en el perro, reservorio doméstico de infeccion. Para
facilitar la interpretacion de la informacién generada se ha considerado conveniente
estructurar este apartado segun los principales trabajos realizados, como se describe a

continuacion.

1.17. Estudio de la abundancia y distribuciéon de flebotomos en el ambito rural de la

Region de Murcia

En un trabajo reciente en el sur de Espaiia, en la provincia de Granada, en el que se
investigd la presencia/ausencia de P. perniciosus, la probabilidad de encontrar el insecto
aumentd con la altitud hasta los 769-1153 m, reflejando la asociacién positiva entre su
abundancia y la temperatura en este rango de altitud (Baron et al., 2011). De manera
similar, la abundancia de P. perniciosus fue minima en las zonas costeras y fue
incrementandose hasta alcanzar un maximo a 844-849 m (zona W, nivel de altitud mas
alto estudiado), excepto en la zona N situada a 536-794 m (zona N) donde fue menor. Este
resultado indica que por si solos, la altitud o la temperatura no son suficientes para
predecir la abundancia de los flebotomos en una zona. La HR, que se asocid
negativamente a la abundancia del vector, fue similarmente baja en las zonas N, Wy S
(265-352 m) lo que indica que tampoco ésta variable es suficiente para explicar las
diferencias de abundancia del insecto en estas zonas. Los modelos de abundancia
mejoraron mucho al incluir la velocidad maxima del viento, junto a la temperatura y HR,

porque la exposicidén al viento fue mds alta y variable en el N y SE (44-83 m). Los
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flebotomos tienen una limitada capacidad de vuelo (Alexander, 2000), y el viento fuerte
podria dificultar la entrada de éstos en los edificios e incluso generar corrientes dentro de

los edificios de animales, haciéndolos poco adecuados como lugares de cria.

El clima fue el responsable de la estacionalidad observada y las marcadas
fluctuaciones en la abundancia de flebotomos en corto periodo de tiempo. El gran
aumento observado en la segunda semana de Julio coincidid con una "ola de calor"
caracterizada por un fuerte aumento de la temperatura y una caida de la humedad
relativa y la velocidad del viento. Por lo que sabemos, no se he descrito con anterioridad
esta relacion con un fendmeno climatico tan tipico de los veranos mediterrdneos. Por otro
lado, un estudio en Israel asocié la apariciéon de un brote de virus del Nilo Occidental
transmitido por mosquitos, con una ola de calor estival con temperaturas minimas altas
(Semenza et al., 2009). Branco et al. (2013) describid también una elevada densidad de
flebotomos en el centro de Portugal asociada a la temperatura media mensual mas alta,
HR mads baja y ausencia de viento fuerte. En Florida en los Estados Unidos, también se
observd una relacién similar entre temperatura, la RH y la abundancia del flebotomo
Lutzomyia shannoni (Mann et al., 2010) y en otras regiones mediterraneas, la abundancia
de flebotomos se asocid a la ausencia de lluvia y baja HR (Galvez et al., 2010; Dantas-
Torres et al., 2014; Prudhomme et al., 2015). Si bien los estadios inmaduros de los
flebotomos requieren elevada HR para desarrollarse y los adultos son muy sensibles a la
desecacion (Volf et al., 2011), la baja HR podria favorecer la actividad de éstos ultimos

durante los breves periodos de actividad en busca de alimento.

La edad de los edificios de los animales donde se colocaron las trampas también se
asocio fuertemente con la abundancia de flebotomos, que fue maxima en los mas
antiguos, y podria indirectamente representar varios factores que afectan la supervivencia
del vector. El insecto es muy sensible a los desinfectantes e insecticidas, y éstos no se
emplearon frecuencia, excepto en las perreras mds modernas. Ademas, los edificios
viejos, con paredes de piedra y abundante acumulacion de materia organica se consideran

ideales para la cria y reposo de los flebotomos. También estaban mal ventilados, v el
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diéxido de carbono (COz) es un fuerte atrayente de las hembras de los flebotomos que
buscan sangre (Alten et al., 2015). Estos resultados son comparables con los obtenidos en
Marruecos por Guernaoui y Boumezzoough (2009) donde se asocia una mayor abundancia
de P. perniciosus con biotopos peridomésticos muy ricos en materia organica y bien
protegidos (establos de ganado). También se describieron mayores abundancias de
flebotomos en zonas urbanas de Turquia donde se encontraban los edificios histéricos en
ruinas y las grietas de las murallas junto con roedores o pequenos animales domésticos

proporcionaban un ambiente favorable para los fleb6tomos (Dancescoy Chadli, 1982).

A diferencia del clima, el papel del uso de la tierra y los tipos de suelo en la
abundancia de flebotomos no esta claro. Muchas de esas variables se asociaron con la
abundancia en el andlisis bivariante, pero en la mayoria de los casos, no se observé una
tendencia consistentemente positiva o negativa. Las excepciones fueron la asociacion
positiva entre la abundancia de flebotomos y el porcentaje de tierra con escasa
vegetacion y de cultivos de secano, asi como de suelo de xerosol petrocdlcico y coluvial.
Sin embargo, ninguna de estas variables se retuvo en el modelo multivariable final. Esto es
comprensible teniendo en cuenta la fuerte correlacion entre variables ambientales. La
amplia variedad de ambientes en los que P. perniciosus es endémico sugiere que su
densidad a escala geografica grande depende mas de las condiciones climaticas que de las
caracteristicas especificas y usos de la tierra. Esta conclusién, sin embargo, puede no ser
extensible a otras regiones y especies de flebotomos (Colacicco-Mayhugh et al., 2010).
Ademads, los modelos multinivel revelaron una considerable variabilidad entre distintos
lugares dentro de la misma zona lo que claramente indica que existen factores del
microhabitat no contabilizados en este estudio, que afectan a la densidad de P.

perniciosus.

La fuerte correlacién entre los registros de temperatura y HR interiores
(termohigrometros en los edificios) y exteriores (estaciones meteoroldgicas) permitieron
usar éstos Ultimos para modelizar la abundancia de flebotomos y permitiria generar y

validar mapas de densidad del vector a nivel regional e identificar dreas que requieren un
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estudio mas detallado. En estudios epidemioldgicos previos de Leishmaniosis en la Region
de Murcia, la seroprevalencia en perros y la prevalencia de personas PCR-positivas fueron
maximas en la zona S, minima en el N y variable en el SE (Pérez-Cutillas et al., 2015;
Goyena et al., 2016). El SE de Murcia abarca la zona costera y es climaticamente variable,
lo que podria asociarse a una elevada heterogeneidad en la distribucidn de flebotomos y
Leishmaniosis. En cualquier caso, en lItalia se han descrito focos de Leishmaniosis
asociados a P. perniciosus en zonas costeras (Rossi et al., 2007; Rossi et al., 2008). Parece
claro que es necesario realizar otros estudios entomoldgicos y epidemioldgicos en la zona
SE de Murcia, asi como en las zonas C y W donde la informacion sobre la prevalencia de

Leishmania y abundancia de flebotomos es incompleta.

El estudio entomoldgico se centrd principalmente en las capturas de trampas de luz
CDC, después de observar que las distribuciones de flebotomos en trampas adhesivas
eran similares, pero numéricamente inferiores. P. perniciosus fue la especie mas
abundante en ambos tipos de trampas. Las trampas de luz estdn especialmente indicadas
para capturar especies con elevado fototropismo, como las hembras de P. perniciosus
(Rossi et al., 2007). Por el contrario, en las trampas adhesivas las capturas son aleatorias
reflejando mejor la variedad de especies en un lugar que las trampas de luz (Alexander et
al., 2000). Sergentomyia minuta se alimenta de reptiles y no es particularmente
fototrépica y fue la especie dominante en la mayoria de los estudios en Espafia que
utilizaron trampas adhesivas (Galvez et al. 2010). Sin embargo, el nimero y abundancia
relativa de especies identificadas en el presente estudio fue con las trampas de luz fue
muy similar al de estudios realizados en el sureste Espafa hace 30 afios (Martinez-Ortega,
1985b; Martinez-Ortega et al., 1991). Segun sefalan estos autores las especies de
flebotomos menos frecuentes tienen habitats preferenciales mas estrechos y entre ellas,
P. papatasi, P. sergenti y P. alexandri serian mas frecuentes en zonas aridas (Martinez-
Ortega, 1985b). Si bien con el estudio realizado no es posible llegar a conclusiones
definitivas a este respecto, P. papatasi fue relativamente mas abundante en la zona C mas

arida y P. sergenti en la zona W, menos arida.
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A modo de resumen, este estudio confirma la presencia de flebotomos en la CARM,
incluidos los dos vectores de L. infantum en Espafa, P. perniciosus y P. ariasi, y
proporciona un analisis cuantitativo de su distribucién en relacion a variables ambientales.
Su abundancia es espacial y temporalmente heterogénea, fuertemente dependiente de la
temperatura, humedad relativa, lluvia, velocidad del viento y de factores
microambientales. Estos hallazgos pueden extrapolarse a otras regiones mediterrdneas
para mejorar el conocimiento de la dindmica de P. perniciosus y de la infeccion por L.
infantum. Ademas, los métodos de muestreo y andlisis utilizados en este estudio pueden
ser un modelo para realizar estudios similares en otras zonas lo que facilitaria la

comparacion entre distintas zonas geograficas.

1.18. Estudio de la prevalencia de L. infantum en fauna silvestre en el sureste de

Espafia

Se detectd la infeccién por L. infantum en zorros, conejos, ratones de campo,
gardufas, gatos monteses, lobos y jineta, lo que demuestra que el parasito estd presente
en una proporcién considerable de la fauna autdctona del sureste de Espafia. No
obstante, se observaron diferencias significativas en la prevalencia de la infeccién entre
las especies, las zonas geograficas y la época del afio en que se tomaron las muestras de
los animales. También se observaron diferencias con respecto a la localizacion de la

infeccidn, en la piel y en los érganos.

Todas las especies con resultados PCR-positivos a L. infantum se habian descrito con
anterioridad infectadas o positivas mediante técnicas moleculares (Quinell y Courtenay,
2009; Millan et al., 2014; Navea-Pérez et al., 2015). Con excepcién de algunos zorros,
conejos y ratones, los valores de Ct de las PCR positivas fueron altos, lo que indica que la
carga parasitaria fue baja. Esto es tipico de la fauna silvestre y posiblemente es
consecuencia de la presion evolutiva que ha facilitado la seleccion de animales capaces de
desarrollar una respuesta inmunoldgica eficaz frente al parasito (Tsakmakidis et al., 2017;

Tomassone et al., 2018). Ademads, la infeccion en la mayoria de los conejos se limitd a la
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piel como se ha visto en otros estudios (Garcia et al., 2014; Ortega et al., 2017), mientras
gue en zorros se encontrd principalmente en érganos y no en la piel. En perros con
infecciones subclinicas, el ADN del parasito se detecta tanto en piel como en drganos
(Chitimia et al., 2011). La visceralizacidon del parasito y el posterior desarrollo de la
enfermedad en perros y humanos esta regulada por la respuesta inmunoldgica del
hospedador (Baneth et al, 2008; McCall, 2013). Ni los conejos ni los zorros en este estudio
mostraron lesiones compatibles con Leishmania y las diferencias entre ellos respecto a la
ubicacién predominante del pardsito podria ser consecuencia de diferencias en la
respuesta inmunoldgica o de las cepas de L. infantum presentes en una y otra especie. El
tropismo tisular preferencial del pardsito también tiene importantes implicaciones

diagnodsticas en estudios epidemioldgicos de la parasitosis en zorros y conejos.

La prevalencia de L. infantum en la CARM, particularmente en zorros, fue maxima en
las zonas Sy W, intermedia en la Ny Cy minima en el SE, coincidiendo exactamente con la
abundancia del vector P. perniciosus en las zonas rurales de la RM, descrita
anteriormente. Estos resultados sugieren una correlacidon positiva entre la densidad del
vector y la prevalencia de L. infantum, y por lo tanto que la vigilancia entomolégica puede
ser un indicador util del riesgo de infeccion (Antoniou et al., 2013). Sin embargo, los
flebotomos pueden alimentarse de una amplia variedad de hospedadores con baja
susceptibilidad a la infeccion por L. infantum (Rossi et al, 2008; Jiménez et al., 2013;
Cotteaux-Lautard et al., 2016), lo que podria llevar a una situacién de elevada densidad
del vector, pero con una tasa de infeccion escasa o nula. Por ello, para evaluar el riesgo de
infeccion en una zona, ademas de la densidad de vectores es necesario considerar otros
factores como la tasa de infeccidn del vector y la densidad del hospedador con elevada

susceptibilidad a L. infantum.

La seroprevalencia de LCan y la prevalencia LHum analizada por PCR en individuos
asintomaticos de la CARM en estudios anteriores, fue también espacialmente
heterogénea y mayor en la zona S, lo que sugiere que se trata de una zona de alto riesgo

de L. infantum (Pérez-Cutillas et al., 2015; Goyena et al., 2016). La correlacién entre la
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prevalencia de infeccion de L. infantum en fauna silvestre, perros y humanos en otras
zonas de la CARM fue menor, probablemente debido a la variabilidad en la densidad de
vector y de infeccion a escala geografica a pequefia. Aun teniendo en cuenta estas
consideraciones, se podria concluir que globalmente, la prevalencia de L. infantum vy la
abundancia de vectores en la CARM es mdaxima en dreas situadas a 200 metros o mas
sobre el nivel del mar, con HR% y precipitaciones comparativamente bajas, temperaturas
en primavera-verano moderadamente elevadas y con bajas velocidades maximas de

viento (Pérez-Cutillas etal., 2015; Goyena et al., 2016).

Se observd una cierta estacionalidad en la prevalencia de L. infantum en zorros
siendo menor en la primavera que en otras estaciones. En un estudio anterior, la
prevalencia de perros PCR-positivos en la CARM fue también menor en primavera
comparado con el otofio (Chitimia et al., 2011). El periodo de actividad de P. perniciosus
en la CARM es de octubre a noviembre (Martinez-Ortega et al., 1987) y las tasas de
infeccién en el vector estudiadas en otras partes de Espafia, fueron maximas al final del
periodo de actividad (Gonzdlez et al., 2017b). Podria pensarse que algunos hospedadores
que se infectan en verano y otofio son capaces de eliminar el parasito completamente
durante el invierno cuando no estan sujetos a reinfecciones, y serian PCR-negativos en

primavera antes del comienzo de un nuevo periodo de transmision.

La correlacion espacio-temporal entre la prevalencia de L. infantum en fauna
silvestre, perros y humanos, y la abundancia de vectores no implica necesariamente que
los ciclos de transmision del parasito domésticos y selvaticos interactlen entre si. En este
sentido, el analisis genético comparativo de las cepas de L. infantum en los distintos
hospedadores es una herramienta util. Los andlisis de RFLP del ADN del kinetoplasto de las
cepas de los zorros del presente estudio realizados por Ortuiio et al., (2017), revelaron el
genotipo B, que es también el mas abundante en perros y humanos de la CARM (Ortuiio
et al., 2017) y en Marruecos (El-Hamouchi et al., 2017) y el segundo mas frecuente en
Portugal (Cortes et al., 2006). Este resultado sugiere que existe una conexion entre los

ciclos de transmision de L. infantum doméstico y selvatico en la CARM.
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El potencial de la vida silvestre para mantener la endemicidad de la infeccién por L.
infantum en ausencia de perros es un tema de debate (Tomassone et al., 2018). Un
estudio reciente en la isla de Montecristo en ltalia donde no hay perros, describio
infeccién natural en roedores silvestres (Zanet et al., 2014), y los experimentos de
xenodiagndstico han demostrado que varias especies, incluidos roedores, zorros y
lagomorfos, pueden transmitir facilmente el parasito al vector, indicando su potencial
para ser reservorios primarios de infeccion (Quinell y Courtenay, 2009; Molina et al.,
2012b; Jiménez et al., 2014). Desde un punto de vista ecolégico, son varios los factores
que sugieren que los zorros y los conejos son reservorios adecuados de L. infantum.
Ambas especies habitan en madrigueras que son lugares ideales para la cria y reposo de
los flebotomos. Los conejos son una especie de presa clave para la mayoria de los
depredadores del Mediterraneo, incluido el zorro (Cavallini y Volpi, 1996; Ferreras et al.,
2011). En el sudeste de Espafia los estudios de Martinez-Carrasco et al. (2007) mostraron
que los zorros viven en contacto cercano con conejos, compartiendo el mismo habitat.
Ademas, los zorros se han adaptado bien a ambientes antrépicos y tienen un ciclo diario
diurno-nocturno que coincide con la actividad vectorial (Lopez-Martin, 2010; Cancio et al.,
2017). Ademas, el oportunismo y capacidad de rastrear los alimentos desechados por
humanos y animales domésticos son un rasgo caracteristico del zorro. Ello facilitaria su
contacto con vectores del entorno doméstico, lo que afectaria a la dinamica de
transmisién de L. infantum, constituyendo un reto mdas de cara al control de la

Leishmaniosis en los paises mediterraneos.

1.19. Estudio longitudinal de anticuerpos frente a la saliva de los flebotomos en perros

tratados con insecticida

En el estudio realizado la mayoria de los perros expuestos de forma natural a P.
perniciosus y P. papatasi desarrollaron anticuerpos frente a la saliva de estos insectos, a
pesar de estar tratados correctamente con el insecticida tépico Advantix (Bayer®),

especificamente indicado para prevenir la LCan. Estos resultados concuerdan con los de
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los estudios experimentales que indican que la eficacia de los productos repelentes es de
alrededor del 90% cuando se aplica cada 3 semanas (Mencke et al., 2003; Mir6 et al.,
2007a). El mayor porcentaje de seropositivos y las densidades épticas (DO) mas elevadas
de anticuerpos en los perros del grupo APR14 que en los de JUN14 y MAR15, seria
consecuencia de la duracién del periodo de exposicion que fue 2 temporadas en el primer

casoy 1,5y 1, respectivamente, en los otros grupos.

Al no haberse utilizado un grupo control de animales no tratados, no fue posible
evaluar cuantitativamente la eficacia en la proteccién del producto. Sin embargo, fueron
relativamente pocos los perros que seroconvirtieron a las proteinas recombinantes de
ambos flebotomos y al SGH de P. papatasi a pesar de la larga exposicion. En un estudio
anterior de dos afos en el sur de ltalia, se encontraron niveles mucho mas altos de
anticuerpos contra P. perniciosus SGH y la proteina rSPO3B en perros no tratados
(Kostalova et al., 2015). Estos hallazgos y el hecho de que ningun perro se infectara
durante el primer afo, antes de la infeccidn experimental, sugieren que el tratamiento

preventivo fue efectivo.

El mayor porcentaje de muestras seropositivas a P. perniciosus SGH en comparacion
con otros antigenos podria reflejar una alta exposicion de los perros a P. perniciosus o
alternativamente, que el valor de corte utilizado en el ELISA para esta prueba fue
demasiado bajo. La especie P. perniciosus representd un 26% de las hembras capturadas
en la zona y es bien sabido que P. perniciosus es una especie con gran atraccion hacia los
canidos (Bongiorno et al., 2003). Los puntos de corte elegidos se basaron en los niveles
mas altos de anticuerpos antes de la exposicion y el del SGH de P. perniciosus fue
proporcionalmente menor que el de los otros antigenos, lo que cabe esperar que resulte

en una mayor seroprevalencia (Greiner y Gardner, 2000).

La respuesta humoral a las proteinas salivales de los flebotomos suele ser especifica,
aunque se han descrito reacciones cruzadas entre especies taxondmicamente cercanas,

aunque no entre P. perniciosus y P. papatasi, que pertenecen a subgéneros distantes (Volf
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y Rohousova, 2001). De manera similar, se demostré una leve reactividad cruzada entre P.
papatasi y P. sergenti (Rohousova et al., 2005; Martin-Martin et al., 2014). Es importante
sefialar que, en un estudio anterior, los sueros de perros expuestos a P. perniciosus no
mostraron reactividad cruzada con la proteina rSP32 o el extracto de glandula salival de P.

papatasi (Marzouki etal., 2015).

El estudio confirma la utilidad de la proteina recombinante rSPO3B de P. perniciosus
como un buen marcador para estimar la exposicién de los perros a esta especie. La
correlaciéon entre los anticuerpos frente a rSPO3B y a SGH de P. perniciosus fue alta,
coincidiendo con resultados de otros estudios (Drahota et al., 2014; Kostalova et al 2015,
Kostalova et al., 2017). Por otra parte, destacar que en el presente estudio fue la primera
vez que se evalud el comportamiento de la proteina recombinante rSP32 de P. papatasi
para detectar anticuerpos frente a la saliva de esta especie en perros. Las DOs del ELISA
fueron significativamente mayores que para el SGH de P. papatasi, pero ambos mostraron
una estacionalidad similar. La correlacion entre rSP32 y el SGH de P. papatasi fue
moderada y menor que en un estudio grande con sueros humanos de Tunez (Marzouki et
al., 2015). Se sabe que las respuestas humorales frente a proteinas salivares varian segun
la especie hospedadora (Lestinova et al., 2017); en el SGH de P. papatasi, los sueros
humanos reconocieron sobre todo una proteina de 30 kDa, mientras que en los sueros de
ratén la banda predominante fue la de proteinas de 42 kDa (RohousSova et al. 2005). El
antigeno rSP32 se selecciond originalmente utilizando sueros humanos (Marzouki et al.,
2012), pero el andlisis de WB con sueros caninos mostré una reaccion positiva y reveld
varias bandas tefidas con pesos moleculares ligeramente diferentes. Todas estas bandas
estarian relacionadas con la proteina SP32 de P. papatasi, correspondiendo posiblemente
a diferentes conformaciones de la proteina (Marzouki et al., 2012). En base a estos
resultados, se puede considerar que la proteina recombinante rSP32 es un candidato
adecuado para la valorar la exposicidn a P. papatasi en perros expuestos a esta especie de

manera natural.
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La distribucion temporal de los anticuerpos frente a la saliva de los flebotomos del
presente estudio es similar a la descrita en el trabajo de Kostalova et al. en perros en ltalia
(2015). En ambos casos destaca la marcada estacionalidad que es paralela a la abundancia
de flebotomos con un pico temprano en junio-julio y otro en septiembre, coincidente
también con el patron descrito 30 afios atrds por Martinez-Ortega et al (1987). Esto
sugiere que a mayor nuimero de picaduras mayor es la producciéon de anticuerpos. Sin
embargo, se observaron diferencias en la respuesta humoral entre el primery el segundo
ano de exposicion. Los anticuerpos desarrollados durante la primera temporada de
flebotomos en 2014 cayeron a niveles casi de pre-exposicién en el invierno de 2014-15,
indicando que la respuesta IgG dura menos de 12 meses. Este mismo efecto lo observd
Quinnell et al. (2018) en perros expuestos a flebotomos de forma natural y Hostomska et
al. (2008) y Vlkova et al. (2011) experimentalmente. Tras la re-exposicion a los flebotomos
en el verano de 2015, los niveles de IgG aumentaron rapidamente hasta casi el doble de
los del verano 2014 y aunque disminuyeron durante el invierno de 2015-16, las DOs se
mantuvieron comparativamente mas altas que el invierno de 2014-15. Este fendmeno es
compatible con la produccién de IgG especifica y duradera por parte de linfocitos de
memoria y células plasmaticas tras la re-exposicién a los antigenos salivales. Es poco
probable que la infeccidn experimental de los perros en 2015 afectara a la respuesta
humoral ya que la DO de anticuerpos en el grupo APR14 en 2014 (primer afio de
exposicion en este grupo) y en la de MAR15 (primer afio de exposicién en este grupo)

fueron similares.

Las razones de la variabilidad en los niveles de anticuerpos entre perros de los
mismos grupos de exposicién no obedecen una causa evidente. Kostalova et al. (2015)
describié un fenédmeno similar. Se ha visto que no todos los perros de un grupo expuesto a
flebotomos tienen la misma probabilidad de ser picados, que los flebotomos tienen
preferencias por algunos perros (Bongiorno et al., 2013). También podria estar
relacionado con diferencias entre perros en su tendencia a producir una respuesta

humoral a los antigenos salivales de los flebotomos. La respuesta de anticuerpos de
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ratones picados por P. perniciosus en condiciones experimentales varié significativamente
entre individuos, particularmente con respecto a la produccidon de IgG2, tipicamente
asociada con una respuesta inmunoldgica celular Thl (Martin-Martin et al., 2015). La
respuesta inmunoldgica del perro a L. infantum también estd tipicamente sesgada hacia
una respuesta predominantemente celular o humoral dependiendo de la genética de
animal (Baneth et al., 2008). Finalmente, se observd una asociacion negativa entre los
niveles de anticuerpos y la edad del perro; se podria especular que los flebotomos tienen
mayor atraccion por perros mas jévenes o que hay diferencias de edad con respecto a la

respuesta humoral a las picaduras de flebotomo.

En resumen, el estudio indica que los perros tratados preventivamente con pipetas
Advantix (Bayer®) y expuestos naturalmente a P. perniciosus y P. papatasi desarrollan
anticuerpos especificos contra las proteinas salivales del insecto y que los anticuerpos de
los perros en la CARM siguen un patrén estacional tipico de los flebotomos locales, con
picos en junio-julio y septiembre-octubre. Sin embargo, el porcentaje relativamente bajo
de perros seropositivos en las pruebas de proteinas recombinantes especificas de P.
perniciosus y P. papatasi sugiere que el tratamiento evitdé en gran medida las picaduras de

flebotomo, lo que confirma la utilidad de los productos para la prevencion de Canl.
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CONCLUSIONES
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Primera

La variedad de especies de flebotomos de la CARM incluye al menos 8 especies de
flebotomos (Diptera: Psychodidae) entre las que destaca por ser el mas abundante
Phlebotomus perniciosus, el principal vector de Leishmania infantum en la Peninsula
ibérica, ademas de P. ariasi, P. longicuspis, P. sergenti, P. papatasi, P. ariasi, P. alexandri y

Sergentomyia minuta.

Segunda

El vector abunda en el ambito rural en colectivos de animales. Sin embargo, su abundancia

es estacional y espacialmente heterogénea dependiendo a escala geografica grande de la

temperatura, la humedad relativa y velocidad del viento, y localmente de factores

microambientales como el manejo y las caracteristicas de los edificios de los animales.

Tercera

La infeccion por L. infantum es endémica en carnivoros, lagomorfos y roedores silvestres

de la CARM, constatandose una elevada prevalencia en zorros (Vulpes vulpes) y conejos

(Oryctolagus cuniculus).

Cuarta

L. infantum tiene un tropismo preferencial por la piel en los conejos y los érganos en los

zorros y esto debe de tenerse en cuenta de cara a maximizar la sensibilidad del

diagnostico de la infeccidn.
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Quinta

La distribucion espacial y temporal de la Leishmaniosis en zorros y conejos es heterogénea
y se relaciona con la abundancia del vector y la prevalencia de infeccién en perros y

humanos.

Sexta

El hecho de que la prevalencia de leishmaniosis en fauna silvestre, perros y humanos
coincida espacialmente y de que compartan una cepa de L. infantum con el mismo

genotipo sugiere que comparten un ciclo de transmisién del pardsito.

Séptima

Para mejorar las estrategias de control de la leishmaniosis es importante tener en cuenta
la heterogeneidad en la distribucion espacial y temporal del vector y la Leishmaniosis y la

presencia de infeccién en la fauna silvestre.

Octava

El insecticida tdpico Advantix (Bayer®) no evita completamente las picaduras de los
flebotomos P. perniciosus y P. papatasi en perros expuestos naturalmente, aunque
probablemente reduce el riesgo de padecerlas y de infeccién con L. infantum y por tanto

suempleo es util en el control de esta parasitosis.

Novena

La proteina recombinante rSP32 (Genbank ac. JX411944) es un antigeno valido para

evaluar la exposicién del perro a P. papatasi.
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CONCLUSIONS
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First

At least eight sandlfy (Diptera: Psychodidae) species are present in Murcia Region among
which the most abundant is Phlebotomus perniciosus, the main vector of Leishmania
infantum in the lberian Peninsula, and other species included P. ariasi, P. longicuspis, P.

sergenti, P. papatasi, P. ariasi, P. alexandri and Sergentomyia minuta.

Second

Vector abundance is high in rural areas specifically in farm animal enclosures. However, its
seasonal and spatially heterogeneous depending on large geographical scale, on
temperature, relative humidity and wind speed, and locally on micro environmental

factors such as animal husbandry practices and buildings characteristics.

Third

L. infantum infection is widespread in carnivores, lagomorphs and wild rodents in the

Region of Murcia, and its particularly high in in foxes (Vulpes vulpes) and rabbits

(Oryctolagus cuniculus).

Fourth

L. infantum has preferential tropism for the rabbit’s skin and red fox’s organs and this

must be taken into account to maximize diagnostic sensitivity.
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Fifth

The spatial and temporal Leishmaniosis distribution in red foxes and rabbits is
heterogeneous and related to vector abundance and the prevalence of L. infantum

infection in dogs and humans.

Sixth

The fact that prevalence. Infantum prevalence in wildlife, dogs and humans coincide
spatially and share the same strain genotype suggest a common parasite transmission

cycle.

Seventh

To improve Leishmaniosis control strategies, it is important to take into account the
spatial and temporal heterogeneity in vector distribution and Leishmaniosis, in addition to

the presence of infection in wildlife.

Eighth

The topical insecticide Advantix (Bayer®) commecialised to prevent L. infantum infection
does not completely avoid P. perniciosus and P. papatasi bites in naturally exposed dogs,
although it probably reduces bitting rate and the risk of L. infantum infection and

therefore itis useful in the control of this parasitosis.
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Ninth

The P. papatasi rSP32 recombinant protein (Genbank ac. JX411944) could serve as a valid

universal marker of exposure to this insect.
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